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Resumen

El objetivo de este trabajo es realizar una revision bibliografica actualizada que permitiera analizar
los inconvenientes y las soluciones que se presentan durante las fases de crecimiento y desarrollo de
las vitroplantas en invernadero y vivero. Se constatdo que durante la fase “in vitro”, las plantas se
desarrollan bajo condiciones controladas, hay restriccion del flujo gaseoso, alto contenido de
humedad en el aire, la intensidad de luz es menor, y se recurre a la utilizacion de los azlcares como
fuente de carbono y energia. El trasplante de las vitroplantas y el establecimiento completo en
invernadero puede ser complejo para algunas especies, pues en las plantas “in vitro” se producen
anomalias fisiologicas, estructurales y anatomicas, tales como la ausencia de cuticula cerosa,
estomas no funcionales, falsas raices, la ineficiencia de la fotosintesis y el mal funcionamiento del
transporte hidrico; estas anomalias son acentuadas como resultado de las tasas de evapotranspiracion

elevadas, ya que pasan de una condicién semi o heterotrofa a una autétrofa. La recopilacion
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Factores bioticos y abioticos que influyen en la aclimatacion de las vitroplantas en invernadero

sintetizada de investigaciones realizadas sobre factores bioticos y abidticos que influyen en la
aclimatacion de las vitroplantas en invernadero, que se han plasmado en este trabajo nos ha
permitido ampliar el conocimiento, llevar a la practica y obtener mejores resultados en la
propagacion de plantas a través de la técnica in vitro, fundamentalmente en la fase de aclimatacion,
comprendiendo que esta concluye con un analisis anatomico y fisioldgico de las plantas obtenidas
en laboratorio antes de llegar a campo.

Palabras clave: cultivo” in vitro”, aclimatacion, heter6trofa, autétrofa.

Abstract

The aim of this paper is to review the literature to date it possible to analyze the problems and
solutions presented during the phases of growth and development in the greenhouse and nursery. It
was found that during the "in vitro™ plants grow under controlled conditions, no restriction of gas
flow high moisture content in the air, the light intensity is less, and resorts to the use of sugars as
carbon and energy source. Transplanting the plantlets and complete establishment in greenhouses
can be complex for some species, as in plants "in vitro™ physiological, structural and anatomical,
such as the absence of waxy cuticle, nonfunctional stomata, false roots anomalies occur, inefficiency
of photosynthesis and malfunction of water transport; these abnormalities are accentuated as a result
of high evapotranspiration rates because they spend a semi condition or heterotrophic to autotrophic.
The synthesized compilation of research on biotic and abiotic factors influencing acclimatization in
the greenhouse, which are reflected in this work has allowed us to expand knowledge, implement
and achieve better results in the spread of plants through the technique in vitro, mainly in the
acclimatization phase, understanding that this concludes with an anatomical and physiological
analysis of plants obtained in the laboratory before reaching field.

Key words: cultivation "in vitro", acclimatization, heterotrophic, autotrophic.

Resumo

O objetivo deste artigo é revisar a literatura até a data possivel analisar os problemas e as soluc¢des
apresentadas durante as fases de crescimento e desenvolvimento na estufa e viveiro. Verificou-se
que, durante os "in vitro™ plantas crescem sob condic¢Ges controladas, sem restricdo do fluxo de gas
com elevado teor de humidade no ar, a intensidade da luz € menor, e recorre-se a utilizacdo de
acucares como fonte de carbono e energia. O transplante das mudas e estabelecimento completo em

estufas pode ser complexa para algumas espécies, como em plantas "in vitro" fisioldgico, estrutural
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e anatémico, tais como a auséncia de cuticula de cera, estbmatos ndo-funcionais, anomalias falsas
raizes ocorrer, ineficiéncia da fotossintese e mau funcionamento do transporte de agua; essas
anormalidades sdo acentuadas, como resultado de taxas de evapotranspiracdo elevada, porque eles
gastam uma condi¢do semi ou heterotréfica para autotréfica. A compilacdo sintetizado de pesquisa
sobre fatores bidticos e abidticos que influenciam a aclimatacdo em casa de vegetagdo, que se
reflectem neste trabalho nos permitiu ampliar o conhecimento, implementar e alcancar melhores
resultados na propagacdo de plantas através da técnica in vitro, principalmente na fase de
aclimatagdo, entendendo que esta conclui com uma andlise anatdbmica e fisiologica das plantas
obtidas em laboratorio antes de campo chegando.

Palavras chave: cultivo "in vitro", aclimatacéo, heterotréficos, autotrophic

Introduccion

El empleo de la Biotecnologia Vegetal y en particular el cultivo “in vitro” ha demostrado ser una
herramienta poderosa para la reproduccion de plantas, siendo una via muy competitiva con relacion
a los procedimientos tradicionales de propagacion vegetativa.

La micropropagacion es basicamente una técnica de clonacion por lo que es posible producir
poblaciones uniformes de plantas; a la vez el ambiente controlado del laboratorio en el cual se
realiza el proceso, que contribuye a una mayor uniformidad de las plantas que se obtienen.

En la segunda mitad de la década de los ‘90, varias zonas azucareras de paises como Cuba, EE UU,
Brasil y Colombia, entre otros, comienzan a implementar a escala comercial el uso de las técnicas de
cultivo de meristemos y micropropagacion, en algunos casos involucrando organismos de la ciencia
y técnica y en otros, con la participacién del sector privado, (Chavanne, et al., 2008).

La biotecnologia puede contribuir al aumento y mejoramiento de la produccion de frutales; esta
tecnologia permite obtener material de elevada productividad. Ademas, el cultivo de tejidos ha dado
un gran aporte a la agricultura y constituye una via fundamental en la actividad cientifico-
tecnoldgica, por lo que el empleo de las técnicas de propagacion in vitro en frutales resulta una via
valiosa para la multiplicacion, el rescate y la conservacién de estas especies.

El uso de técnicas biotecnoldgicas ofrece la posibilidad de multiplicar masivamente genotipos
valiosos incluyendo los frutales que se encuentran amenazados, como el marafion

(Anacardiumoccidentale L.), por lo que puede contribuir al aumento y mejoramiento de la
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produccion de especies de importancia econdmica. A partir de los resultados de los Gltimos afios, en
una gran cantidad de especies vegetales se ha extendido el empleo de las técnicas biotecnologicas,
por lo que resulta valiosa la aplicacion de estas en las especies frutales. De aqui que el objetivo del
presente trabajo consiste en resaltar la importancia de esas técnicas biotecnoldgicas en la
multiplicacion, el rescate y la conservacion de los frutales, justificando asi su inclusion en los

programas agricolas. (Kessel, A, 2008,).

Son multiples las ventajas que ofrece este sistema de multiplicacion de genotipos promisorios, entre
las que se pueden citar: una mayor rapidez en la reproduccién de plantas élites, tedricamente se
puede reproducir una amplia poblacién uniforme a partir de una sola planta y obtener alta
homogeneidad fenotipica y genotipica en las variedades, lo que propicia que se alcancen mayores
rendimientos. Esta aplicacion es valida para cualquier cultivo en la agricultura; y se logran altos
coeficientes de propagaciéon en la mayoria de los casos, pudiendo obtenerse hasta un millén de
plantas a partir de una sola, en un periodo de 12 a 24 meses. Los beneficios de esta técnica permite
la entrada rapida al mercado de nuevos clones o selecciones, ahorrandose varios afios en
comparacion con los métodos tradicionales (Sosa, R., F.M et al 2009).

A traves del téermino aclimatacion es posible expresar la accion de adaptacion que sufre un ser
organico a un cambio climatico o en su defecto a nuevas condiciones de vida que se le imponen. Es
decir, la aclimatacién implicard para el organismo en cuestion una adaptacién de tipo fisiologica
como consecuencia de los cambios que se producen en su entorno natural, y que claro, los mismos
se hallan en estrecha vinculacion a la cuestion climatica.

Cabe destacarse que el proceso de aclimatacion suele durar un periodo corto de tiempo dentro de la
vida del organismo que corresponda, en tanto, puede resultar de una situacién particular o bien ser
parte de un ciclo que se repetird cada vez que sea necesario. Entre los ejemplos mas claros de esto
que mencionamos podemos citar el cambio de pelaje que sufren algunos mamiferos cuando esta
legando el invierno o asimismo la caida de cabello cuando se esta en determinada fase del afio.

Por otro lado, en el caso de las plantas, también habra aclimatacion cuando las circunstancias del
medio asi lo demanden, porque por ejemplo aquellas plantas que viven en zonas de caracteristicas
desérticas suelen almacenar agua en sus hojas para que cuando falte el agua esto no mine la

supervivencia de la planta porque en efecto cuenta con una reserva que le permitira seguir viviendo.
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Sin lugar a dudas el proceso de aclimatacion es una caracteristica hiper positiva para la
supervivencia de los seres vivos y también para su satisfactoria permanencia en el entorno en el que
se  encuentran. ... via  Definicion  ABC  (http://www.definicionabc.com/medio-
ambiente/aclimatacion.php).

El mayor porcentaje de pérdidas de plantas producidas in vitro ocurren en su fase de aclimatacion
transferencia al suelo cuando deben adaptarse a las nuevas condiciones del ambiente edéafico. Casi
todo el esfuerzo investigativo del cultivo de tejidos se perderian si las plantas que se regeneran
murieran cuando se intenta desarrollarlas en un ambiente que en un comienzo les resulta
desfavorable. (Torrejon G., 2006).

El éxito de la propagacién in vitro radica en lograr la aclimatacion de las vitroplantas a las
condiciones ambientales. Durante esta etapa se produce un retorno gradual al funcionamiento
autotrofico de las vitroplantas, asi como la recuperacion de las caracteristicas morfolégicas y
fisiologicas normales, asimismo en esta etapa las plantulas sufren un estrés provocado por al cambio
de las condiciones de humedad y temperatura, por lo que la transferencia debe de realizarse de
forma gradual. (Torrejon G., 2006).

La supervivencia de las vitroplantas regeneradas durante el periodo de adaptacion depende
fundamentalmente de las peculiaridades fisioldgicas, estructurales y anatémicas que las plantulas
presentan producto del desarrollo in vitro, lo cual permite una elevada humedad relativa en el
interior de los frascos, baja intensidad luminosa, bajo intercambio gaseoso, abundante disponibilidad
de nutrientes y carbono (generalmente en forma de sacarosa) y una pequefia variacion de
temperatura en un rango considerado éptimo para el cultivo (Morales 2013); (Torrejéon G. 2006).

La supervivencia de las vitroplantas regeneradas durante el periodo de adaptacién depende
fundamentalmente de las peculiaridades fisioldgicas, estructurales y anatébmicas que las plantulas
presentan producto del desarrollo in vitro, lo cual permite una elevada humedad relativa en el
interior de los frascos, baja intensidad luminosa, bajo intercambio gaseoso, abundante disponibilidad
de nutrientes y carbono (generalmente en forma de sacarosa) y una pequefia variacion de
temperatura en un rango considerado éptimo para el cultivo . (Torrejon G., 2006).

En cultivos industriales agricolas y en flores, la homogeneidad en la poblacion posibilita una mayor
planificacion de las cosechas y reduccién del tiempo dedicado a esta labor; debido a que el sistema
es llevado a cabo en condiciones controladas del laboratorio, sin influencia de la estacion del afio o
el clima, y el material de partida son brotes de plantas de reducidos tamafios, el nimero de plantas
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que se producen por areas es mucho mayor que en los invernaderos o en condiciones de campo. El
valor del producto se incrementa como consecuencia de la obtencion de plantas sanas, libres de

hongos, bacterias y virus asi como con el diagnostico correspondiente.
Metodologia

Se refiere a una investigacion de tipo documental, con el objetivo de describir la influencia de los
factores bidticos y abidticos en la aclimatacion de las vitroplantas bajo invernadero. Se realiz6 una
extensa revision bibliografica sobre el tema, para lo cual se seleccionaron revistas cientificas
especializadas nacionales e internacionales considerando como criterios para su seleccion los puntos
a tratar y los autores e investigadores reconocidos en el area. La informacion histérica y estadistica
que se presenta se obtuvo de la revision y procesamiento de la informacién en paginas Web, se
realizé una busqueda de informacion en las bases de datos Ebsco, Gale, Taylor & Francis, BioOne y
Proquest; en fuentes de informacion disponibles en internet, repositorios de universidades, entre
otros. Se corrieron los siguientes descriptores: propagacion de plantas “in vitro”, micropropagacion
de plantas, aclimatacion de plantas, vivero de plantas bajo invernadero, factores ambientales para el
crecimiento de las plantas. La informacion se recupero sin restriccion de fecha de publicacion, pero
fue priorizada aquella realizada en los ultimos diez afios, sin excluir la que fue considerada por los

autores como necesaria para dar la perspectiva historica de las ideas.
Desarrollo

Factores que intervienen en la produccion de vitroplantas

Durante la etapa de cultivo “in vitro”, las plantas se desarrollan bajo condiciones controladas,
incluidos los ambientes cerrados, hay restriccion del flujo gaseoso en los recipientes de cultivo con
alto contenido de humedad en el aire, la intensidad de luz debe ser baja, y se recurre a la utilizacion
de los azucares del medio como fuente de carbono y energia (Vilchez, J., et al., 2009) por lo tanto, el
trasplante de las vitroplantas y el establecimiento completo en el invernadero puede ser complejo
para algunas especies; el mantenimiento de las plantas “in vitro” produce anomalias fisiologicas,
estructurales y anatomicas (Morales, et al 2013).

El trasplante de las vitroplantas y el establecimiento completo en invernadero puede ser complejo

para algunas especies, pues en las plantas “in vitro” se producen anomalias fisiologicas,
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estructurales y anatomicas, tales como la ausencia de cuticula cerosa, estomas no funcionales, la
ineficiencia de la fotosintesis y el mal funcionamiento del transporte hidrico; estas anomalias son
acentuadas como resultado de las tasas de evapotranspiracion elevadas, ya que pasan de una
condicién semi o heterotrofa a autétrofa. (CapelladesM, .1990).

Los cambios mas importantes ocurren en el desarrollo de la cuticula, como la ausencia de cuticula
cerosa, menor presencia de ceras epicuticulares, ya que varia la composicion guimica, el grosor de
las hojas generalmente se aumenta, el mesdéfilo de éstas incrementa su diferenciacion.

La regulacion estomaética efectiva de la transpiracion que conduce a la estabilizacién del estatus de
agua en las plantas, se afecta debido a la presencia de estomas no funcionales, la densidad
estomatica disminuye y su forma cambia de circular a eliptica, presentan células en empalizada mas
pequefias y mas espacios aéreos entre el mesofilo, hay ineficiencia de la fotosintesis, y el mal
funcionamiento del transporte hidrico, (Sosa R. FM et al., 2009), (Noé, et al, 1996).

Las anomalias en las vitroplantas son acentuadas como resultado de las tasas de evapotranspiracion
elevadas ya que pasan de una condicion semi o heter6trofa a autétrofa. De otra parte, el efecto
invernadero y de campo condicionan en las vitroplantas una menor humedad relativa sustancial en
comparacion con las condiciones en que se desarrollan y crecen las plantas producidas en
laboratorio; es por ello que el aumento de los niveles de luz y el medio ambiente sépticos son
estresantes para las plantas micro propagadas en comparacion con las condiciones in vitro”; ya que
la planta requiere de una mayor tasa de intercambio gaseoso con el ambiente, lo que podria
resultar en un aparato estomatico de mayores dimensiones. (Vilchez J. et al., 2007).

Se ha reportado que las plantas cultivadas in vitro tienen una mala conductividad hidrica en las
raices, y que no hay conexiones adecuadas entre la raiz y el tallo. EI mal transporte del agua, junto a
una mala retencién del agua en las hojas, puede llevar a que estas se sequen rapidamente. En varios
reportes, se logra el enraizamiento y aclimatacion de plantas en un mismo sustrato, pero en la
investigacion con mortifio, se realizo el enraizamiento in vitro y aclimatacion en fases separadas. Sin
embargo, es posible que el método usado para enraizar las plantas de mortifio no sea el adecuado, ya
gue no se obtuvo ningun resultado positivo en la aclimatacion hasta el momento. (Torres P M. L., et
al. 2008).

Estudios realizados con plantas de LaeliaeyermanianaRchb. f. obtenidas in vitro. En las que se
analizaron preparaciones histoldgicas para observar diferentes etapas, desde la germinacion hasta la

aclimatacion ex vitro. Las fotomicrografias de las preparaciones mostraron varios estadios
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transitorios. Se identificaron y describieron siete estadios relativos de desarrollo: semilla,
protocormo no fotosintético, protocormo fotosintético, protocormo en diferenciacion, plantula con
hojas, plantulas con hojas y raiz, plantula con hojas y dos raices. Asi como también, dos fases
transitorias: masa embrionaria somética (MES) y cuerpos parecidos a protocormos (PLBs) por sus
siglas en inglés, obtenidos por embriogénesis somética indirecta. La densidad estomética en las
hojas se duplicd bajo condiciones ex vitro. Este estudio contribuye al conocimiento del desarrollo
morfoldgico de L. eyermaniana durante su cultivo in vitro y aclimatacion ex vitro. (Nava F. J. J et al
2011).

La aclimatacion de vitroplantas. Consideraciones generales.

Aclimatacion es el proceso en el cual un organismo individual se ajusta a un gradual cambio en su
entorno (por ejemplo, un cambio en temperatura, humedad, fotoperiodo o pH), lo que le permite
mantener el rendimiento en una amplia gama de condiciones ambientales. La Aclimatacion se
produce en un periodo corto de tiempo (dias a semanas) y dentro de toda la vida del organismo.

La aclimatacion de vitroplantas consiste en el paso de condiciones “in vitro”, a condiciones donde se
desarrollaran para su cultivo, con el objetivo de que éstas superen las dificultades cuando son
removidas del ambiente “in vitro”; de esta manera, se preparan para su trasplante definitivo.
(Vilchez J. et al, 2007).

El logro de la actividad de fotosintesis durante la fase de endurecimiento constituye una etapa
decisiva en la adaptacion a las condiciones naturales, de lo contrario ocurre la muerte de las plantas
fundamentalmente por deshidratacion. Los estudios acerca del comportamiento del sistema radical
de las vitroplantas se han basado fundamentalmente en el andlisis de la dindmica de crecimiento de
las variables numero de raices, longitud de las raices, masa fresca y seca (Ortiz, R., et al 2000),(
Ramirez L, etal, 2010).

De manera general, al momento del trasplante, se emplean diferentes sustancias enraizadoras solas o
en combinacién con algun fungicida, variando las dosis y el tiempo de exposicion. Sin embargo, se
ha prestado menos atencion al analisis histologico detallado, que posibilites realizar el monitoreo
acerca del origen y evolucion de las raices, donde se forman, si son aéreas o cerca de la base de la

planta, si tienen o no conexiones vasculares, la conductividad de las mismas; algunos autores
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sefialan que es posible que las raices no sean funcionales a pesar de que tengan conexiones
vasculares. (Trujillo D, 2008).

Cualquier tecnologia que sea establecida para la etapa de aclimatizacion de vitroplantas, debe
garantizar altos porcentajes de supervivencia y un crecimiento rapido de las mismas dada la
influencia del sistema radical de éstas. El porcentaje de sobrevivencia es un indicador muy
importante en la fase de climatizacion, pues de él depende la cantidad de plantas que pueden llevarse
a vivero y posteriormente al campo.

Lo antes sefialado solo se logra cuando se implementan tecnologias en la fase de aclimatizacion
adaptadas a las condiciones edafoclimaticas de cada region o pais, ya que de lo contrario se incurre
en pérdidas superiores tales, que hacen incosteable el Ilevar a cabo la produccion de ejemplares
mediante este procedimiento, por lo que no resulta ventajoso el empleo de esta via de propagacion
inicialmente.

El enraizamiento de los brotes generados se logra en la mayoria de los casos transfiriéndolos a un
medio carente de reguladores del crecimiento. En algunas especies solo es necesario agregar al
medio de cultivo auxinas o bien carbon activado con el fin de estimular la generacion de raices. La
adaptacion al suelo y al ambiente externo de las plantulas generadas in vitro ocurre sin problemas,
siempre y cuando la transferencia se haga después de un proceso de adaptacion paulatina.
(Dominguez R. et al 2008).

Asi, una estrategia de aclimatacion es someter a las plantulas a un cambio gradual de las condiciones
ambientales para inducir su desempefio autétrofo (Pedraza et al., 2001); (Aragén C et al., 2006).
(Izquierdo H et al., 2009). (Mroginski et al., 2010).

Aclimatacion de las plantulas

Las plantulas para aclimatacion, se subcultivan en el medio MS, hasta que presentan dos 0 mas
hojas y raices. Con base en los criterios sugeridos por Rawson y Gomez (2001), las plantulas se
clasifican en: grandes (mayores de 3 cm, con dos 0 mas hojas y raices), medianas (1.5a3cm; 1a2
hojas y raices) y pequefias (menores 1.5 cm con una hoja y raiz). Posteriormente se transfiriere a
macetas de plastico de 6.7 cm de altura y 6.0 cm de ancho, utilizando como sustrato fibra de palma
soyate (Braheadulcis (H.B.K.). Las macetas se colocan en charolas con domo transparente y se
exponen a un ambiente controlado [temperatura de 25 + 2°C, fotoperiodo de 16/8 hr. de oscuridad y
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46 Lmolm2s-1 de intensidad luminosa (Quantum Meter ApogeeMod. QMSW-SS)]. Cada 15 dias el
domo se abre de manera paulatina hasta que las plantulas quedan completamente expuestas, lo cual

ocurre a los 45 dias. Permanece bajo las mismas condiciones hasta completar 90 dias de cultivo.

El porcentaje de sobrevivencia de las plantas al final del periodo de aclimatacidn, se obtiene
multiplicando el nimero de plantas vivas por 100, y dividiendo el resultado entre el nimero inicial
de plantulas sembradas. Por otro lado, se cuantifica el nimero de estomas por mm2 en la region
abaxial y adaxial en hojas de plantas in vitro, y a los 90 dias de aclimatadas. (Nava F J. J., et al.,
2011).

La propagacion in vitro de la orquidea silvestre LaeliaeyermanianaRchb. f. mediante la germinacion
de semillas y a través de PLBs. El desarrollo morfoldgico desde su germinacion hasta la formacion
de plantas, presenta siete fases regenerantes claramente definidas. La aclimatacion de las plantas se
logra a los 60 dias de exposicién a un ambiente controlado en ejemplares de tamafio grande, que
presentan pseudobulbo, y de dos a cuatro hojas y raices desarrolladas. Las condiciones ambientales
predominantes durante la adaptacién a las condiciones ex vitro, inducen a la duplicacion de la
densidad estomatal. (Nava F J.J, et al., 2011).

Para la aclimatacion en invernadero de mora Rubusadenotrichus se han utilizado las vitroplantas
provenientes de cada uno de los tratamientos de inmersiéon temporal en un sustrato compuesto de
suelo, carbon vegetal y granza de arroz (3:1:1). Se evalu6 la sobrevivencia durante cuatro semanas,
monitoreando la humedad relativa y la temperatura promedio durante la mafiana, el mediodia y la
tarde utilizando un termohidrémetro digital.

Para el manejo de las vitroplantas se aplico el protocolo establecido por Flores y colaboradores
(2011). Durante la primera semana de aclimatacion, las vitroplantas se mantuvieron en oscuridad en
cajones de madera previamente desinfectados con una solucién bactericida de sulfato de
estreptomicina al 80% y clorhidrato de oxitetraciclina al 75% (5.0g/L) y el fungicida ziram al 76%
(5.0g/L). A los ocho dias se realizd la aplicacion de una formula foliar de polisacaridos (35%),
acidos falvicos (0,1%), aminoacidos (0,1%), boro (2%), nitrogeno (6,5%) y potasio (23%) (5ml/L).
Durante la segunda semana se procedi6 a la apertura de los cajones, lo cual condujo a un incremento
de la luminosidad y una disminucion de la humedad relativa. Al final de esta semana se aplicd una

férmula foliar de ultiminerales NPK 11-8-6 con porcentajes menores al 1% de Mg, S, CaO, B, Cu,

2
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Fe, Mn, Mo y Zn (5ml/L), repitiendo la dosis al final de la tercera y la cuarta semana de evaluacion.
(Flores, D., etal, 2011).

Para el ensayo de enraizamiento in vitro, los datos se analizaron mediante un analisis de varianza
ANDEVA de una via utilizando el programa estadistico de StatSoft, Inc. (2004). STATISTICA
(data analyses software system), version 7.0. Se aplicé la prueba de un analisis comparativo de
medias de cada promedio utilizando Tukey para cada variable con un nivel de confianza del 95.0%.
Para el ensayo de aclimatacion en invernadero se determind el porcentaje de sobrevivencia de las
vitroplantas enraizadas provenientes de cada uno de los tratamientos implementados en el
laboratorio. Resultados y discusion Enraizamiento in vitro Para la variable longitud de tallo se
presentaron diferencias significativas; sin embargo, para la longitud de la raiz y el nimero de
entrenudos no hubo diferencias significativas entre los tratamientos. La mayor longitud promedio
del tallo se obtuvo en T1 (0,125mg/L AIB), la cual fue significativamente diferente al resto de los
tratamientos, incluyendo el control (P=0,000). Con respecto a la longitud promedio de la raiz, se
determind que a pesar de que no se presentaron diferencias significativas (P=0,057) entre los
tratamientos, el Control (T3) fue el que mostrd la mayor longitud promedio. Para el nimero de
entrenudos no se presentaron diferencias significativas entre los tratamientos (P=0,434). (Flores, D.,
etal, 2011).

Las plantas de Brassavolaperrinii (Orchidaceae) y de Tres Hibridos Intergenéricos, obtenidas en
todos los medios ensayados fueron separadas en tres lotes (hasta 10 mm de longitud de la parte
aérea, entre 10 y 20 mm, y entre 21 y 50 mm) y transferidas a macetas conteniendo corteza de pino
triturada, carbon vegetal y perlita (1:1:1). Las macetas fueron mantenidas durante 30-45 dias en un
cuarto climatizado, con 14 horas de fotoperiodo, a 27 + 2°C. Posteriormente, las macetas fueron
transferidas a un invernadero (malla reductora de luz del 80%), donde permanecieron durante 195-
210 dias. Las plantas fueron fertilizadas dos veces por mes con 2 mL/L de un fertilizante foliar (6-3-
5) durante 2 meses, y luego con 5 mL/L de otro fertilizante foliar (11-8-6). Se evaluo el porcentaje
de sobrevivencia de las plantas. Al cabo de 100 dias de cultivo in vitro las plantas fueron
transferidas a condiciones ex vitro, y luego de 240 dias de aclimatadas se pudo apreciar que las
pérdidas de plantas dependian del material vegetal y del medio de cultivo en el que se originaron.
(Vidoz, M L. et al, 1999).

Factores que intervienen en la fase de aclimatacion de vitroplantas
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a) Calidad de la vitroplantas

Durante la fase de desarrollo de las vitroplantas, existen factores que pueden impedir un adecuado
crecimiento y desarrollo de las mismas. EI medio de cultivo y su composicion juegan un papel
importante, ello se logra con protocolos que se establecen en los diversos laboratorios relacionados
con el tema; donde se precisan las cantidades adecuadas de reguladores de crecimiento a emplear,
los momentos para la realizacion de los subcultivos, la intensidad de la luz, por solo citar algunos
elementos a considerar.

Durante este proceso de multiplicacion, existe asincronia en el desarrollo de las vitroplantas, de
modo que no todas tienen el mismo grado de desarrollo, es por ello que resulta conveniente realizar
una clasificacion de las mismas en funcién del tamafio alcanzado antes de proceder a su
transferencia al invernadero (Argelys, 2008).

En muchos casos se recurre a la siembra en cepellones de todas las plantulas que tienen el mismo
porte, en otros, solo se sacan las de mayor talla y se mantienen en cultivo “in vitro” las de menor
crecimiento y desarrollo. Resulta comprensible que aquellas vitroplantas de mayor talla, seran las

que mejor se adapten a las nuevas condiciones de cultivo en los invernaderos (Ortiz, R, 2000).
Las variables que usualmente son indicadoras de vigor y que se evalian son:

La altura de las vitroplantas, el nimero de hojas, el largo y ancho de las mismas, el nimero y
longitud de entrenudos, el nimero de raices y la longitud de las mismas, diametro del tallo, la
coloracion, niamero de brotes, (si el cultivo presenta esta caracteristica),la masa fresca y
seca.(Castillo, A.2008).

Las caracteristicas anatomicas Yy fisioldgicas de las plantas micro propagadas hacen necesaria para
su supervivencia en condiciones ex vitro, una gradual adaptacion o aclimatacion a las condiciones
medioambientales del invernadero o del campo.

La dltima fase del proceso de micro-propagacion, llamada Fase 3, incluye los procesos de
enraizamiento del micro-estaquilla obtenidas en la Fase 2 de multiplicacion y su aclimatacion a las
condiciones ex vitro.

Es una préctica corriente realizar in vitro el enraizamiento del micro-estaquilla, pero esto produce
problemas en muchas ocasiones. Asi, Grout y Aston Hort. Res., 17, 1 (1977) observaron como tras

el enraizamiento in vitro de sus plantas la zona de transicion entre la raiz y el tallo era anormal, con
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unas conexiones vasculares débiles y malformadas, lo que producia problemas en la absorcion y
circulacién de agua desde las raices al tallo. Esta disfuncion se corrige, al menos parcialmente, tras
una adecuada aclimatacion. En otras ocasiones el problema estriba en que las raices que crecen en
agar son defectuosas, carecen de pelos radicales y suelen necrosarse al trasplantar las plantulas, lo
que provoca una parada en el crecimiento de la planta .También se ha observado como las raices
formadas in vitro eran gruesas y con pelos radicales engrosados y anormales, siendo sus sistemas
vasculares anomalos, en comparacién con raices formadas en un sustrato arenoso. En las raices que
no mueren durante el proceso de trasplante se producen nuevas raices laterales y adventicias
normales durante el proceso de aclimatacion y estas ya crecen activamente. Por ello la relacion raiz -
tallo siempre es mas alta en plantas enraizadas ex vitro que in vitro.

Todos estos factores hacen que muchos de los laboratorios que trabajan produciendo plantas in vitro,
no realicen el enraizamiento de las micro-estaquillas in vitro, al resultar problematico, dificil y caro,
ya que el proceso de enraizamiento in vitro se estima que implica un costo de entre el 35-75% del
coste total de la micro-propagacion. Por supuesto, no es posible generalizar, ya que la eleccion del
método de enraizamiento va a depender totalmente de la especie y de sus caracteristicas: porcentajes
de enraizamiento y supervivencia final, que varian enormemente de unas especies a otras. Asi,
cuando el enraizamiento y aclimatacion se pueden realizar simultaneamente, sin que haya demasiada
pérdida de plantas, tanto los costes como la eficiencia de la produccion se ven muy favorecidos.
Entre los factores a considerar en el enraizamiento de micro-estaquillas tanto in vitro como ex vitro
estan el tamafio del micro-estaquilla, su cobertura foliar, los reguladores de crecimiento utilizados en
la induccidn, y las condiciones medioambientales de temperatura, luz y humedad.

Algunos autores, Welander, Physiol. Plant. , 1983; , han propuesto una técnica hibrida, que combina
las ventajas del enraizamiento in vitro y ex vitro. Para ello el micro-estaquilla son incubadas
inicialmente en un medio estéril que incluye hormonas para la induccion de raices y azlcares,
durante un periodo de 3 a 7 dias, para la induccion-inicio de las raices. Esto se puede hacer en un
medio sélido o liquido normalmente en oscuridad. Luego el material es repicado en un medio no
estéril, o incluso trasplantado a tierra, para la fase de elongacion y desarrollo de las raices,
mejorandose de esta forma en muchos casos el resultado final de aclimatacion y supervivencia.
Otros autores Driver y Shutle, 1987, proponen realizar el enraizamiento y la aclimatacion
simultdneamente, trasplantando las micro-estaquillas directamente en el campo, después de una

etapa previa de endurecimiento in vitro: tras la induccion del enraizamiento, las plantas aun en
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condiciones in vitro eran sometidas a una elevada intensidad luminosa, un fotoperiodo mas corto y
una temperatura inferior a la normal, durante un par de semanas. Esto favorecia la lignificacion y el
desarrollo cuticular y estomatico del material y permitia su trasplante directo al campo en

condiciones controladas de humedad, luz y nutrientes (Mini tanel).

En la fase de aclimatacion se pretende que las plantas que han crecido in vitro y por lo tanto sélo
han estado expuestas a un microambiente escogido por ofrecer unas condiciones minimas de estrés y
cuasi optimas condiciones para la multiplicacion de las plantas, se adapten a condiciones ex vitro
donde las condiciones no son asepticas, ni la luz, temperatura y humedad estan controladas, y donde
el crecimiento a ser autotréfico y no heterotréfico como in vitro. ES pues necesario reconstruir y
desarrollar los sistemas que por adaptacion a la condiciones in vitro, es el caso de la lignificacion,
cubiertas cuticulares, estomas y estructuras fotosintéticas.

Todas estas deficiencias o disfunciones provocadas por o durante la incubacion in vitro es necesario
corregirlas de forma gradual, e incluso como ya hemos citado comenzar la adaptacion en
condiciones in vitro, incluso induciendo fotoautotrofia in vitro mediante incrementos de la tasa de
CO2 y de irradiacion en los contenedores de cultivo, al objeto de mejorar la calidad de la planta, los
niveles de produccion y los costes del proceso de micropropagacion. (Lopez C. es Colaborador
Cientifico en la E.E. La Mayora (CSIC).

b) Tipo de sustrato

En el cultivo se han utilizado sustratos que sirve principalmente de soporte a las plantas, el sustrato
debe suministrar a las raices el agua necesaria para el desarrollo de la planta, y el aire suficiente para
la respiracion de las raices, asi como para la toma de nutrientes, de ahi la importancia para mantener
un equilibrio entre la cantidad de agua y aire disponibles.

La eleccion de un sustrato con buenas caracteristicas fisicas, es indispensable para el éxito de esta
etapa. Para el trasplante, se debe elegir un sustrato suelto, poroso, para permitir un desarrollo y
crecimiento de raices, los sustratos se pueden utilizar solos o combinados. Las mezclas son
diferentes y muy variadas de acuerdo a las especies en la que se esta trabajando. (Morales et al
2013).

Es posible probar sustratos de origen natural que abundan en diferentes zonas, entre ellos pueden

citarse la arena de rio, arena de cuarzo, piedra pdmez, gravilla, grava, cascarilla de arroz, residuos

6
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de ladrillos, trozos de carbdon mineral, cachaza, compost, humus de lombriz, zeolita, estiércol
vacuno, turba, entre otros , y sus combinaciones, pero no siempre se conoce el efecto sobre las
plantas, de ahi la necesidad de realizar evaluaciones que permitan la seleccion adecuada de los

mismos en funcién de las variables de crecimiento y desarrollo que deben analizarse.

En esta fase de adaptacion, las plastas deben volverse autétrofas, tienen que desarrollar raices, brotes
funcionales y aumentar su resistencia a la deshidratacién y al ataque de organismos patogenos.

Las plantulas de boniato Ipomoeabatatas (Lin.) Lam., obtenidas por vias biotecnoldgicas son muy
sensibles a cualquier cambio que ocurra al concluir su desarrollo in vitro, por lo que requieren de
una etapa de endurecimiento o aclimatacion antes de ser plantadas en condiciones de campo. En este
trabajo se utilizaron vitroplantas con el sistema radical bien desarrollado de la variedad CEMSA 78-
354, procedentes de la micropropagacion en medio MS modificado con 10 mg/L de &cido giberélico
(AG3), que fueron sembradas en cepellones con cuatro tipos de sustratos, para su aclimatacion. Se
analizo el comportamiento de la altura y nimero de nudos, asi como el nimero, ancho y largo de las
hojas, a los 15, 25 y 30 dias de sembradas. Se utilizaron 10 réplicas por tratamiento.

Los resultados se evaluaron mediante un analisis de varianza para un disefio completamente
aleatorizado balanceado y prueba de Duncan al 5 % de significacion. Las vitroplantas se adaptaron
con mas eficiencia en el sustrato que contenia 25 % de suelo, 25 % de cascarilla de arroz y 50 % de
cachaza. Las plantas se sembraron en la periferia de un organopénico, donde presentaron un 100 %
de supervivencia y la emision de tubérculos bien desarrollados. (Rodriguez A. J et al 2006).

En la aclimatacion de vitroplantas de zabila (Aloe vera (L) Burm. f.), que es el paso de las
vitroplantas del ambiente in vitro a condiciones ex vitro, es una fase critica dentro de la
micropropagacion y es el sustrato un factor a considerar en esta etapa, dada su influencia en la
arquitectura del sistema radicular de las plantas. Por estas razones se evalu6 el efecto de dos fuentes
de materia organica de disponibilidad local (humus de lombriz y abono de rio) en el sustrato para la
aclimatacion de vitroplantas de zabila. Después de 45 dias fue posible aclimatar las vitroplantas de
zabila en los sustratos probados, sin embargo, los mayores valores (P<0,05) en porcentaje de materia
seca de hojas (1,80%), nimero de hojas (7,36) y altura de planta (10,87 cm) se lograron al utilizar
humus de lombriz.

La aclimatacion de vitroplantas de zabila se realiz6 exitosamente en los sustratos probados, sin

embargo los mayores valores en porcentaje de materia seca de hojas, numero de hojas y altura de
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plantas se logran al utilizar humus de lombriz como materia organica del sustrato. (Vilchez J., et al
2007).

El empleo de compost maduro durante la etapa de aclimatacion de vitroplantas de banano clon
“Gran Enano” (Musa AAA), obtenidas por micropropagacion, durante la etapa de aclimatacion, fue
estudiado. Utilizando diversas proporciones suelo — compost (100 -0%, 90- 10%, 80-20%, 70-30%,
60-40%), un disefio completamente al azar fue establecido. Durante los 56 dias que duré el estudio,
se midi¢ altura de las plantas, niumero de hojas, perimetro del tallo, area de la 3? hoja, volumen de
raiz, actividad de peroxidasa y catalasa (hoja y raiz) y colonizacion. En el sustrato de siembra se
midié la actividad de esterasas e invertasas. Las plantas cultivadas en el sustrato 90% - 10%, suelo-
compost mostraron las mejores caracteristicas morfologicas. El desarrollo de las plantas fue inhibido
en los sustratos con mas de 30% de compost (posiblemente un efecto de fitotoxicidad). Por las
caracteristicas quimicas de los sustratos de siembra, se piensa que el contenido de sales en ellos
pudiera ser el factor que limito el desarrollo de las plantas.

La adicion de compost al suelo puede funcionar como coadyuvante del desarrollo de plantulas de
banano micro propagadas siempre y cuando se emplee en una relacién no mayor al 20%. Bajo la
condicion anterior, las plantulas presentan mejores caracteristicas morfologicas, comparadas con las
plantulas que se desarrollan exclusivamente en suelo. El efecto inhibidor o de
fitotoxicidadobservado en los sustratos de siembra con composta en proporcion igual o superior al
30% estuvo correlacionado con el contenido de sales (K+).(Anaya A M. et al 2013).

La transferencia de plantulas de mora (Rubusglaucus) de condiciones in vitro a ex vitro es una de las
fases mas criticas de la técnica de micropropagacion debido al alto grado de mortalidad de plantulas
(50 a 90%), como consecuencia de una cuticula poco desarrollada, estomas no funcionales y un
sistema radicular débil que facilita la deshidratacion por estrés hidrico. Esta investigacidn se oriento
a la obtencion de plantulas limpias procedentes de cultivo de tejidos y endurecidas con micorrizas
arbusculares (HMA).

La investigacion se realiz6 bajo condiciones controladas; se utilizé un disefio experimental de
bloques completos al azar con ocho tratamientos, tres repeticiones y cuatro unidades experimentales,
asi: tres tratamientos testigo sin inoculacion, sin fertilizar (T0O), con 50% de fertilizacion (T50), y
con 100% de fertilizacion (T100), y cinco tratamientos inoculados con HMA (MAL, MA2, MAS,
MA4 y Mycobiol) més T50. Los mayores beneficios de la inoculacion con HMA se lograron con la
cepa MA4 aislada de Silvania (Cundinamarca) y con esporas nativas clasificadas como Glomussp.

8
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yAcaulosporasp. Las plantas inoculadas mostraron mejor adaptacion al ambiente, expresada en el
porte, la acumulacion de biomasa foliar y radicular, mayor area foliar y mejor estado nutricional
expresado en una mayor absorcion de nutrientes esenciales (P, N, Ca 'y Mg). El uso de la cepa MA4
permitio sustituir el 50% de la fertilizacion comercial debido a que obtuvo valores similares a T100
en la absorcion de P y Ca, y superiores a ésta en la absorcion de N y Mg. Este comportamiento

vegetal se explico por los niveles de colonizacion del hongo en las raices. (Roveda G. et al, 2007).

¢) Areasy espacios para la aclimatacion
Plantas en invernadero (area de aclimatacion) Los invernaderos para la aclimatacion de plantas in
vitro, generalmente cuenta con dos areas de aclimatacion: la primera, llamada propagacion tiene una
temperatura entre 28-30 °C y humedad relativa entre 50-80 %, el sistema de riego debe ser mediante
un sistema computarizado de nebulizadores con una frecuencia de 3 segundos cada 5 minutos. La
segunda, llamada area de aclimatacion tiene una temperatura de 25-28 °C y humedad relativa entre
40-60 %, el sistema de riego en esta area es por micro aspersores. Para la presente investigacion se
cred una tercera area dentro del invernadero, llamada tanel con temperaturas entre 29-31 °C y
humedad relativa del 99 % con un sistema de riego manual a través de bomba de mochila cada 5

minutos con el fin de mantener la alta humedad relativa.
d) Otros factores a considerar

El suministro de agua mediante el riego que se establezca, el control oportuno de plagas y/o
enfermedades que se puedan presentar, asi como el empleo de fertilizacion durante las diferentes
etapas de crecimiento y desarrollo son factores que no se pueden desconocer.

La interaccion del sustrato y la fertilizacion tiene un efecto significativo en el incremento del area
foliar y el volumen de raiz de las plantas, estas mostraron mayor expresion en area foliar fueron las
establecidas en los sustratos de perlita: turba en las relaciones 1:0 y 3:1, con dosis de fertilizacién de
50 y 100% de la formulacion de Steiner. En el caso del volumen de raiz, el sustrato de relacion 3:1
interaccion0 favorablemente con la fertilizacion al 50 y 100%. Asi, los resultados indican que las
plantas con mayor expresion de &rea foliar y volumen de raiz fueron aquellas en el sustrato de 75%
de perlita y 25% de turba con una dosis de fertilizacion del 100%. Aunque no se presentaron
diferencias significativas en la interaccion de sustrato y fertirriego en relacién a altura de planta,

numero de hojas y didmetro de tallo, los valores maximos se observaron siempre con la aplicacion
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del 50 0 100% de la fertilizacion. En general, en la acumulacion de peso seco foliar, tallos y raiz no
se determind un efecto significativo de la interaccion de las mezclas de sustratos con las
fertilizaciones evaluadas. En estudios revisados, afirma que la produccion de materia seca,
particularmente durante la fase vegetativa de crecimiento, es una funcion lineal de la cantidad de la
radiacion interceptada, y que los factores como la nutricion y la condicion hidrica de la planta tienen
gran efecto en el rendimiento al alterar el indice del area foliar y en consecuencia la intercepcion de
luz. (Ramirez L, etal . 2010).

La luz y la respuesta morfoldgica de las plantas, las condiciones ambientales, como la humedad
relativa, temperatura y la luz, comdnmente influencian el crecimiento y desarrollo de las plantas. La
luz es uno de los factores principales que determinan el desarrollo de los organismos autétrofos, en
ello radica la importancia de controlar el factor luz en los cultivos in vitro. Entre estos factores, la
calidad espectral de la luz afecta a la elongacion del tallo, ramificacion lateral, la extensién de la
hoja y la pigmentacion (Wook et al. 2006). Los aspectos relacionados con la luz que son importantes

en los cultivos in vitro son:

. La Intensidad de la luz: La irradiacion puede ser expresada en funcion de la energia por

unidad de superficie W/m2 6.

. La calidad de la luz: El espectro. Los tubos fluorescentes son la fuente de luz méas usada en

las camaras de cultivo, aunque Gltimamente se han adicionado nuevas tecnologias.

. El fotoperiodo: Algunos fendmenos propios del desarrollo de las plantas (germinacion,
floracion, tuberizacion) pueden ser activados por el numero de horas diarias de luz que recibe la

planta.

De forma analoga, el nimero de horas de luz que recibe el explante cultivado in vitro puede afectar
a su desarrollo. En general, el mejor fotoperiodo in vivo sera también el mejor fotoperiodo in vitro .
Como ya se mencioné composicion espectral de la luz, la direccién incidente y el tiempo de
duracion diaria (fotoperiodo) (Wassink ,Stolwijk, 2009), son aspectos del ambiente luminico que
son percibidas como sefiales por las plantas. Por ejemplo, en ambientes sombrios existe una mayor
abundancia del espectro rojo lejano (RL) y en ambientes abiertos mayor proporcion de luz roja (R).

La relacion R/RL puede regular la germinacion en algunas semillas fenbmeno conocido como
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fotoblastismo (Figueroa J A, 2002). También durante el dia y en presencia de otra vegetacion
circundante la proporcion R/RL varia sobre las plantas, ésta informacion entrega sefiales que les
permiten adecuar su crecimiento y arquitectura de copa (Azcén-B, J. 2000). Entre los parametros
morfoldgicos de las plantas, que experimentan variacion ante cambios en el ambiente luminico se

puede mencionar la variacion en:

. Area foliar especifica (SLA)

. Largo de entrenudos
. NUmero de capas de parénquima empalizada
. Incremento del angulo de las hojas.

Una alta intensidad luminica provoca fotooxidacion que implica la destruccion de la clorofila y
disminucion sostenida de la capacidad fotosintética, fendmeno conocido como fotoinhibiciéon, lo que
resulta en menos produccion de biomasa. Ademas, la alta intensidad luminica es perjudicial para el
fotosistema Il (PSII), dando lugar al dafio foto oxidativo del centro de reaccion. La frecuencia de
este dafio es relativamente alta cuando la intensidad de la luz se incrementa, especialmente cuando
se combina con otros factores ambientales de estrés. Cabe destacar que a mayor intensidad de la luz,
el costo en términos de consumo de energia eléctrica serd mayor, por ende, la adecuada intensidad
de la luz y el fotoperiodo dara el mejor producto con coste econémico.

Un estudio realizado con vitroplantas de Nothofagus alpina Poepp et Endl (Oerst), sefiala que la
mortalidad de las vitroplantas se debi6 principalmente a problemas derivados de malas practicas en
el manejo de las bandejas. Los cuales debilitaron a las plantas y potenciaron en el invernadero donde
las condiciones ambientales de campo jugaron en contra.

El tratamiento B (Aumento diario FFF* (umol.m2 .s-1) = 8, Dias de duracién = 16, Intensidad final
(umol.m2 .s-1) = 180), mostré mejores incrementos en su area foliar al finalizar el ensayo, sin
embargo ninguna bandeja mantuvo una constante de crecimiento. Quizas el acotado tiempo de
estadia por invernadero y, en general, del ensayo no ayudd a obtener resultados mas precisos y

reales.
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La gradualidad en que la intensidad luminica del tratamiento B fue trabajada mostr6 mejores alturas
que el tratamiento A (Aumento diario FFF* (umol.m2 .s-1) = 16, Dias de duracion = 10, Intensidad
final (umol.m2 .s-1) = 180), la agresividad en intensidad y tiempo de la bandeja A (10 dias) nunca
arrojo alturas superiores a la bandeja B, por ende, la mejor eleccion es aumentar la intensidad cada 8
pmol.m2 .s-1 por 20 dias. El ensayo se consider6 exitoso, ya que se logra distinguir empiricamente
la mejor tasa de incremento luminico para la aclimatacion de Nothofagus alpina, pero para
experimentos futuros, seria beneficioso que ambos grupos de microplantas sean desde el inicio
tratados con luces LEDs y se puedan comparar con luz fluorescente como testigo. Esto proporcion6
una manera mas facil de determinar qué grupo de plantas tiene un mejor crecimiento mas general.
También seria favorable aprovechar las luces LEDSs roja y azul ya que tienen mayores efectos sobre
el crecimiento de las plantas, asi se podrian comparar diferentes intensidades luminicas con
diferentes tipos de luces. Esto concluye que las luces LEDs se pueden utilizar como un sustituto
eficaz por los tubos fluorescentes usados en la aclimatacién in vitro de Nothofagusalpina, debido a
que los LEDs consumen menos energia, tienen mayor durabilidad, emiten menos temperatura.
(Astudillo C., 2014).

La intensidad de la luz solar, la humedad relativa que se mantiene en los invernaderos son de
extrema importancia. Como se ha expuesto resulta imprescindible el control y monitoreo de todos
los factores antes mencionados para las condiciones edafo-climaticas en que se desarrollara la fase
de climatizacion de las vitroplantas. Algunas de las técnicas utilizadas para modificar el ambiente
externo son la reduccion paulatina de la humedad relativa y el aumento gradual en la luminosidad.
(Morales, 2013).

Para normalizar la actividad fisioldgica se recomienda el uso de antitranspirantes , para reducir asi la
pérdida de agua de las plantas, la adicion de osmoreguladores y de retardadores de crecimiento,
principalmente del grupo de los triazoles -como el paclobutazol que bloquean la sintesis de
giberelinas y aumentan la resistencia al estrés por factores bidticos, esto aparentemente asociado a
un incremento de antioxidantes en la planta , (Torres 2010).

Del total de 30 vitroplantas de C. chinense que fueron transferidas al invernadero para la fase de
aclimatacion, se logré un 73.33% de sobrevivencia después de dos semanas en invernadero. Estos
resultados son similares a los observados por Christopher y Rajam (1994), quienes lograron un 86%
de sobrevivencia al trabajar con dos especies de Capsicum. Dabauza y Pefia (2001); obtuvieron 90 y
95% de sobrevivencia en C. annuum L. El 36.67% de mortalidad obtenido durante la aclimatacion
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lo atribuimos a las plantas que fueron plantadas con menos de 4 foliolos, los cuales no resistieron el
estrés causado por el cambio de temperatura y por consiguiente murieron; mientras que las plantas
que fueron plantadas con 4 a 8 foliolos presentaron una alta sobrevivencia. Otro factor que influyd

fue la presencia de hongos (Damping-off) en la etapa de trasplante.

También se requiere prestar atencion al momento del trasplante y cubrir solamente la base del tallo
ya que si se cubre el primer entrenudo aumenta la mortalidad. A B 54 Las plantas que lograron
sobrevivir presentaron un lento desarrollo en la primera semana de trasplante; pero en el transcurso
de la tercera semana se aprecio el desarrollo de nuevos folios, y los 45 dias se pudo observar la
formacion de yemas florales. El desarrollo de frutos se dio a los 60 dias de cultivo en el invernadero,
los cuales estaban listos para su cosecha al cabo de 98 dias. El ciclo vegetativo de las plantas fue
muy similar a las plantas procedentes de semilla. Es importante sefialar que todas las plantas fueron
colocadas bajo sombra de Saran en el invernadero y no en camaras humedas de aclimatacion como
se acostumbra hacer con la mayoria de las plantas que son aclimatadas en el invernadero. Esta
informacion resulta importante ya que simplifica la manipulacién de las vitroplantas durante la
transferencia a invernadero, reduce el tiempo de cultivo en esta fase y facilita la transferencia de
plantas a campo.

Se ha realizado un estudio en el que las plantulas de Laeliaeyermaniana RCHB para aclimatacion, se
subcultivaron en el medio MS, hasta que presentaron dos 0 mas hojas y raices. Con base en los
criterios sugeridos por Rawson y Gémez (2001), las plantulas se clasificaron en: grandes (mayores
de 3 cm, con dos 0 mas hojas y raices), medianas (1.5 a 3 cm; 1 a 2 hojas y raices) y pequefias
(menores 1.5 cm con una hoja y raiz). Posteriormente se transfirieron a macetas de plastico de 6.7
cm de altura y 6.0 cm de ancho, utilizando como sustrato fibra de palma soyate (Braheadulcis
(H.B.K.) (Nava F JJ, etal, 2011).

Las macetas se colocaron en charolas con domo transparente y se expusieron a un ambiente
controlado [temperatura de 25 + 2°C, fotoperiodo de 16/8 hr. de oscuridad y 46 pmolm2s-1 de
intensidad luminosa (Quantum Meter ApogeeMod. QMSWSS)]. Cada 15 dias el domo se fue
abriendo de manera paulatina hasta que las plantulas quedaron completamente expuestas, lo cual
ocurrio a los 45 dias. Permanecieron bajo las mismas condiciones hasta completar 90 dias de
cultivo. El porcentaje de sobrevivencia se obtuvo al multiplicar el nimero de plantas que

sobrevivieron al final del periodo de aclimatacion por 100, dividiendo el resultado entre el niUmero
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inicial de plantulas sometidas a este proceso. Por otro lado, se cuantificé el nimero de estomas por
mm2 en la region abaxial y adaxial en hojas de plantas in vitro, y a los 90 dias de aclimatadas.
(Nava F J, Jet al, 2011)

Conclusiones

Del marco tedrico y conceptual analizado, se puede deducir que son mdltiples los factores a
considerar para lograr la tecnologia de produccion de vitroplantas, ya que no es suficiente con la
propagacion de las mismas en el laboratorio; el verdadero reto consiste en la implementacién de un
manejo adecuado donde se logren altas tasas de sobrevivencia en la fase de aclimatacion
minimizando los costos de produccion.

La implementaciéon de una adecuada estrategia (técnica) durante la fase de aclimatacion, permite
utilizar el mismo espacio de las viviendas, lo que permitira cultivar mayor nimero de veces en el
afio. La aplicacion de reguladores de crecimiento en combinacion con aportes de nutrientes por la
via foliar puede jugar este papel. De otra parte, como resultado de las investigaciones revisadas, ha
sido demostrada la factibilidad de producir plantas de mejor calidad, a precios competitivos en el
mercado, para satisfacer la creciente demanda de material de plantacion con alto valor sanitario y
genético, donde siempre estd presente como objetivo fundamental el de cumplir con las exigencias
del cliente y que se logre la competitividad que demanda el mercado.

La recopilacién sintetizada de investigaciones realizadas sobre Factores bidticos y abidticos que
influyen en la aclimatacion de las vitroplantas en invernadero, que se han plasmado en este trabajo
nos ha permitido ampliar el conocimiento, llevar a la practica y obtener mejores resultados en la
propagacion de plantas a través de la técnica in vitro, fundamentalmente en la fase de aclimatacion,
comprendiendo que esta concluye con un andlisis anatomico y fisiolégico de las plantas obtenidas

en laboratorio.
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