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MICROPROPAGACION DE CALAHUALA Phlebodium psedoaureum (Cav.) Lellinger
CON TRES TIPOS DE EXPLANTES
EN DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO IN VITRO

CALAHUALA Phlebodium psedoaureum (Cav.) Lellinger MICROPROGATION WITH THREE
EXPLANT TYPES IN DIFFERENT IN VITRO CULTURE MEDIUM

RESUMEN

El objetivo principal de la presente investigacioe establecer una forma de propagacion altemnativ
de la calahualaPhlebodium psedoaureum (Cav.) Lellinger, que permita obtener gran cantidad de
esporofitos jovenes, a fin de aumentar la tasa@gagacion de ésta que actualmente por medio dmaiz a
campo abierto oscila alrededor del 35 %, con |o sa@xtrae gran cantidad de material para dicbpgsito,

razon por la cual se encuentra en la lista rojaspecies en peligro de extincion del CONAP.

La presente investigaciéon se realizd en el labdmtde cultivo de tejidos de la Facultad de
Agronomia de la Universidad de San Carlos de Guatem se evalud la respuesta de la calahBhla
psedoaureum a la micropropagacion por medio de tres tipos gagete (soros, apices de brote y primordios
foliares). Como resultado se tiene que es difimppgar la calahuala por medio de apices de brotel e
medio Murashige (1974), asi como por primordiodafes en el medio Wetmore, pero si se puede
micropropagar satisfactoriamente por medio de @spen el medio de cultivo Murashige y Skoog (1962),
obteniendo el mayor numero de esporofitos jévermsupidad experimental (234.7 esporofitos) con una

altura de 1.341 centimetros cuando se emplea &st® @l 50 por ciento de su composicion original



1. INTRODUCCION

La Calahuald@hlebodium psedoaureum (Cav.) Lellinger es un helecho epifito con rizoma rastrero y
sinuoso, nativo de Centro Ameérica. En forma sikeestece en troncos de palmas, broza o arbolesdileoe

y roca caliza desintegrada, y en lugares de graretiad a la sombra.

Se encuentra desde México hasta América del Swlteras de 1,200-2,200 msnm. En Guatemala se
reporta en Alta y Baja Verapaz, Chimaltenango, B$lay Huehuetenango, Jalapa, Quetzaltenango,
Suchitepéquez y Zacapa (5), aunque también se ém¢ontrado en Guatemala, El Quiché, San Maréds y
Progreso. El rizoma es conocido en dichas regipoesus propiedades medicinales tales como: tratami
de afecciones intestinaledidrreas, dolor de estbmago, estrefiimiento, gasyritespiratoriasgsma, tos, tos
ferind) y cardiacas, dolor de huesos, reumatismo, diapegata, hipertension, purificacion de la sangre,

parasitos, enfermedades venéreas como la sifiligunas afecciones renaleslfulos, hidropesia(b).

Por sus propiedades medicinales los colectoregjeacido presion sobre el bosque al extraerla para
su comercializacién intensiva, lo cual provocarsekplotacion de la misma y de tal manera su d@gtinc
por lo quePh psedoaureum se encuentra en el listado de Especies de FlovasBé Amenazadas de

Extincion (Lista Roja de Flora) Resolucion No. Al028/2001 del Consejo Nacional de Areas protegidas

(7).

A través de la presente investigacion se identifin medio de cultivo de tejidas vitro apropiado

para micropropagar la calahuala.



2. DEFINICION DEL PROBLEMA

En Guatemala, la calahuaRhlebodium psedoaureum (Cav.) Lellinger es una especie que
normalmente se le encuentra en estado silvesterdé&ndose en areas hiumedas sobre troncos dagalm
arboles de encino y roca caliza desintegrada. Debith importancia econémico social que reviste usr
propiedades medicinales y al auge que ha tomadosealtimos afios el consumo de los rizomas de ésta

recientemente se ha iniciado el proceso de doraesiit de la misma.

Andrade Castafieda, en mayo de 2003 (3), contribapeel primer trabajo titulado “BUsqueda de
sustratos opcionales para la produccion bajo aulizr calahual&h. psedoaureum”; en esta investigacion
se identifica las astillas provenientes de desedeomadera de los aserraderos como una buena base

sustrato para propagar la calahuala por medizdenas bajo condiciones de cultivo.

Actualmente en Guatemala, la calahuala solo Ilgpggan en condiciones de cultivo a nivel
experimental por medio de rizomas, lo que impliadas desventajas tales como: extraer grandesiadet
de rizomas de los reservorios naturales donde petigro de extincion. El material obtenido es ablke en

sus caracteristicas botanicas y se tiene solamkBf% de pegue en la propagacion por este majlio (

En tal sentido dentro del proceso de la domesfinate la calahuala, en el aspecto primario que se
refiere a la propagacion, no se cuenta con infoidnacientifica acerca de la respuesta de la calaltauta
propagacion por medio de métodos especializadosocdns biotecnoldgicos, en particular la
micropropagaciomn vitro en forma sexual y asexual a través de explantespqdrian representar una muy

buena alternativa a la forma actual de propagacion.



3. MARCO TEORICO

3.1 MARCO CONCEPTUAL
3.1.1 GENERALIDADES DE LOS HELECHOS

Hay alrededor de unas 10,000 especies modernaslelghbs de los cuales la mayoria pertenece al
orden Filicales llamado también (Polypodiales).e8euentran en una amplia variedad de ecosisteress, p
la mayoria de ellos se localiza en partes sombseasta sitios bien humedos y en climas tropicales o
subtropicales (8).

Los helechos se pueden reproducir en forma enaf@erual o asexual por esporas o rizomas, sobre
el envés de las hojas se forman estructuras llasremt@s, compuestas por grupos de esporas resgaarda
dentro esporangios y que forman el principal mexsaaide reproduccion de estas especies en formahatu
(18).

En funcion de su forma de nutricién los helechwsepifitos o sea que crecen adheridos a otrdgplan
0 sustrato sin tomar alimento de su hospedero, lsotnedad. También se puede ver en la forma de
alimentacion de los helechos que el protalo (etraadiminuta en comparacion con el esporofito majlu
constituye una planta autotréfica independienteigakeisive sostiene al embrion del esporofito dtedas

primeros estadios del desarrollo (18).

3.1.2 LAS PLANTAS MEDICINALES

El hombre se ha beneficiado de las plantas medésndesde la prehistoria y, hasta hace
relativamente poco tiempo, eran el Unico recursaade disponian los médicos. A principios del sk la
medicina dio un gran salto gracias al desarrolléadguimica y al descubrimiento de complicados @sos
de sintesis organica que dieron lugar a nuevosoae@intos capaces de luchar contra enfermedades has
entonces incurables, principalmente infeccionesn eénbargo, siguieron obteniéndose de las plantas
medicinales valiosas sustancias que eran irrempeszda medicina popular y los herbolarios, popatte,
mantenian viva esta tradicion terapéutica que bauelonado aumentando el numero de plantas metbsina

conocidas y también sus aplicaciones (6).

Se ha comprobado un renacimiento del interés asrplantas medicinales, tanto por parte de
investigadores, médicos y de la industria farmacautomo del publico en general, deseoso de anmgpl&a

conocimientos acerca de este campo (6).



Los remedios a base de plantas reunen ventajate faelos quimicos, ya que sus principios activos
estan biolégicamente equilibrados y en general,seoacumulan en el organismo ni tienen efectos
indeseables, exceptuando las sustancias de laagplanenosas. Pero no hay que olvidar que |#nsiess
naturales no son siempre apropiadas para todaguasiones; es al médico a quien corresponderditar

el tratamiento de la enfermedad (6).

A. Plantas medicinales bajo cultivo

Durante algun tiempo se pensé que la planta adléipierde parte de sus principios activos y visud
terapéuticas, lo cual es totalmente falso. Si selaamos el ecotipo o clon, y se implanta éstel érdlgitat
adecuado y se realizan los tratamientos cultupakessos, el rendimiento en principios activos ycalidad,

es superior a la planta silvestre (1).

Las principales ventajas del cultivo son: eviter inezclas y falsificaciones del material recobtimta
se puede obtener una materia prima homogénea, afiternylde buena calidad; la recoleccion se fagilga
muchos casos puede mecanizarse; los agricultoreslepuasociarse para montar viveros, adquirir
herramienta especial y montar pequefias industggarias de primera transformacion, secaderos vy
destilerias, en las inmediaciones, con lo que daecen los gastos del cultivo y transporte. Estdisvos y
pequefias industrias fijan mano de obra rural yaaimada: pero sobre todo es la Unica forma decs&inar

y mejorar el material vegetal implantado y cultivdd).

La actual coyuntura socioecondmica y el aceleeatoento demografico, obliga a los paises a buscal
nuevas fuentes de materias primas, para cubriefaadda de las industrias farmacéuticas, alimenyaria
perfumera, asi como a investigar nuevos principaisyos, sabores y aromas en el reino vegetal, firsela
elaboracién de nuevos farmacos, que exigen lassideckes medicas actuales, o para satisfacer la
necesidades creadas por una sociedad de consutaojeamas refinada (1).

Para lograr estos objetivos, de caracter mulijglisario, son precisos estudios coordinados can lo
diversos campos de la Botanica, Agronomia, Ingemnikrdustrial, Fotoquimica, Farmacologia, Dietética
etc., que acometen especialistas de los distirdtsep, partiendo de sus posibilidades y experiencis

distintos campos (1).



B. Generalidades de los principios activos de lasgntas medicinales

Los principios activos de las plantas medicinakedrata de sustancias que la planta ha sintetizado
almacenado en el curso de su crecimiento con ageatlanetabolismo. Sin embargo, no todos estos
productos metabdlicos tienen un valor medicinabat@amente aprovechable. En todas las especies esté
presentes al mismo tiempo principios activos yausas indiferentes. Estas ultimas, llamadas tamtbe
lastre, determinan la eficacia del medicamento taé@® cuestion al acelerar o hacer mas lentadaraidon
de los primeros en el organismo. Esta es la parnderlas peculiaridades de los medicamentos derorig

vegetal (1).

Casi siempre en una misma planta existen variogponentes medicinalmente activos, de los cuales
uno de ellos — el principal—- determina las apimaes que tendra la especie en cuestion. Sin gmbar
grado en el que los componentes secundarios imflagbre la accion queda puesto de manifiesto lalr ab
principio activo principal. Es muy frecuente queefacto sea entonces totalmente distinto. Solameinte
concierto de todos los componentes, incluyéndoseellag de lastre, confiere a la planta sus accion

especifica, y esta es la segunda peculiaridad (1).

Los principios activos no se distribuyen de una@na uniforme por toda la planta. Se concentran

preferentemente en las flores, las hojas o laesajca veces en las semillas, en los frutos a earteza (1).

La tercera peculiaridad es la siguiente: el cadtern principios activos de una planta medicinal
oscila, dependiendo del habitat de la misma, deedaleccion y de la preparacion. Esto constituya un
desventaja pero puede evitarse en medida recotiectam la época mas adecuada y preparandola con ¢

maximo cuidado.

Los ejemplares bien tratados, almacenados de cmdecto, apenas pierden principios activos en el
proceso de secado. La mayoria de las plantas maldisidesarrollan plenamente su eficacia solo cused

las emplea por periodos prolongados de tiempo (qunejemplo una cura de 6 a 8 semanas) (1).

3.1.3 ETAPAS DE LA MICRO PROPAGACION
Las etapas que conlleva la microprapagacion sédurashige, 1974 (23) estan definidas de la
manera siguiente: establecimiento aséptico delvoulimultiplicacién, enraizamiento y preparacionl de

inoculo (aclimatacion) para su transplante al suelo



A. Asepsia del medio de cultivo

Los medios de cultivo son propicios para el dedlarrde microorganismos patdégenos que se
encuentran en el ambiente o llegan con el explantelucen la calidad de las plantas producidasnasele
competir por el espacio y alimento del cultivo, porcual es necesario que el explante se encuentre
debidamente limpio y desinfectado. Los compuestdsigos mas utilizados para la limpieza y desinfacc
de explantes son el hipoclorito de sodio o de oakgli peroxido de hidrogeno, el nitrato de platal@uro

de mercurio, el cloro comercial y el alcohol eredéhtes concentraciones (15).

B. Multiplicacion
Esta fase se ve influenciada por las condiciomgstimas y micro climaticasin vitro, y la ganancia
en peso seco da como resultado la diferenciaggonovo. La formacion de nuevas células por division,

producen esa ganancia en peso (22).

C. El enraizamiento y la preparacion del indculo (elimatacion) para su transplante al suelo

Esta fase consta de dos pasos: el primero, Sa coo trasladar el material vegetal a otro medio d
cultivo con menos cantidad de sales inorganicasmybs en el balance hormonal, es decir; dismilagir
citocininas y aumentar las auxinas. El segundo,pasnsiste en lavar la planta y eliminar los restel
medio de cultivo que quedan en las raices y luegobgarlas en suelo estéril, cubriéndolas con bolsas
plasticas, a las cuales se les van abriendo agupama que las plantas se adapten paulatinamsotawweyvo
habitat. Esta Ultima parte de esta fase se leceoo@mo aclimatacion o endurecimiento de la plé22a

3.1.4 COMPOSICION GENERAL DE LOS MEDIOS DE CULTIVO
En general los medios de cultivo se encuentrastitoidos por los siguientes componentes que se

ilustran en la Figura 1.



Sales inorganicas Vitaminas Reguladores de Crecimiento 2 §
Macronutrientes Tiamina, Acido nicotinico, Auxinas o ©
Micronutrientes Piridoxina, Riboflavina, Mio- Citocininas & E

inositol, Acido patoténico, Giberelinas E _g
Acido félico, Vitamina E Acido abscisico 5: 8
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Figura 1. Algunos componentes de un medio de culawen general

Una descripcién mas detallada de cada uno de lopawentes que pueden conformar un medio de

cultivo se presenta en los incisos siguientes:

3.1.5 SALES INORGANICAS
Las sales inorganicas se pueden dividir en dosigseagrupos, macronutrientes y micronutrientes tal

como se indica a continuacion:

A. Macronutrientes
Los tejidos en cultivo requieren de una fuentetinoa de compuestos inorganicos. Ademas carbono,

hidrogeno y oxigeno, los elementos mas requeridogsancipalmente: N, P, K, Ca, Mg, y S (28).

B. Micronutrientes
Para una adecuada actividad metabdlica, las séhalgetales requieren de micronutrientes. Los mas

esenciales son: Fe, Mn, Zn, Bo, Cu, Co, y Mo. Litends cinco elementos son fundamentales para la

sintesis de clorofila y la funcion de los cloroptas(28).

3.1.6 VITAMINAS
Son necesarias para llevar a cabo una serie deiopas cataliticas en el metabolismo y son

requeridas en pequefas cantidades. Las vitamineemmgleadas son:



A. Tiamina
Conocida también como vitamina B1. Se afiade d@nona-HCL en cantidades que varian de 0.1 a

30 mg/l. Esta es realmente la Unica vitamina eakpara el crecimiento de las células vegetales (28

B. Piridoxina
Conocida también como vitamina B6. Se afiade carogipa —HCL.

C. Acido pantoténico
Ayuda al crecimiento de ciertos tejidos.

D. Acido félico
Disminuye la proliferacion de tejido en la obsdad, mientras que en la luz aumenta, esto es debidc

a que en presencia de luz, es hidrolizado a 4camiRo benzoico.

E. Riboflavina
Es inhibidor del crecimiento de raices.

F. Vitamina E
Ayuda a la formacién de callos que provienen deremébs, y en cultivos en suspension, ayuda a la

viabilidad de células.

G. Mio-inositol
No es propiamente una vitamina, sino un azUcaalc Tiene un efecto estimulante sobre la

morfogénesis, participando probablemente en ldigisintética del &cido galacturonico (28).

3.1.7 REGULADORES DE CRECIMIENTO
En cultivo de tejidos se utilizan propiamente ouarupos: auxinas, giberelinas, citocininas, acido

abscisico.

A. Auxinas
Las auxinas contribuyen a la elongacién celul&ndn como funcion bioldgica la expansion de las

células del tallo y coleoptilos, a través de proer@l ensanchamiento de las paredes celularesdividain
celular; asi mismo, fomentan el desarrollo de sal®inducen la formacion de raices a partir de. &

utilizan también para el enraizamiento de varigeegs vegetales (30).



La auxina se sintetiza principalmente en los aptesallos y raices, de donde migra a la zona de

elongacion y otras zonas donde ejercera su ac2)on (

a. Uso de las auxinas en cultivo de tejidos vegedal
Las auxinas son ampliamente utilizadas en tralslamicropropagacion y son incorporadas al medio

nutritivo para promover el crecimiento de callosgensiones celulares u 6rganos y para regular |z
morfogénesis, conjuntamente con las citocininas.séiccion de auxinas a utilizar y la concentracion
requerida dependera de:

i. Eltipo de crecimiento o desarrollo requerido.

li. Los niveles naturales de auxina dentro del explam@do es disectado.

lii. La capacidad de los tejidos cultivados para s@detuxina en forma natural.

iv. La interaccion (si hay) entre las auxinas sintétmalicada y las hormonas enddgenas naturales (2).

b. Modo de accidn de las auxinas y respuesta fisigica en la planta

Las auxinas actan promoviendo el crecimiento nerfogénesis como sigue:

I Promoviendo el crecimiento

Induciendo la secrecion de iones ¢h y a través de la pared celular. El enlace @eixina conduce
al rompimiento y acidificacion de la pared, incremaado su tamafio. Por un efecto sobre el metabmliteh
ARN (y por tanto la sintesis de proteina), posildeta por induccion de la trascripcion de moléculas
ARN mensajero especifico (ARNm). Los ARNm codificaroteinas que son requeridas para mantenel

(sostener) el crecimiento (2).

ii. Morfogénesis
Las auxinas aplicadas son capaces de borraritdofiga programada genéticamente de tejidos de

plantas completas, que fuera previamente determieadu estado diferenciado (2).

Las respuestas fisioldgicas que las auxinas peovamn las plantas se pueden resumir en forma
general como sigue:
ii.l  Afectan una expansion celular como ya fue explicadtravés del aumento de la plasticidad de la
pared celular. Este efecto de estimular la expanséular se traduce en un estimulo al crecimiento,

en escala macroscopica.
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La sintesis de ARN es el estimulo de la divisidlee que ocurre en algunas situaciones después de
la aplicacién de auxina exdégena, contribuye ahesgt del crecimiento.

La formacién de raices en esquejes de distintos.tip

Dominancia apical; una auxina producida en el rrearis apical impone un estado de dominancia en
las yemas axilares localizadas abajo del meristgpial, inhibiendo su crecimiento. Si el meristemo
apical es removido, las yemas axilares son liberddda dominancia y comienzan a crecer.

Otros efectos mas especificos son la inducciéadion (2).

Auxinas reguladoras del crecimiento comunmentetilizadas

Las auxinas mas comunmente utilizadas son el 2,4&ddo 3-indolbutirico (IBA); Acido a-

naftalenacético (ANA). Junto con las citocininels2,4-D es utilizado para la induccion de callowtivos

en suspension, siendo reemplazado por ANA e IBAdoas requerida la morfogénesis. ANA e IBA son

auxinas favoritas para el cultivo de tejidos velgsteOtras auxinas utilizadas con menos frecuesmria

i.
ii.
iii.
iv.

V.

d.

4- CPA: &cido 4-clorofenoxiacético

MCPA: &acido 2- metil —4-clorofenoxiacético
2,4,5,-T: 4cido 2,2,5-triclorofenoxiacético
Dicamba: 4cido 3,6-dicloroanisico

Picloram: acido 4 —amino,3,5,6-tricloropicolini@.(

Efectos de las auxinas en el cultivo de tejideggetales

Induccién de la formacién de callo

Inhibicién de formacién de clorofila

Morfogénesis: formacion de raiz y brote

Embriogénesis somatica: altos niveles de auxind2,4

Cultivo de 6rganos; una auxina es casi invariabfgeneequerida para promover el crecimiento inicial

de explantes de meristemo y puntas de brotes (2).

Estabilidad de las auxinas en los medios de duti

IAA e IBA son termolabiles y son descompuestasdte la esterilizacion en autoclave, pero el IAA

no es estable en el medio de cultivo aun si esilesido por ultrafiltracion (2).
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f. Ruta de biosintesis del acido indolacético

El IAA es formado del aminoéacido L-triptofano yslaiveles endégenos de las auxina se incremente
rapidamente en tejidos incubado en un medio dévoutbnteniendo este aminoacido. L-tripéfano puede
también actuar como una auxina en algunas plagasstos casos puede estimular el crecimientouziind
morfogénesis (crecimiento de callo de hibridos deotvina glauca X N. Langsdorfii y la formacion de

callos embriogénicos en algunos cultivares de af)z

B. Citocininas
Promueven la division celular y organizacion dibosalas mas utilizadas son: benciladenina (BA),
cinetina y zeatina, en concentracion de 0.03 — §0. nLa BA es la citocinina de empleo mas geneaala.

La cinetina estimula la formacién de brotes y dege adventicias (28).

La funcién biologica de las citocininas es estanyirincipalmente la division celular o citocinesis
Perea, citado por Villacinda (29), menciona quealtivos in vitro, las citocininas han permitido grandes
progresos, especialmente, en micropropagacionsypduncion de proliferacion celular mediante laigion
celular y la diferenciacién de los explantes. Lisgctminas mas utilizadas son la bencilaminopufBAP),
siendo ésta mas utilizada que la cinetina (KINg g44-hidroxi-e-meil but-tran-2-erilamino-purinag&).

a. Biosintesis, lugar de sintesis y transporte dad citocininas

Las citocininas parecen ser sintetizadas pordarporaciéon de una cadena lateral, generalmente cor
cinco carbonos en la posiciors Ne la base nitrogenada adenina. Esta base niadgeiene la estructura
idéntica a la adenina que ocurre en los acidosmod. Los diferentes tipos de citocininas difieegrtre si

por la modificacién de las cadena laterales (2).

Las citocininas naturales son encontradas en ladgdantas superiores, en las algas y en losdasong

y en ciertas bacterias como moléculas libres (2).

El meristemo apical de la raiz es el principalalugle sintesis de citocininas en plantas. Las

citocininas son transportadas por el xilema ya#ria (2).

b. Mecanismos de accioén de las citocininas
Las hormonas, de una manera general probablerseiméegran con receptores que se encuentran el

la superficie de la membrana celular o en el citepla. Recientemente fue identificada una proteira q
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acta como receptor para una citocinina a la asaldenominada Cytokinin binding Factor (CBF1). Se
sugiere que este receptor sea una proteina deloriy que este complejo citocinina receptor retpula

sintesis de proteinas.

Existen indicativos de que las citocininas aumeréa concentracion de calcio en el citoplasma,
promoviendo su absorcidén del medio externo. Elicadravés de la unién con la proteina calmoduliza
calmodulina es inactiva como regulador, pero el glejn Calmodulina —Calcio puede activar un gran
namero de enzimas. Las citocininas parecen estintalaintesis de proteinas especificas del clostmla
estabilizando ciertos mRNAs especificos que tienedegradacion dificil (2).

C. Efecto de las citocininas en cultivo de tejidogegetales
I Estimulacién de la division celular
. Formacion de brotes adventicios

iii. Promueven la formacion de callos embriogénicos

\YA Uso en cultivo de Brotes

V. Proliferacion de brotes adventicios

Vi. Formacion de yemas adventicias de brote
Vil. Inhibicién de formacién de raiz (2).

C. Giberelinas

Promueve la elongacion y reprime la formacion detds de cualquier clase de tejido organizado.
Las giberelinas se caracterizan por estimulandsidn y/o incremento celular. Se han encontrads d&20
giberelinas diferentes en el reino vegetal, todlas earacterizadas por poseer en su estructuesaqureleto
gibano (28).

Mroginski y Roca (22) indican que las concentraegde giberelinas varian de 0.01 a 1.0mg/l, con
un punto optimo alrededor de 0.1mg/l para la mayde cultivos, los niveles superiores a 1.0 mg4uitan

toxicos. La mas conocida de las giberelinas ethkrelina 3 (GA) o acido giberelico.

a. Sitio de sintesis y transporte de las giberelisa

Los O6rganos que poseen mayores concentraciongiheeelina son probablemente los lugares de
biosintesis, estos incluyen semillas en germinacédmospermo, frutos inmaduros y apices de brotes y
raices. A nivel, intracelular, los plastidios sdios de biosintesis.
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Las giberelinas son encontradas en concentracioglativamente elevadas en la savia bruta,
indicando transporte eficiente de los sitios desibitesis en las raices hasta la parte aérea eimilLas
giberelinas también son encontradas en el floemadeal ocurre el transporte de las hojas hacia pagss
de la planta (2).

b. Mecanismos de accion de las giberelinas

Aun no ha sido identificado un receptor para leemglinas. El estimulo de la expansion celular
observado cuando GAes aplicado a hipocotilos, no es acompafiado fdifiaacién de la pared celular,
indicando un mecanismo de accion diferente al slalxinas (2).

El efecto clasico de las giberelinas es la indircde sintesis de la enzimaamilasa en semillas de
cereales en germinacion, depende la sintesis deNmiiddicando la giberelina al nivel de trascripcide
genes especificos paradeamilasa. La inhibicion de la sintesis de proteiaates de aplicar la giberelina
causa también la inhibicion del efecto de la horansobre lax- amilasa. Esta evidencia sugiere que alguna
proteina es sintetizada después de la aplicaciola dgberelina, y que esta proteina a su vez, iedac
trascripcion de dos familias de genesug@milasa y de otros genes afectados simultdneantenteealidad

un gran numero de enzimas aumentan su actividguiéeslel tratamiento de semillas con giberelinas (2

C. Efectos del acido giberélico en cultivo de tejus vegetales
I Formacion de brotes adventicios
ii. Rizogenesis

iii. Embriogenesis y desarrollo de embriones

\Y2 Diferenciacion celular

V. Actividad enzimatica

Vi. Uso en cultivo de meristemos, brotes y nudos
Vil. Multiplicacion de brotes

viii.  Alargamiento de brotes

IX. Integridad apical

X. Efectos detrimentales (2).

D. Acido abscisico

Se utiliza en casos muy especiales; estimulaneraiizacion durante la embriogenesis en ciertos

cultivos; también inhibe el crecimiento (28).
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3.1.8 AMINOACIDOS

Ningun aminoacido es esencial para el crecimidattejidosn vitro, sin embargo, existen varios que
se han utilizado experimentalmente. Los aminoacloporcionan una fuente inmediata de nitrogeno al
tejido y su asimilacion puede ser mas rapida quateigeno inorganico proporcionado por el medios L
aminoacidos también pueden actuar como agentesarjesel A continuacion se indican las funciones
principales de los aminoacidos en sistenmagitro. La glutamina y asparagina son transportadores de
nitrogeno; L-argina estimula raices; L- serinaeegleada en cultivo de microsporas y L-cisteinaires

agente reductor (28).

3.1.9 CARBOHIDRATOS
Son utilizados como fuentes de energia y comoladgtes osmoticas. Sacarosa es el azucar
empleado universalmente. Le siguen en importarozoga, maltosa, rafinosa, fructosa y galactosaosa

y lactosa. La concentracion a la cual se utilizealearosa es de 20 a 45 g/l (28).

3.1.10 AGUA

Aun cuando ya se discuti6 el papel que juegau ap las técnicas de cultivo de tejidos, se cersid
pertinente recalcar que el agua utilizada paradpgracion de soluciones debe ser bidestilideedtiidda o
desmineralizada, de cualquier forma el empleo ddastilador de vidrio es requerido en la destiladinal
(28).

3.1.11 AGENTES SOLIDIFICANTES
Comunmente se ha empleado el agar como un sisterfisoporte” para la preparacion de medios
sélidos o semisdlidos. Las ventajas que represt@tgar son:
A. Con agua el agar forma geles que se derriten &1¥8® solidifican a 45°C. Esto significa que este
gel es estable a todas las temperaturas de inéubaci

B. El agar no es alterado por las enzimas vegetales.
C. El agar no reacciona con los constituyentes delaned
D. No interfiere con la movilizacién de los constitotes del medio.

Otros compuestos se han empleado para substitaigag; sin embargo, pocos han tenido éxito.
Posiblemente el que ha alcanzado mas popularidaa &Selrite”. Debido a que el agar es costoso, es

importante tomar en cuenta otros compuestos quparastan sustituir este soporte (28).



3.1.12 SUPLEMENTOS NO DEFINIDOS
Algunos de los suplementos no definidos son lpsisntes:

Extracto de levadura.

Caseina hidrolizada (proteinas).

Antioxidantes, como el acido ascorbico, y

moow?>

Absorbentes como el carbon activado (28).

Jugos y extractos de varios frutos (platano, topagua de coco).

15
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3.2 MARCO REFERENCIAL
3.2.1 LOCALIZACION DEL EXPERIMENTO

El experimento se llevo a cabo en el laboratoeicultivo de tejidos de la Facultad de Agronomia de
la Universidad de San Carlos de Guatemala, demfrecaimpus central de la Ciudad universitaria Zbda

asi como en el Umbréaculo destinado para plantagcmates de la FAUSAC (CEDIA).

3.2.2 EL CICLO VITAL DE UN HELECHO

La planta del helecho representa la generacionr@#oo La parte inferior de las fronda lleva a
menudodreas negruscas o0 de color café o anaranjado llaasasbros, los cuales son un conjunto de
esporangios que sostienen las esporas haploides. Las células madres de las esporas sufren melestso
del esporangio y producen las esporas (principidadgeneracién gametofita) las cuales pueden der de
mismo tipo (homosporas) o de dos tipos diferenbete(osporas), hecho que depende de la especie. Le
diversas especies de helechos también difierea distribucion, estructura y forma de soros y espgios.
En ciertos helechos, cada soro esta cubierto poestmuctura llamada indusio. En algunos otrogeaxidos
tipos de hojas; las que llevan los soros (o0 ediasdy las vegetativas que nunca producen esporas

Las esporas liberadas germinan en el medio himeeéadgsarrollan formando primero filamentos de
células verdes con rizoides. Cada uno de estoadiltos forma un pequefio gametofito tipico en fodma
corazon llamado protalo el cual es una lamina vphdecelular. Posee rizoides, asi como érgangaaes
femeninos y masculinos colocados en la superfitierior. EI gametofito maduro tiene aproxidamente %2
centimetro de diametro y lleva sus arquegonios.egartes a los de las bridfitas, cerca de la muesca
mientras que los anteridios estan dispersos aydredoides. En ciertas especies los anteridias|yegonios
se encuentran en gametofitos distintos. Los espgemoides multiciliados son liberados del anteridedan
hacia el protalo y penetran el arquegonio, sucedEs asi en la fecundacion. El cigoto o huevoltarsge
marca el principio de la generacion esporofiticasyretenido dentro del arquegonio donde se delsarrol
formando primero un embrién y después un nuevorefifibcon raices, tallos y hojas. Durante losnanios
estados del desarrollo embrionario, hasta que egarkas primeras raices y hojas, este esporofitenjo

depende totalmente para su nutricion del diminaroefofito (25).

En la Figura 2 se presenta en forma resumidalel sexual de los helechos en general.
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asporofito
© maduro (2n)

espaorofito jéven (n)

ar
ovuio {n)

Figura 2. Ciclo general de los helechos (18)

A. Reproduccion natural de la calahuala
En Guatemala la calahudfhlebodium pseudoaureum (Cav.) Lellinger, se reproduce naturalmente
por rizomas con un crecimiento de 20 a 30 cm enadios y por esporas en un tiempo de 4 a 5 afos par

formar un helecho adulto.

! Martinez V. Catedratico FAUSAC, octubre 2005. Consulta patso
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3.2.3 MICROPROPAGACION DE LOS HELECHOS
Actualmente algunos helechos es posible microgran@s por medio de cultivo de esporas y por

cultivo de brotes.

A. Cultivo de esporasn vitro

Las esporas de los helechos, que son bastantefjf@sqgpeeden ser esterilizadas y manejadas de I
misma manera como las semillas de las orquideas, qmmo algunas son resistentes a la humedad e:
importante adherir una solucién hiumeda de hipdootuego sacudir bien el recipiente que contiease |

esporas durante la esterilizacion (11).

Las esporas asépticas de los helechos puedererseingdasn vitro, si son colocadas en un medio
semi-solido, conteniendo una baja concentraciésalies, y si son convenientemente sembradas demtro d
tubos de ensayo largos. La composicion exacta @eliande soporte para la germinacién de esporas er
realidad no es tan complicada, puede o debe cantererelativa baja cantidad de concentracién deso
Algunos medios, que han sido usados con buenoka®ssi son %2 Knudson 1946 (14) con macronutrientes
mas micronutrientes Steevet all955 (26), el medio de Moore 1903 (21) a mitad ebeeg and
Wetmore, 1957 (10) o a toda fuerza, y Miller y Mill961 (19) el cual también puede ser improvisaatda
adicion de micronutrientes. Las sales de White 1324 medio que probablemente puede ser satisfactor
La adicidn de vitaminas o reguladores de creciripniede ser no necesaria. Los azucares probabement
son requeridos para la germinacién de esporas, glecoecimiento de los gametofitos son mas rapidos
cuando estan presentes los azlcares. Una bajant@uoi@ de glucosa o sucrosa (e.g.2.5-20g/l) es
usualmente empleada (11).

Los cultivos son mantenidos en luz de baja irradracLa 6ptima temperatura de incubacion es
variable de acuerdo al habitat natural de lasrdasiespecies de los helechos. J.H. Miller 1968&R06ontro
gue la germinacion de algunas especies dependeddms$idad a la cual las esporas fueron inoculdelatso
del medio. Cuando se establecen los medios de@@s aconsejable poner los tubos en el cual eermine

esporas por unidad de &rea han variado (11).

Las esporas germinadas dan a crecer protalos sculaees. Los esporofitos son usualmente
producidos después en el mismo recipiente, peserin obtenidos en caso que no haya suficientelibgeia
gue permita el movimiento de los gametos masculirioes fertilizacién puede ser asistida si una pégue
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cantidad de agua esterilizada es introducida delgros recipientes de cultivo por medio de uniager en

un estado apropiado del desarrollo del gametafit9. (

Aunque el tejido gametofito no produzca esporsfiém su forma normal, puede todavia ser usada
para la micropropagacion por medio de la apogam@apgsporia. En algunas circunstancias, el tejido
esporofito de los helechos puede producir gamesosin primero producir esporas. Esta circunstaesia
llamada aposporia. Similarmente esporofitos alguweses crecen del tejido gametofito sin que haya
sucedido fertilizacion lo que llamamos (apogamiajoE eventos pueden ser rapidamente observados

manipulados durante el cultivo vitro (11).

B. Cultivos de brotes

Los esporofitos de algunos helechos pueden selagaoios en cultivo de brotes usando puntas o
extremos de brotes, o las puntas de las yemaslkdate los estolones o rizomas, como explantesles.
El grado de contaminacién de la superficie de &islenes o rizomas puede ser reducido creciendugsla
madres en canastas colgantes. El cultivo de bresepuesto en paréntesis porque frecuentemente I
multiplicacion de brotes no es enteramente poifpration de brotes axilares. Hennen y Shehan {978
reportaron que erPlatycerium, la multiplicacion de brotes ocurria por formacidirecta de yemas
adventicias en base de explantes originales y mesa frondas producidde vitro. En Nephrolepsis
exaltata, Loescher y Albrecht 1978 (16) encontraron qugratio de formacion directa de brotes adventicios
en los rizomas de las puntas de los explantesndépéel grado de concentracion de sales en eloné8|
fue alta cuando la concentracion de macronutricioteseducida a la mitad, y 2% de sucrosa fue adter
pero solamente un pequefio numero de brotes adwesniiieron producidos en el medio completo o si€~ d
sal del medio contenia 3 0 4% de sucrosa.

Rangos de multiplicacién en cultivo de brotes ssnalmente muy rapidos, y con los helechos de
Boston es posible obtener 37,500 plantas de 1@loast, puntas de explantes arriba de un period® de
meses. La micropropagacion con esta significangigemido a ser el método mas exitoso de multighcac

vegetativa para muchos helechos, la cual en coeseizuha llegado a ser disponible como plantasltsgd

4.
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3.2.4 CARACTERISTICAS DE LA CALAHUALA Phlebodium psedoaureum (Cav.) Lellinger

A. Clasificacion taxonémica

Reino: Plantae

Division: Polypodiophyta

Clase: Polypodiopsida

Familia: Polypodiaceae

Género: Phlebodium

Especie: Phlebodium psedoaureum (Cav.) Lellinger

Nombres comunes: Calaguala, calahuala, polipodio (8, 27).

B. Descripcion botanica de la calahuala
a. Rizomas

Los rizomas son rastreros de uno a dos centimeogrosor recubiertos densamente por
escamas; las escamas son de forma linear-lancepldeigadas, de color naranja a ferruginosas y
traslucidas de 0.5 a 1.5 centimetros de largont@ngenes cortamente ciliados. Los rizomas presentan
meristemos (brotes) que se diferencian para fofneades, la distancia entre meristemos sobre el
rizoma es de 1.5 a 2 centimetros.

b. Frondes

Los frondes se encuentran dispersos a lo lardosdézomas; se presentan frondes fértiles (que
presentan en el envés soros) y estériles (sin)sotas frondes segun su estado de desarrollo puede
medir hasta 120 centimetros de largo desde ladeisezoma hasta la parte final de la lamina frdnda
El fronde se divide en el estipe (peciolo) y la ifanfrondal que es pinnada. El fronde es
imparapinado, un fronde adulto tiene de 25 a 28gsn Un estipe de un fronde adulto llega a medir
hasta 30 centimetros de largo, es de color caiZoropn un diametro en la base de 0.5 centimetros.
La lamina del fronde mide de la base al apice #ficetros, las pinnas basales miden 26 centimetros
de longitud desde la auricula (I6bulo basal de pinaa) hasta el apice. En su parte mas ancha el

fronde mide 42 centimetros.

C. Distribucion geografica de la calahuala
Crecen silvestres en troncos de palmas, arbolenceo y roca caliza desintegrada, en lugares de

gran humedad a la sombra. Se encuentran desde dWX@entro hasta Sur América en alturas de 1200-
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2,200 msnm. En Guatemala se ha descrito en Altapézr Baja Verapaz, Chimaltenango, Escuintla,

Guatemala, Huehuetenango, Jalapa, Quetzaltenandoitépéquez y Zacapa (5).

D. Usos medicinales atribuidos a la calahuala

La infusion y decoccién del rizoma se usa oralmepara tratar afecciones gastrointestinales
(diarreas, dolor de estdmago, estrefiimiento, giaytnespiratorias (asma, tos, tos ferina) y cauas$, dolor
de huesos, reumatismo, diabetes, gota, hipertengigificar la sangre, parasitos, enfermedades rees¢

sifilis, y afecciones renales (calculos, hidrope&a

Topicamente se usa la infusibn en emplasto y lzeiaq@ para el tratamiento de contusiones,
reumatismo, Ulceras, quebraduras, cancer, cigrtode tumores, psoriasis y eczema. La decoccidasde

hojas se usa para detener las hemorragias (5).

Se le atribuye propiedad analgésica, antihemaaagidepurativa, diurética, desinflamante,

emenagoga, espasmolitica, expectorante, febrifagante, pectoral, purgante, sudorifica y trangaiite

(5).

3.2.5 CONDICIONES CLIMATICAS PARA LA PROPAGACION DE LA CALAHUALA
Luz: Crecen bien en luz media; no toleran luz solarctisenecesitan de bastante humedad del ambientt

para reproducirse (9).

Fotoperiodo: Crecen activamente durante todo el afio, aunquelentamente en los meses de dias cortos
9).

Temperatura: Toleran temperaturas inferiores &@Qsiempre que se mantengan mas secas que lo norme
Cuando las temperaturas superan 103C20lebe incrementarse la humedad de las plantasndo las
macetas sobre bandejas humedas o haciendo rielgas edosustrato y aplicando nebulizaciones diati@as
agua sobre el follaje. Efectlese una nebulirafiiia, para que no se depositen gotas que podeicoiorar

las hojas. Las temperaturas adecuadas para sudllesaon alrededor de 18 a 24 C en condiciones
normales (9).

Riego: Necesitan de riego abundante a fin de que seemgaisiempre hiumedo el sustrato (9).

Sustratos. En condiciones naturales los Phlebodiums credgmssies en troncos de palmas, arboles de
encino y roca caliza desintegrada. O sea que senirenda utilizar broza de encino cernida puedeectant
piedra caliza desintegrada, desechos de palmaagé gsta experimentando en Honduras con el fgqude

el rizoma tenga espacio suficiente para extendeasgficarse y absorber humedad del sustrato (5, 9)
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4. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Contribuir al conocimiento sobre la propagacionlalealahualaPhlebodium psedoaureum (Cav.)
Lellinger a través de identificar cual de los tres explantésporas, apices de brote y primordios

foliares es el mas apropiado para la propagaciénro de calahuala hasta la fase de multiplicacion

en distintos medios de cultivo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Establecer la respuesta de la calahualan&ctapropagacionn vitro utilizando esporas.

Establecer la respuesta de la calahualan&ctapropagacionn vitro utilizando apices de brote.

Establecer la respuesta de la calahualan&ctapropagaciom vitro a partir de primordios foliares.
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5. HIPOTESIS

51 Los explantes de esporas de calah®hliebodium psedoaureum (Cav.) Lellinger responderan

positivamente a la micropropagaciénvitro de igual forma en cualquier medio de cultivo.

5.2 Los explantes de apices de brote de calahagfmmnderan positivamente a la micropropagaiion

vitro de igual forma en cualquier medio de cultivo.

5.3 Los explantes de primordios foliares de calEhtesponderan positivamente a la micropropagacion

in vitro de igual forma en cualquier medio de cultivo.
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6. METODOLOGIA

6.1 AREA EXPERIMENTAL

El presente trabajo de investigacion se realizél émboratorio de cultivo de tejidos de la Faaliidz
Agronomia, Universidad de San Carlos de Guatentalanismo estéd equipado con condiciones controladas
de luz, temperatura, humedad y con los requeriméeatiecuados que permitan la ejecucién de la pigesen

investigacion..

6.2 INSTRUMENTOS, EQUIPO, CRISTALERIA Y REACTIVOS
Para la presente investigacion se utilizé instnto® equipo, cristaleria, reactivos e insumosajue

continuacioén se describen:

6.2.1 INSTRUMENTOS

Mechero de alcohol, para flamear instrumentos, tagyepinzas grandes y pequefias, agujas de
diseccidn, tijeras, espatulas, mangos para bistooias de bisturis, pizetas, recipientes de plastipapel
parafilm, papel filtro.

6.2.2 EQUIPO
Una unidad de camara de flujo laminar, autagldalanza analitica, estufa-Agitador, agitadores

magnéticos, refrigeradora, potenciometro, microsntlarno de esterilizacion en seco.

6.2.3 CRISTALERIA
Beaker, Erlenmeyer, tubos de ensayo, balones dafsrarecipientes para guardar soluciones
concentradas, pipetas graduadas, cajas de peéiilieadas, recipientes de vidrio para los rosdie

cultivo.

6.2.4 REACTIVOS
CaCl2.2H20, KNO3, NH4NO3, KH2PO4, Kl, FeSO4.7HNa2.EDTA, CuS04.5H20,
MnS04.4H20, ZnS04.7H20, H3B0O3, NaMo04.2H20, Myositm, Acido nicotinico, Pyridoxina-HCI,

Thiamina-HCI, Glicina, Acido citrico, Sacarosa.
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6.3 FASES DE LA INVESTIGACION

La investigacion se dividié en dos fases principalemo sigueFase de Campo: recoleccion en
campo e incremento de plantas donantes de expldetesalahualaPhlebodium psedoaureum (Cav.)
Lellinger y Fase de Laboratorio: propagacion de plantas de calahuala por mediaultiza de tejidos a

través de tres tipos de explante (esporas, brqieswprdios foliares) en distintos medios de cualtiv

6.4 FASE DE CAMPO: RECOLECCION EN CAMPO E INCREMENT O DE PLANTAS
DONANTES DE EXPLANTES DE CALAHUALA
La primera fase fue de suma importancia, pordquengedio de su ejecucién se aseguré obtener la
suficiente cantidad de explantes (esporas, brofagnyordios foliares) para la segunda fase de Ebap
gue consistio en la propagacion de los mismos stinttis medios de cultivo. En términos generakta e

fase incluyo:

6.4.1 RECOLECCION DE CALAHUALA EN EL CAMPO

El material vegetal se obtuvo de poblaciones ditgesle calahuala que crecen en la aldea La Cignag
San José Pinula, Guatemala. Para tal propésitisgé &l lugar y se obtuvo plantas completas datuala
las que se trasladaron posteriormente al umbrdpal@ que no esté expuesto a la luz directa parserde

un helecho) ubicado en los campos del Centro Bxeattial Docente de Agronomia.

6.4.2 SIEMBRA DE PLANTAS DONANTES DE EXPLANTES

Para esta actividad se emplearon camas de 4 argieyt 1 m de ancho, con una profundidad de 0.15
m. En el fondo de la cama se coloc6 arena blancaqee existiera un drenaje adecuado y sobre ésta u
mezcla de broza de encino molida y material vegataveniente del bosque en donde se encuentran lo
rizomas de calahuala (musgo, ramas viejas, brog)eliXa preparado el sustrato dentro de las camas s
procedi6 a colocar los rizomas de calahuala a wvofandidad de 2.5 centimetros bajo la superficiena
distancia de 8 centimetros entre hileras a finodedr 10 hileras de rizomas en la cama tal conmuoigsstra

en la Figura 3.
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Figura 3. Cama de incremento de calahual@hlebodium psedoaureum (Cav.) Lellinger que se
ubico dentro del umbraculo

6.4.3 MANEJO AGRONOMICO DE LAS PLANTAS DONANTES DE EXPLANTES
El manejo agronémico de las plantas de calahuaferdes de explantes consisti6 en riegos,

fertilizacion y control de malezas.

A. Riego
El primer riego se realiz6 inmediatamente despeda diembra de los rizomas de calahuala; luego se

rego cada dos dias a fin de mantener una adecuatzdhd dentro del sustrato.

B. Fertilizacion
No se utilizé fertilizante debido a que se empladuen contenido de materia organica en el sastrat

donde se desarrollaron los rizomas.

C. Control fitosanitario
Para el control de enfermedades, se aplic6 Mabcazazén de 50 cc por bomba de 16 litros para

evitar la pudricion del rizoma y el dafio de alguhosgos comoRhizoctonia solani y Pythium sies cuales
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son comunes en etapas de invernadero y umbra&aos el control de acaros se aplicaron 25 cc derfis

por bomba de 16 litros.

Luego se elabor6 un programa de fumigacion padesinfeccion de las plantas en el umbraculo el
cual consistio en aplicaciones quincenales deipsentes productos Sistemin y Azufre para elimidace

acaros o insectos y enfermedades fungosas.

D. Control de malezas
A los 20 dias de sembrados los helechos de catabaakaliz6 una limpia manual para eliminar unas

escasas plantas del génbtelampodium que se presentaron.

6.5 FASE DE LABORATORIO: PROPAGACION DE PLANTAS DE CALAHUALA

En esta fase se evalud la respuesta a la propagasiémedio de cultivo de tejidos de tres tipos de
explantes de calahuala. La metodologia a seguir @aaluar la respuesta a la propagacion por nesglio
cultivo de tejidos para los explantes de esporpged de brotes y primordios foliares se presenta a

continuacion.

6.5.1 PROPAGACION DE CALAHUALA POR MEDIO DE ESPORAS
A. Tratamientos

Para la propagacion de calahuala por medio de &spsa empled el medio de cultivo Murashige y
Skoog 1962 (24) a cuatro concentraciones distinfesla una de las concentraciones del medio Mgaghi

Skoog (1962) se constituyo en un tratamiento talaee indica a continuacion:

Tratamiento 1 (T1): Medio de cultivo Murashige y Skoog (1962) con caontigciones de sales al 100 por
ciento.

Tratamiento 2 (T2): Medio de cultivo Murashige y Skoog (1962) con cartiaciones de sales al 75 por
ciento.

Tratamiento 3 (T3): Medio de cultivo Murashige y Skoog (1962) con coniciones de sales al 50 por
ciento.

Tratamiento 4 (T4): Medio de cultivo Murashige y Skoog (1962) con cartiaciones de sales al 25 por

ciento.
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Una descripcion mas amplia de los componentes gdasentraciones que incluye cada uno de los
cuatro tratamientos se presenta en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Dosis en mg/L de cada componente del med!S para cada uno de los 4 tratamientos
. DOSIS DE CADA COMPONENTE (mg/l)
°°35?;;?;‘;Syd§'kg“g"° T1 =100% T2 =75% T3 =50% T4 =25%
NO4 NO3 1,650.000 1,237.500 825.000 412.500
KNO3 1,900.000 1,425.000 950.000 475.000
KH2PO, 170.000 127.500 85.000 42.500
MgSO4 *7H,0 370.000 277.500 185.000 92.500
CaCl, *2H,0 440.000 330.000 220.000 110.000
FeSO, *7H,0 27.800 20.850 13.900 6.950
Na,EDTA 37.300 27.975 18.650 9.325
H3BO3 6.200 4.650 3.1000 1.550
MnSO,e 4H,0 22.300 16.725 11.150 5.575
ZnS0, *7H,0 10.600 7.950 5.300 2.650
KI 0.830 0.623 0.415 0.207
NaMoO4e 2H20 0.250 0.188 0.125 0.062
CuSO, *5 H,0 0.025 0.019 0.013 0.006
CoCl 6 H,0 0.025 0.019 0.013 0.006
Thiamina-HCL 0.100 0.075 0.050 0.025
ACIDO NICOTINICO 0.500 0.375 0.250 0.125
MYO-INOSITOL 100.000 75.00 50.000 25.000
GLICINA 2.000 1.500 1.000 0.500
B. Unidad experimental

La unidad experimental para la propagacion dehcala por medio de esporas la constituyo un frasco
de 125 ml de capacidad con 25 ml del medio deveoulii sobre éste se depositaron 4 soros tal como se
muestra en la Figura 4.

Figura 4.

Unidad experimental para la propagacion d@ calahuala por medio de esporas
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C. Disefio experimental y distribucién de las unidagls experimentales

El disefio experimental fue el de una distribu@démpletamente al azar con cuatro tratamientos y 10
repeticiones (40 unidades experimentales) que sorele al modelo estadistico que se presenta ¢
continuacion:

Yij= p+ Ti + Bj + Ejj

Donde:

Yij = Variable respuesta de la ij-esima unidad expemiad.

1 = Efecto de la media general.

Ti = Efecto del i-esimo nivel de concentracion de MS.

Bj = Efecto del i-esima repeticion.

Eijj = Error experimental asociado a la ij-esima unieggerimental.

La distribucion de las unidades experimentalessgeematiza en la Figura 5.

Figura 5. Distribucidn de las unidades experimentas para la propagacion de calahuala por medio

de esporas.
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D. Variables de respuesta

a. NUmero de esporofitos jovenes por unidad experiemtal
A los 210 dias después de la siembra de las esperastrajeron todos los esporofitos jovenes del
frasco de 125 ml y luego se trasladaron a cajgettedonde se separaron todos los esporofitas a fi
de facilitar el conteo (Figura 19 c). Luego se pri6 a registrar los datos de la variable nimero de
esporofitos por unidad experimental de cada traatiy repeticion en un formato como el que se

presenta en el Cuadro 2.

b. Altura promedio (cm) de esporofito joven
Los esporofitos jovenes separados en las cajagtiiesp colocaron sobre la mesa de trabajo y por
medio de una regla se midié desde su base hasgicgl la longitud en centimetros. Se midié la
altura de todos los esporofitos presentes en ced@d y luego se obtuvo la altura promedio
dividiendo la sumatoria total entre el nimero takalesporofitos (Figura 19 b). Luego se procedio a
registrar los datos de la variable altura prome@i@sporofitos de cada tratamiento y repeticiéaren

formato como el que se presenta en el Cuadro 2

E. Manejo del experimento
El manejo del experimento incluyé en forma seciania preparacion de los medios de cultivo, la
obtenciéon y desinfeccién de soros de las plantasamtes, la siembra de los soros en las unidades

experimentales, el licuado de los protalos.

a. Preparacion de los medios de cultivo y llenadaedos frascos

Para la preparacion del medio de cultivo se tomdes cantidades alicuotas (mg/L) de cada
componente del medio Murashige y Skoog (1962) guiadica en el Cuadro 1; es decir se preparé wn lit
de medio de cultivo MS para cada tratamiento. aGat de los componentes se diluyé uno a uno et 100
cc de agua dentro de un beakers el cual se cotdwé sina agitadora mecanica a fin de realizar uezcka
uniforme. Luego de haber mezclado todos los coeps del medio MS se procedié a aplicar un

suplemento de sacarosa (30 mg/l) y dos de regadl® crecimiento.

Finalmente para cada uno de los cuatro tratamieet@socedié a aplicar 25 ml de medio de cultivo a
cada uno de los 10 frascos; es decir que de dadalé medio de cultivo, para el llenado de losdos, se

emplearon 250 ml.
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b. Obtencion y desinfeccion de soros de las plantdenantes

Los soros se obtuvieron de las plantas de calatd@iantes que se incrementaron en el umbraculc
del Centro Experimental Docente de Agronomia. d3eplantas establecidas en el umbraculo se cottason
frondes (Pinas) después de la tercera aplicaci@®istemin y Azufre y se llevaron al laboratorio isas
plasticas esterilizadas con alcohol etilico al 7p&@a esto se asperjo el interior de las mismalay pinas se
les envolvio en papel mayordomo remojado con agt@ckveada para esto se utilizd una pizeta p&@sfe
en el laboratorio se extrajeron los soros para sstpuso papel mayordomo de fondo y papel enceradc
encima para facilitar el deslizamiento de los sdrasia las bolsitas de papel filtro con un bistutina
pequefia cuchara previamente autoclaveados secextraptal de 160 soros de las pinas asi como sstrau
en la Figura 6. Los soros se desinfectaron corsahecion de alcohol etilico al 70 % por 2 minutdsego
se retird el exceso de alcohol por medio de unagnje con agua destilada y se sumergieron dentro d

hipoclorito de sodio al 2 % durante 5 minutos, Ifimente se retir0 el exceso de hipoclorito de sodio

enjuagando con agua destilada estéril tres veces.

a) Obtencidn de los soros del fronde

’ c) Sellado de bolsas de papel filtro con soros

d) Desinfeccion de soros con papel filtro

Figura 6. Obtencién y desinfeccion de soros de plas donantes.
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C. Siembra de los soros en los frascos
Se procedi6 a colocar los soros ya desinfectandasefrascos con el medio de cultivo, colocando 4

soros por frasco bajo condiciones de baja intedsigduz y a una temperatura de 25°C.

d. Incubacion de los medios de cultivo y transferaa o subcultivos

Las cuarenta unidades experimentales, previanmdetdificadas con el nUmero de tratamiento y
repeticion fueron trasladadas a un anaquel detadarcrecimiento y se distribuyeron sobre éstaaderdo
a la indicado en la Figura 5. Las condicionesrarilbacion que se proporcionaron fueron de luz blanc
proveniente de lamparas de nedn con una intensldati000 a 3000 lux aproximadamente, temperatura

media de 20°C y fotoperiodo de 16 horas luz.

e. Licuado de los protalos

Los helechos son inusuales, pueden ser regesedadejidos macerados (5), en este ensayo a los 9!
dias después de la siembra de los soros se pragddiger un licuado de los protalos formados cara ag
esterilizada con el objetivo de que haya una mé&aindacion de los anteridios con los arquegoniasiy

obtener la mayor cantidad posible de esporofitos

Luego de la operacion anterior se procedié a dispe! licuado obtenido nuevamente en los frascos
con los medios de cultivo hasta obtener los esftosofovenes segun corresponda a cada tratamiento )

repeticion como se ilustra en la Figura 5.

Todo el proceso de manejo del experimento desd®talacion de los cuatro soros en las unidades
experimentales (medios de cultivo) hasta la forgradile esporofitos jovenes para la medicion de las

variables de respuesta se esquematiza en la Figura
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;Vé ;

Inoculacién de Formacion de  Licuado de protalos para mayorProtalos licuados de Esporofitos jovenes

soros en unidad gametofitos fecundacién de arquegonios por nuevo al medio de formados a partir de

experimental maduros (protalos) anteridios cultivo esporas

90 dias 210 dias
Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 4 Paso 6
Figura 7. Secuencia desde la inoculacién de soroadta la obtencion de esporofitos jévenes de
calahuala.

F. Toma y registro de datos

Los datos que se registraron del experimento quorelen a cada una de las dos variables de

respuesta planteadas en el inciso D (Cuadro 2).

Cuadro 2. Formato para registrar el niumero de espafitos jovenes y altura promedio (cm) por

unidad experimental.

REPETICIONES

TRATAMIENTOS | Rr1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10
NE | Alt NE | Alt NE [ Alt NE [ Alt NE [ Alt NE [ Alt NE [ Alt NE [ Alt NE | Alt NE [ Alt

T1 (MS 100 %)

T2 (MS 75 %)

T3 (MS 50 %)

T4 (MS 25 %)

Referencias: NE = numero de esporofitos jévenes por unidad experimental; Alt = altura promedio de esporofitos jévenes por

unidad experimental.

G. Andlisis de la informacion

Para el presente ensayo se realizé un andlisisadangza para el modelo de una distribucién
completamente al azar con cuatro tratamientos % r@igeticiones, también los datos de las dos Jasgate
respuesta se sometieron a un analisis de normalid&djo resultando significativos los ANDEVAS ds la
variables de respuesta se procedi6 a realizaukbprmultiple de medias de Tukey con una signiicadel

5 % a fin de establecer que medio de cultivo @sés apropiado para cada variable en cuestion.
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6.5.2 PROPAGACION DE CALAHUALA POR MEDIO DE APICES DE BRO TE
A. Tratamientos

Para la propagacion de calahuala por medio de fleebrote se emple6é el medio de cultivo
Murashige (1974) (23) mas dos reguladores del mieoto en 7 combinaciones distintas de auxina y
citocinina (acido naftalenacetico “ANA” y Bencilanupurina “BAP” respectivamente). Cada una de las

combinaciones de ANA y BAP agregadas al medio Mgasse constituyd en un tratamiento (Cuadro 3).

Cuadro 3.  Tratamientos para la propagacion de calaliala por medio de apices de brote
DESCRIPCION DEL TRATAMIENTO
TRATAMIENTO REGULADORES DEL CRECIMIENTO
MEDIO DE CULTIVO AUXINA (ANA) CITOCININA (BAP)

1 Murashige 0.00 0.00

2 Murashige 0.01 0.05

3 Murashige 0.01 0.50

4 Murashige 0.01 1.00

5 Murashige 0.50 0.05

6 Murashige 0.50 0.50

7 Murashige 0.50 1.00

Una descripcion de los componentes del medio devaWurashige (1974) se presenta en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Dosis de cada componente del medio detowd Murashige (1974).
COMPONENTES MACRONUTRIENTES Murashige, et al. (1972)b (en mg/l)
KNO3 1900
NH;NO3 1650
CaCly*2H,0 440
MgSO4e7H.0 370
KH,PO4 170
NaH2PO4eH0 170
COMPONENTES MICRONUTRIENTES Murashige & Skoog (19 62) (en ug/l)
MnSO4e4H,0 22300
ZnS0O4+7H20 8600
H3BO3 6200
Kl 830
CuS045H20 25
Na2MoO4+2H20 250
CoCI2 *6H20 25
COMPONENTES SOLUCION DE HIERRO (en ug/l)
FeSO4e7H20 27850
Na2EDTA*2H20 37250
COMPONENTES SOLUCION DE VITAMINAS Murashige & Skoog  (1962) (ug/l)
INOSITOL 100
TIAMINA ¢HCL 100
ACIDO NICOTINICO 500
PYRIDOXINAeHCL 500
COMPONENTES AMINOACIDOS Y COMPOSICION DE AMIDAS Skoog (1944) (_pg/l)
GLICINA 2.0
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B. Unidad experimental
La unidad experimental para la propagacion de calahpor medio de apices de brote fue un frasco

de 125 ml de capacidad con 25 ml de medio de outidos apices de brote (Figura 8).

Figura 8. Unidad experimental para la propagacion € calahuala por medio de apices de brote.

C. Disefio experimental y distribucion de las unidadesxperimentales
Siendo las condiciones de incubacion homogéneagjliz® el disefio experimental completamente
al azar con siete tratamientos y 10 repeticion@sufridades experimentales) que corresponde al model

estadistico que se presenta a continuacion:

Yij= pu+ Ti+ Bj + Ejj

Donde:

Yij = Variable respuesta de la ij-esima unidad expemiad.

M = Efecto de la media general.

Ti = Efecto del i-esimo nivel de concentracion de MS.

Bj = Efecto del i-esima repeticion.

Eijj = Error experimental asociado a la ij-esima unieggerimental.

La distribucion de las unidades experimentaleeleouarto de crecimiento del laboratorio queddé
como se esquematiza en la Figura 9.
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o o

Figura 9. Distribucién de las unidades experimentais para la propagacion de calahuala por medio

de apices de brote.

D. Variables de respuesta
NuUmero de esporofitos jovenes por unidad experiemtal.

b. Altura promedio (cm) de esporofito joven.

E. Manejo del experimento
Para realizar la propagacion de calahuala a phetapices de brote se procedié en forma secuencia
asi: preparacion de los medios de cultivo y llendeltos frascos, obtencion y desinfeccion de apledsrote

en la camara de flujo laminar, e inoculacion e lre@ion de los 4pices de brote.

a. Preparacion de los medios de cultivo y llenadaedos frascos

El medio de cultivo Murashige (1974) se prepartnando las cantidades alicuotas de cada
componente indicadas en el Cuadro 5, y colocandi@aso de un beakers con 1000 mL de agua destlada
cual se coloco sobre una agitadora mecéanica paeaebuna mezcla uniforme. Luego de haber mezcladc
todos los componentes del medio de cultivo se plidaagregar un suplemento de sacarosa (30 yng/t)
de agar como agente solidificante. Luego se agnemila 10 frascos la dosis de ANA y BAP que seandi
en el Cuadro 4 de descripcion de los tratamienfosde obtener los 7 tratamientos con 10 repetiesocada

uno.
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b. Obtencion y desinfestacion de &pices de brote

Los apices de brote se colectaron entre 7:00 @ &:M. de las plantas de calahuala ubicadas en e
umbraculo. Se extrajeron los rizomas que tenianagor cantidad de 4pices de brote y se tratarorunan
solucién antifiingica de 300 ml compuesta por: @.8egcuprimicin, 0.45 gr de mancozeb, 1.2 gr de acido
citrico, 0.6 gr de acido ascorbico y 0.9 ml deatgtiina.

Para evitar la oxidacién que se produce despuéz4deoras de cortados los apices de brote se
procedio a trabajarlos inmediatamente (siete hdeapués 3:00 p.m.). Al laboratorio de cultivoteiedos
de la FAUSAC se trasladaron los rizomas con apledsrote y en la camara de flujo laminar se leg
exceso de la solucion antifungica por medio deanado durante 5 minutos con hipoclorito de sodd dbr

ciento, luego se lavo tres veces con agua destistéail para eliminar el exceso de hipocloritsddio.

Dentro de la camara de flujo laminar se disectdosrexplantes de &pices de brote, para lo cual se
emplearon pinzas y bisturi obteniendo un total4@dpices de brote de 5 ml de ancho por 5 ml de lque
se colocaron inicialmente en cajas de petri; seovéaron las vellosidades que contenian por mediarde
bisturi (Figura 10).

Figura 10.  Diseccion de explantes de apice de brate calahuala en la camara de flujo laminar.
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C. Siembra de los apices en los frascos
Una vez todos los apices de brote estaban libresltisidades se procedié a inocularlos en cada unc

de los 70 frascos, colocando dos apices de brotiEgsTo.

d. Incubacion de los medios de cultivo
Las condiciones de incubacion de los medios dévoutbn los apices de brote fueron las mismas que

se indican para la incubacién de soros.

F. Registro de datos y andlisis de la informacion
Como no se obtuvo respuesta a la propagaoi@iiro de calahuala en el medio de cultivo Murashige

(1974) no hubo datos que registrar ni analizadéstiaamente.

6.5.3 PROPAGACION DE CALAHUALA POR MEDIO DE PRIMORDIOS FO LIARES
A. Tratamientos

Para la propagaciéon de calahuala por medio de piiowfoliares se emple6 el medio de cultivo de
Wetmore 1954 (31) mas dos reguladores del crectmiem 7 combinaciones distintas de auxina y citnain
(acido naftalenacetico “ANA” y Bencilaminopurina APB” respectivamente). Cada una de las
combinaciones de ANA y BAP agregadas al medio Wegnse constituyé en un tratamiento tal como se

indica en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Tratamientos para la propagacion de calalala por medio de primordios foliares

DESCRIPCION DEL TRATAMIENTO
TRATAMIENTO REGULADORES DEL CRECIMIENTO
MEDIO DE CULTIVO AUXINA (ANA) CITOCININA (BAP)
1 Wetmore 0.00 0.00
2 Wetmore 0.01 0.05
3 Wetmore 0.01 0.50
4 Wetmore 0.01 1.00
5 Wetmore 0.50 0.05
6 Wetmore 0.50 0.50
7 Wetmore 0.50 1.00

Una descripcion mas amplia de los componentess ycdmcentraciones que incluye el medio de

cultivo Wetmore se presenta en el Cuadro 6.
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Cuadro 6.  Dosis de cada componente del medio de towd Wetmore 1954 (31).

COMPONENTES COMPOSICION DE MACRONUTRIENTES 0.5 X MEDIO Knudson (1922, 1943) B (en mg/l)
KNO3 250
Ca(NOg3),24H20 1000
MgSO4e7H,0 250
KH,PO,4 250
B. Unidad experimental

La unidad experimental para la propagacion de aalahpor medio de primordios foliares fue un
frasco de 125 ml de capacidad con 25 ml de medicullro y un explante de primordio foliar tal corse

muestra en la Figura 11.

Figura 11. Unidad experimental para la propagacionde calahuala por medio de primordios

foliares.
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C. Disefio experimental y distribucién de las unidadesxperimentales
Siendo las condiciones de incubaciéon homogéneastlz® el disefio experimental completamente
al azar con siete tratamientos y 10 repeticion@sufridades experimentales) que corresponde al model

estadistico que se presenta a continuacion:

Yij = p + Ti + Bj + Eij

Donde

Yij = Variable respuesta de la ij-esima unidad expemiad.

M = Efecto de la media general.

Ti = Efecto del i-esimo nivel de concentracion de MS.

Bj = Efecto del i-esima repeticion.

Eijj = Error experimental asociado a la ij-esima unieggerimental.

La distribucion de las unidades experimentales lecuarto de crecimiento del laboratorio quedd

como se esquematiza en la Figura 12.

@ @ @ @ ‘oom @ @

Figura 12.  Distribucién de las unidades experimentas para la propagacion de calahuala por medio

de primordios foliares.
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D. Variables de respuesta
NUmero de esporofitos jovenes por unidad experiemtal.

b. Altura promedio (cm) de esporofito joven.

E. Manejo del experimento
Para realizar la propagacién de calahuala a pdetiprimordios foliares se siguidé la siguiente

metodologia:

a. Preparacion de los medios de cultivo y llenadaedos frascos

El medio de cultivo Wetmore (1954) se preparo totiaelas cantidades alicuotas de cada components
indicadas en el Cuadro 9, y colocandolas dentrardéeakers con 1000 mL de agua destilada el cual s¢
colocé sobre una agitadora mecanica para obtememercla uniforme. Luego de haber mezclado tomos |
componentes del medio de cultivo se procedio agagrein suplemento de sacarosa (20 mg/L) y 1 gyde a

como agente solidificante.

Luego se agregd a cada 10 frascos la dosis de pNBAP que se indica en el Cuadro 8 de
descripcién de los tratamientos a fin de obtenei7ltratamientos con 10 repeticiones cada uno.

b. Obtencion y desinfeccion de los primordios fares de las plantas donantes

Los primordios foliares se colectaron entre 7:08:90 a.m. de las plantas donantes de calahuale
ubicadas en el umbraculo. Se extrajeron los rizoqas presentaron la mayor cantidad de primordios
foliares y se trataron con una solucion antifGngiompuesta por: 0.10 % de funbac, 0.15 % de benomyl

0.40 % de acido nitrico y 0.20 % de acido ascérbico

Para evitar la oxidacién que se produce despuégddeoras de cortados los apices de brote se
trabajaron inmediatamente (siete horas después [8r@Q. Al laboratorio de cultivo de tejidos de |
FAUSAC se trasladaron los rizomas con los primamdoliares y en la camara de flujo laminar seqla$d
el exceso de la solucién antifingica por medio miéanado durante 5 minutos con hipoclorito de sadid
por ciento, luego se lavaran tres veces con agstiaita estéril para eliminar el exceso de hipdtciate

sodio.
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Dentro de la camara de flujo laminar se disectiysmxplantes de primordios foliares, para lo ceal
emplearon pinzas y bisturi obteniendo un total @efimordios foliares de 5 mm de ancho por 6 mm de

largo y se colocaron inicialmente en cajas de petri

C. Siembra de los primordios foliares en los frasso
Una vez todos los primordios foliares estaban dilale vellosidades se procedié a inocularlos en cade

uno de los 70 frascos.

d. Incubacién de los medios de cultivo
Las condiciones de incubacion de los medios dévoutbn los primordios foliares fueron las mismas

gue se indican para la incubacion de apices de.brot

F. Toma y registro de datos
Como no se obtuvo respuesta a la propagani®itro de calahuala en el medio de cultivo Wetmore

no hubo datos que registrar ni analizar estadistcde
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 PROPAGACION DE CALAHUALA POR MEDIO DE ESPORAS

Se obtuvo respuesta positiva a la propagaiciditro de calahuala por medio de esporas en cada un:
de las cuatro concentraciones del medio de cuMiutashige y Skoog (1962) (100, 75, 50 y 25 por tciate
sales). La germinacion de las esporas se inidi@ éos 16 a 25 dias después de la siembra, mdstnam
protalo verde oscuro tal como se muestra en lar&i$j3; a los 90 dias después de la siembra segesli
licuado de protalos, los cuales para esta fechartda apariencia que se muestra en la Figura log 420
dias después del licuado de los protalos se prbeeldi toma de datos de las variables de respugstaero
de esporofitos por unidad experimental y alturan@dio de esporofitos en centimetros. La duracitai tel
experimento para obtener esporofitos jovenes dehugala por medio de esporas fue de siete meseatira pa

de la siembra, lo cual equivale a 210 dias.

16 a 25 dias después ¢
la siembra

Soros con esporas al momento de la siembra Esporas en proceso de germinacion

Figura 13.  Esporas de calahual@hlebodium psedoaureum (Cav.) Lellinger germinadas entre los 16

a 25 dias después de la siembra.

Como se observa en la Figura 13, los soros liberéas esporas y éstas iniciaron el proceso de

germinacién para formar el protalo.
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MS al 25 %

MS al 75 %

MS al 50 %

MS al 100 %

Figura 14. Masa de protalos a los 90 dias después ld siembra de las esporas y previo al licuado de

los mismos.

En la figura de arriba se puede apreciar que pravicuado de los protalos a los 90 dias desgaés
la siembra de los soros, la masa de protalo fueney el medio de cultivo Murashige y Skoog (19620
%, luego se encuentran con similar masa de pretatedio de cultivo Murashige y Skoog (1962) alyZib
% y la menor masa de protalo se presenté en elonulicultivo Murashige y Skoog (1962) al 100 por
ciento; en tal sentido seria de esperarse durarieuado de los mismos mayor posibilidad de unitan
anteridios (productor de esperma) para fecundaargsegonios (6vulos) y por lo tanto mayor cantidad

esporofitos jovenes de acuerdo a la cantidad da prasolar formada.

7.1.1 NUMERO DE ESPOROFITOS POR UNIDAD EXPERIMENTAL

Los valores correspondientes a las 40 observacideésnimero de esporofitos presentan una
distribucién normal con una W Normal de 0.949 y BnaW de 0.103, la cual es mayor a 0.05 (Anexd&m).
el Cuadro 7, se presenta el resumen del analisisadanza para la variable de respuesta nimero de

esporofitos jovenes por unidad experimental a Idsdlas después de la siembra de los soros.
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Resumen del ANDEVA para el numero de espafitos por unidad experimental.
F.V. G.L. S.C. C.M. Fc Ftos Signi
Tratamiento 3 172670.675 | 57556.9| 149.6701194| 2.87 *
Error 36 13844.100 | 384.558
Total 39 186514.775
C.V. %= 13.18995052|

Del Cuadro 7, se aprecia que la F calculada (¥3®6 mayor que la F tabulada (2.87), por lo tanto

existe significancia al cinco por ciento entre iegamientos, es decir que al menos un tratamiergsenta

un cantidad de esporofitos por unidad experimafitatente al de los demas. Para establecer coables

tratamientos presentaron el mayor nimero de esmsqifor unidad experimental se procedio a realaar

prueba multiple de medias de Tukey al cinco pontoiale significancia cuyo resumen se presenta en le

Figura 15.

250+

200

150+

100+

50

# esporofitos/unidad experimental

0

MS 50 %

MS 25 %

MS 75 %

MS

100 %

B Numero de esporofitos

234.7

160

150

50

Concentracion del medio de cultivo Murashige y Skoo
Wp = 23.619 esporofitos

9

Figura 15.

Resumen de la prueba de medias de Tuk@ara el nimero de esporofitos por unidad

experimental.

Estadisticamente y con una confianza del 95% eredlo de cultivo Murashige y Skoog (1962) al 50

% de concentracion se obtuvo el mayor nimero derefitos (234.7 esporofitos) por unidad experimgnta
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el segundo lugar se obtuvo en el mismo medio diévouh concentraciones del 25y 75 % con 160 y 150
esporofitos por unidad experimental respectivameasitemplear el medio de cultivo Murashige y Skoog

(1962) al 100 % de concentracion se obtuvo la naa tantidad de esporofitos de calahuala por unidad
experimental siendo ésta de 50.

Al aumentar la concentracién del medio de cultivar prriba del 50 por ciento, el nimero de
esporofitos por unidad experimental se disminugéneducir la concentracion del medio de cultivmenos
del 50 por ciento también el nUmero de esporofitisunidad experimental disminuye como se muestra e
la Figura 16. En otras palabras la concentraciéalidel medio de cultivo Murashige y Skoog (1962ada
propagacionn vitro de calahuala es aquella que tiene la mitad deamacenicronutrientes, asi como los
demas componentes del medio de cultivo; en otréeches comaPolypodium aureum Pteris cretica y
Thelypteris dentata los medios de cultivo para la propagacion de espoon concentraciones reducidas a la
mitad de macro y micronutrientes también han pteslenbuenos resultados en comparacién con los sedio

con concentraciones altas y muy bajas de macrasomitrientes (10, 20, 25).

Puesto que a concentraciones altas y bajas deb medultivo Murashige y Skoog (1962) el nimero
de esporofitos jovenes disminuye, sugiere que par@ér una relacion cuadratica entre la conceidrade
sales del medio de cultivo y el nUmero de espasfipor lo que se realizé dicho analisis de regresiendo
la variable dependiente el niumero de esporofitelEuvo significancia para el modelo de regreginob
> F = 0.0001) con una F calculada de 123.92 y 8dag de libertad del error (Anexo 1).

El modelo matematico que explica la relacion,casio la distribucion de los datos se presenta en la

Figura 16.



47

300 y=-0 0699x22 +7.0762x + 33.975
R*=0.8701

250 | $
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S 200 -
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0 25 50 75 100 125
Concentracion Murashige y Skoog

Figura 16. Resumen del analisis de regresion: comteacion del medio de cultivo Murashige y
Skoog (1962) sobre el nimero de esporofitos por aiaid experimental.

El modelo matematico traducido a las variable$izadas queda como:
NE = -0.0699 ([MS])2 + 7.0762 ([MS]) + 33.975

Donde:
NE = Numero de esporofitos por unidad experimental
[MS] = Concentracion del medio de cultivo en potege.

Explicar un modelo cuadratico es mas dificil qupliear un modelo lineal, puesto que en éste ultimo
se tiene una sola pendiente que indica el increanemtY por cada unidad o multiplo de unidades que s
adicione en X; en tal sentido se le asignaran gal@ modelo idealizado cuadratico para explicar el

incremento a través de un anico valor como en udetadineal (Cuadro 8).
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Cuadro 8.  Incremento o pendiente del modelo cuadréo de regresion: concentracion del medio de
cultivo Murashige y Skoog (1962) versus el nUmeraedesporofitos.

Incremento | Incremento
[MS] NE = -0.0699 ([MS])2 + 7.0762 (JMS]) + 33.97p Relativo Neto
0 33.975
25 167.1925 133.2175
50 213.035 45.8425 -87.375
75 171.5025 -41.5325 -87.375
100 42.595 -128.9075 -87.375

En la segunda columna del Cuadro 8, se presemiagnetro de esporofitos que se obtendrian bajo el
modelo idealizado cuadrético para cada una deulsacconcentraciones del medio de cultivo Muraslyig
Skoog (1962); la tercera columna muestra el incréoddecremento que se da en el numero de esparofito
entre cada concentracion del medio de cultivogukarta columna muestra el incremento neto que tseneb

de restar los incrementos relativos.

Como se aprecia en el Cuadro 8, por cada 25 potacgue se incremente la concentracion del medio
de cultivo Murashige y Skoog (1962), se tendra weduccion neta de 87.375 esporofitos por unidad
experimental; de la misma forma por cada unidagderdual en que se incremente la concentracion del
medio de cultivo Murashige y Skoog (1962), el nlonge esporofitos se reducird en 3.495 esporofibos p

unidad experimental.

7.1.2 ALTURA PROMEDIO DE ESPOROFITOS
Los datos de las alturas promedio de los esposofi® calahuala en centimetros presentan une
distribucion normal puesto que el W normal = 0.864 una Pr<W = 0.329, la cual es mayor a 0.05 (Anex

1). El resumen del analisis de varianza se prasanel Cuadro 9.

Cuadro 9. Resumen del ANDEVA para la altura promedd de esporofitos.

F.V. G.L. S.C. C.M. Fc Ftos Signi
Tratamiento 3 2.7911075 | 0.93037] 134.2577865| 2.87 *
Error 36 0.249 0.00693
Total 39 3.041
|C.V. % = 4.909034535|

Para la variable de respuesta altura promedisperefitos, el resumen del ANDEVA indica que al

menos uno de los cuatro tratamientos presentaltura de esporofito distinta a los demas puestolgue
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calculada (134.25) es mayor que la F de tabla J2e8iital sentido se realiz6 la prueba multipleralias de

Tukey cuyo resumen se presenta en la Figura 17.

2.500+
S 2.000
=
o
o
Q
7
@  1.500-
(o)
©
Q
8 1.000
e
o
o
©
E 0.500
<

0.000

MS 100% MS 75 % MS 25 % MS 50 %
B Peso 2.086 1.691 1.665 1.341
Concentracion del medio de cultivo Murashige y Skoo g
Wp = 0.1003 centimetros

Figura17. Resumen de la prueba de medias de Tuk@ara la altura promedio de esporofitos en

centimetros.

Como se aprecia en la Figura 17, la mayor alteragporofitos jovenes de calahuala se obtuvo en e
medio de cultivo Murashige y Skoog (1962) al 100d# concentracion (2.086 centimetros), siendo
estadisticamente distinta a las otras alturas masren el mismo medio de cultivo pero reducidasen
concentracion. El segundo lugar en altura de efipmjoven se obtuvo en el medio de cultivo Muiigshy
Skoog (1962) al 75y 25 % de concentracion con11y69.665 centimetros respectivamente; el Gltingatu
se obtuvo en el medio de cultivo Murashige y Sk@@62) reducido al 50 % con esporofitos de 1.341

centimetros de altura.

Al contrastar la altura de los esporofitos en cedlacentracion del medio de cultivo Murashige y
Skoog (1962) (Figura 17) con el numero de espa®fitor unidad experimental (Figura 15), se aprge&a

la altura presenta una relacién inversa, es deeiragmayor cantidad de esporofitos por unidad éxeetal
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menor altura presentan, lo cual se debe a la cemgiatentre ellos por nutrientes en el medio davoyl

oxigeno, luz y espacio en general.

Para corroborar lo expresado en el parrafo amteei@orrié un analisis de regresion donde la kbia
dependiente fue la altura promedio de los espomofjtla variable independiente el nUmero de esjtosof
por unidad experimental, considerando en el asdbsi datos de cada una de las 10 repeticionegcas40
parejas de datos “X” y “Y”. En el andlisis de vawda se obtuvo significancia para el modelo de sigme
(Prob > F =0.0001) con una F calculada de 1,997//137 grados de libertad del error (Anexo 1).

El modelo matematico que explica la relacion,casio la distribucion de los datos se presenta en la

Figura 18.

230 y = -0.004x + 2.2904
2.201 R®=0.9813
2.10 A 4
2.00 A
*8 1.90 * ¢
S 1s0 ..
St
Q. 1.70 (&
0 o
D 160 $ Py 3
3 150
© 140 A4
2 130 o=~2
< 1.20 ‘.9\'
1.10 1
100 T T T T T
0 50 100 150 200 250 300
NUmero de esporofitos por unidad experimental

Figura 18. Resumen del analisis de regresion: Numerde esporofitos jovenes de calahuala por

unidad experimental versus altura de esporofitos eoentimetros.

El modelo matematico traducido a las variable$izaas queda como:
AE =-0.004 (NE) + 2.2904

Donde:

AE = Altura de esporofitos jovenes de calahualaetimetros.

(NE) = Numero de esporofitos jovenes de calahpatainidad experimental.
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El modelo de regresion indica que por cada esporfmiven de calahuala adicional presente en la
unidad experimental, la altura del conjunto de esftos se reducird en 0.004 centimetros, 10 quévede a
decir que por cada 50 esporofitos jévenes adiodsnah la unidad experimental, la altura del cooju®
esporofitos se reducira en 0.2 centimetros o seidietros, lo cual no se debe a la reduccion pured de
la concentracion del medio de cultivo sino a laticad de esporofitos por la competencia entres gitor

nutrientes, luz y espacio como se indicé anteriotme

Considerando el analisis de regresion que presamdarelacion inversa entre la altura de los
esporofitos y el numero de esporofitos por unidadesgmental, es recomendable que al momento de
propagar comercialmente la calahuala a partir dessse hagan subcultivos de acuerdo a la cantidad d

protalo presente después del licuado.

En la Figura 20, se presentan distintas vistasslesporofitos jovenes de calahuala micropropagada

a partir de soros en el medio de cultivo Muraskigkoog (1962).

7.1.3 REPRODUCCION NATURAL VERSUS REPRODUCCIONIN VITRO

En condiciones naturales, como en el caso dediadla Ciénaga, San José Pinula, Guatemala, st
observo en el bosque, creciendo plantas adultdasdriales normalmente los esporofitos jovenesgmian
de rizomas rastreros incrustados en troncos de ppoesentando menos del uno por ciento de ladgsia
adultas. Considerando que a niuglvitro de 4 soros (conjunto de esporangios que eoet esporas) se
obtuvo 237 esporofitos jovenes en promedio, deolmfsonde en el campo que contiene en promedi® 100
soros, se estarian micropropagando 59,250 esp¢divenes; sin embargo, en el campo se evidercind

total de 67 frondes Unicamente 4 esporofitos josgmevenientes de esporas (Figura 19).

Figura 19.  Esporofitos jovenes propagados naturalnmee a partir de esporas en aldea La Ciénaga,

San José Pinula, Guatemala, 2004.



Figura 20.  Esporofitos jovenes de calahuala obternd a partir de esporas en el medio de cultivo
Murashige y Skoog (1962).

En la Figura 20, en (a) se muestran los esposofitentro de los frascos de 125 mililitros de
capacidad, en (c) cuando se extrajeron de losdsagcse disectaron para su conteo y en (b) se esta
midiendo cada uno de los esporofitos jévenes dehoala.
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7.2 PROPAGACION DE CALAHUALA POR MEDIO DE APICES DE BRO TE Y PRIMORDIOS
FOLIARES
Al propagaiin vitro apices de brote de calahuala en el medio de olMivwrashige sin la auxina ANA
y la citoquinina BAP y combinaciones de 0.1 y 0&5ANA con 0.05, 0.50 y 1.00 de BAP, asi como al
propagarin vitro primordios foliares de calahuala en el medio déevouWetmore sin la auxina ANA y la
citoquinina BAP y combinaciones de 0.1 y 0.5 de Abizn 0.05, 0.50 y 1.00 de BAP, no se obtuvo en
ninguna de las repeticiones respuesta positivamaideopropagacion, porque los dos tipos de exptasée
oxidaron antes de formar callo, a pesar de queseaplicoO acido citrico y acido ascoérbico paraagvi
oxidacién, asi como también se protegieron losaampk contra bacterias por medio de antibidticosngra

los hongos por medio de fungicidas.

Es muy probable que los medios de cultivo para ¢gub de explante no sean los apropiados o que
haya que emplear otras concentraciones de regekdt® crecimiento para la diferenciacién celular y

formacion de callo.

Sin embargo, considerando a la calahuala coma@iesaenicropropagar, se obtuvo respuesta positiva
por medio de esporas, por lo cual no es necesagairsinvestigando en otros medios de cultivo para
propagarla por medio de apices de brote y primerdidiares, ya que este recurso se emplea en otro:
helechos cuando las esporas no son viables oaglhtekn si no produce estructuras sexuales degacipa

tal como lo indica Hoshizaki (13).
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8. CONCLUSIONES

De los tres explantes utilizados para la prapigin vitro de calahual@hlebodium psedoaureum
(Cav.) Lellinger, unicamente fue posible micropropagarla a travésesporas en el medio de cultivo
Murashige y Skoog (1962). No se pudo propagar\g&ésrae apices de brote en el medio de cultivo

Murashige (1974), como tampoco a traveés de prirosrftiliares en el medio de cultivo Wetmore.

Al micropropagar la calahuala por medio de espcse obtiene el mayor nimero de esporofitos por
unidad experimental en el medio de cultivo MurashigSkoog (1962) con concentraciones de sales
reducidas al 50 por ciento con 234.7 esporofitog&enés por unidad experimental y una altura

promedio por esporofito de 1.341 centimetros.

Cuando en el frasco de 125 ml de capacidadrnadad de esporofitos es alta (237) la alturaode |
esporofitos se reduce por la competencia de esiodug, espacio y nutrientes, por lo que es
conveniente que en cada frasco se tengan no més elgporofitos jévenes para lo cual es necesario

hacer subcultivos.
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9. RECOMENDACIONES

Para la propagaciéon masiva vitro de calahuala se recomienda emplear el medio dévaul
Murashige y Skoog (1962) al 50 % de su concentragi@inal, ya que en este medio se obtienen a
los 210 dias después de la siembra, 234.7 espw¢ditenes por unidad experimental con una altura

de 1.341 centimetros.

Se recomienda que en cada frasco de 125 ml deidagaw se tengan mas de 75 esporofitos jovenes

debido a que se limita su desarrollo por compegetieiespacio, luz y nutrientes.
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11. ANEXOS

ANEXO 1: DATOS DE LABORATORIO PARA LA ENTRADA DE SAS Y SAL IDA DE SAS CON
LOS ANALISIS ESTADISTICOS



REPETICIONES

TRATAMIENTOS [ R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 RS RO R10
NE | Alt NE | Alt NE | Alt NE | Alt NE | Alt NE | Alt NE | Alt NE | Alt NE | Alt NE | Alt
T1(MS100%) |40 | 2.1445 | 2.1060 | 2.0555 | 2.0058 | 2.1040 | 2.1752 [ 2.11]65 | 1.9945 | 2.11/40 [ 2.13
T2(MS75%) |120[1.80[150]1.70]140]1.72[145[1.68[ 175|1.65| 112]1.87[174[ 1.55 168] 1.63] 171 1.66] 145[1.65
T3(MS50 %) | 205[1.40[217|1.41]248]1.35(233[1.30[ 267 1.24] 254] 1.28] 220[ 1.38 237| 1.36| 210| 1.48] 256[ 1.21
T4(MS25%) | 150[1.71/167/1.63[175]1.57[100[1.89] 160| 1.69| 178 1.62| 166|1.58{ 170[ 1.65/ 169| 1.64| 165|1.67

Referencias: NE = nimero de esporofitos jévenes por unidad experimental; Alt = altura promedio de esporofitos jovenes por unidad experimental.

59



