UNIVERSIDAD CENTRAL DE VENEZUELA
FACULTAD DE AGRONOMIA
ESCUELA DE AGRONOMIA
DEPARTAMENTO DE AGRONOMIA

MULTIPLICACION DEL HELECHO CACHO DE VENADO (Platycerium
bifurcatum) in vitro MEDIANTE HOMOGENEIZACION DE PROTALOS E in
vivo A PARTIR DE ESPORAS

José Angel Gomez L.

Josefina Paez de Céasares (tutora)

Maracay, Enero de 2005



UNIVERSIDAD CENTRAL DE VENEZUELA
FACULTAD DE AGRONOMIA
ESCUELA DE AGRONOMIA

DEPARTAMENTO DE AGRONOMIA

MULTIPLICACION DEL HELECHO CACHO DE VENADO (Platycerium
bifurcatum) in vitro MEDIANTE HOMOGENEIZACION DE PROTALOS E in
vivo A PARTIR DE ESPORAS

José Angel Gomez L.

Josefina P4ez de Césares (tutora)

Trabajo presentado como parte de los requisitos para optar
al titulo de Ingeniero Agronomo mencion Fitotecnia que otorga la

Universidad Central de Venezuela.

Maracay, Enero de 2005



Nosotros los abajo firmantes, miembros del Jurado Examinador del Trabajo de
Grado titulado MULTIPLICACION DEL HELECHO CACHO DE VENADO
(Platycerium bifurcatum) in vitro MEDIANTE HOMOGENEIZACION DE
PROTALOS E in vivo A PARTIR DE ESPORAS, cuyo autor es el bachiller
José Angel Gomez, cédula de identidad 13 308 399, certificamos que lo hemos
leido y que en nuestra opinidon reudne las condiciones necesarias de adecuada
presentacion y es enteramente satisfactorio en alcance y calidad como Trabajo de

Grado para optar al titulo de Ingeniero Agronomo Mencion Fitotecnia.

Josefina P4ez de Casares Efrain Salazar
Tutor-coordinador Jurado Principal
Claret Michelangeli Dinaba Perdomo

Jurado Principal Jurado Suplente



DEDICATORIA

MQWW&WW%WW&W@



AGRADECIMIENTOS

A Dios, quien siempre me guio e iluminé a lo largo de estos afios.

A mi madre Marijose, pilar fundamental y ejemplo a seguir sin quien no hubiese

logrado esta meta.

A Juan Pablo, mi hermano.

A la profesora Josefina Paez, guia inestimable en la elaboracion de este trabajo.

A Angélica Chavez, cuya ayuda fue imprescindible en todo momento.

A la profesora Judit Garcia, por su colaboracion desinteresada en el analisis
estadistico para este trabajo.

Al profesor Orlando Guenni y Julio Tang, por su ayuda en las mediciones de

luz.

A mis amigos Gianna, Maximiliano, Oscar, Elizabet, Melchor y Nick.

A Maria Martiradonna, quien ha estado a mi lado en los momentos buenos y

malos.

A la UCV mi segunda casa durante todo este tiempo.

A todos aquellos que de una u otra forma colaboraron conmigo e hicieron

posible que hoy se cumpla esta nueva meta.

Gracias



RESUMEN

Para mejorar la propagacion in vivo e in vitro del helecho cacho de venado
(Platycerium bifurcatum) se iniciaron varias investigaciones partiendo de
esporas. En los ensayos in vivo, las esporas con la fronda fueron lavadas y
desinfectadas y enjuagadas con agua destilada, desionizada y estéril, para
luego separarse de la hoja mecanicamente. Posteriormente se les sembro6 en
diferentes medios y mezclas en frascos herméticos o en envases (bolsas
plasticas) bajo cAmara humeda en diferentes ambientes. Evidenciandose una
tendencia a la germinacion in vivo de las esporas en envases bajo cadmara
hameda en todos los sustratos menos el de humus de lombriz y arena 1:1 bajo
sombreadero con tela de sardn. Se observé asi mismo una tendencia inicial a
la germinacion de esporas en frascos herméticos con todos los sustratos bajo
ambos ambientes (sombra de tela de saran y arborea), observandose luego una
rapida muerte y desaparicion de los gametofitos. No se observaron espordfitos.
También se realizaron tres ensayos complementarios preliminares, en el
primero, se sembraron esporas en envases sin drenaje y frascos de vidrio con
tres tipos de tapa. La tendencia fue a observar germinacion de esporas en dos
sustratos pero con una densidad muy pobre, llegandose a obtener esporofitos
luego de 6 meses de la siembra. En el segundo, se realizaron tratamientos
previos a la siembra de las esporas por remojo en agua o escarificacion en
acido sulfurico y luego se sembraron en frascos herméticos o en envases sin
drenaje. En este caso, no se observo germinacion de esporas en ninguno de
los frascos. En el tercero, se sembraron las esporas en envases con drenaje y
tapa de vidrio utilizando sustratos previamente desinfectados con agua caliente
colocandose estos sobre una bandeja con agua. En esta oportunidad, la
tendencia fue a que una gran cantidad de esporas formara un buen nimero de
esporofitos luego de 4 meses. En los ensayos in vitro, las esporas con la fronda
se lavaron y desinfectaron previamente y luego estas fueron separadas de la

hoja mecéanicamente, desinfectadas nuevamente y enjuagadas con agua
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destilada, desionizada y estéril, luego fueron implantadas para la germinacién
en un medio solido de Murashige y Skoog (1962) (M1) o Miller y Miller (1961)
(M2) con 0,6% de agar y 4% de sacarosa, al formarse los protalos se
homogeneizaron en una licuadora estéril, en cuatro lotes, la mitad de los
protalos germinados en cada medio se les licué en su mismo medio pero en
estado sdlido o liquido. En la homogeneizacion en medio solido se empled el
mismo medio usado para la germinacion y en todos los casos se adiciond
inositol, tiamina y 2,5 mg de oxitetraciclina a una temperatura de 40T, los
medios liquidos fueron colocados en agitacién, ambos medios los liquidos y
solidos se incubaron en un cuarto climatico (26 £ 2T y 16 horas de iluminacién
a 2 pM/sm?). Se constatd, que M1 fue significativamente mejor para la
germinacion y sobrevivencia de Platycerium bifurcatum cultivado in vitro que
M2. Fue evidenciada una tendencia a regenerarse los gametofitos luego de la
homogeneizacion en el medio M1 liquido en agitacion. No se observo aparicion
de la fase esporofitica. Se realiz6 un ensayo complementario preliminar con
gametdfitos germinados in vitro, tratando de inducir la fase esporofitica bajo una
lampara incandescente y plantandolos luego en sustrato esterilizado bajo
camara humeda. Fue posible constatar una tendencia a formarse esporofitos
luego de un mes en grandes cantidades. En conclusiéon en esta planta se
observé una tendencia a poder ser propagada in vivo en grandes cantidades en
pocos meses. La multiplicacion in vitro mediante homogeneizacion y otros
tratamientos tendié a ser mas demorada pero efectiva y con menos problemas
sanitarios. En ambas formas de propagacién también la tendencia fue a formar

finalmente espordfitos.

Palabras clave: Platycerium bifurcatum, esporas, germinacién in vivo e in
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SUMMARY

To improve the propagation in vivo and in vitro of the staghorn fern (Platycerium
bifurcatum) several investigations were done from spores. In the in vivo trials,
the spores with fronds were washed, disinfected and rinsed with distilled,
deionized and sterile water, then they were mechanically separate from the leaf.
Later on, they were implanted in different media and mixtures in hermetic flasks
or in containers (plastic bags) under humid chamber in different environments. It
was evidenced a tendency to germination of spores in vivo in containers under
humid chamber in all the substratums, but less in worm humus and sand 1:1
under saran fabric shadow. It was observed also an initial tendency to
germination of spores in hermetic flasks with all the substratums under both
environments (shade of saran fabric and arboreal), it was observed a quick
death and disappearance of the gametophyte. Sporophytes was not observed.
They were also carried out three preliminary and complementary trials, in the
first one spores were planted in containers without drainage and glass flasks
with three types of covers, spores tended to germinate in two substratums but
with a very poor density, it ended up sporophytes after 6 months from planting
date. In the second treatment, spores previously were soaked in water or
sulfuric acid and then planted in hermetic flasks or in containers without
drainage. In this case, no germination of spores occurred. In a third trial,
spores were planted in containers with drainage and covers of glass using
substratums previously disinfected with boiling water, and then placed on a tray
with water. In this opportunity was a great quantity of spores formed a good
sporophytes number after four months. In the in vitro trials, the spores with
frond were washed and disinfected previously and then mechanically separated
from the leaf, disinfected again and rinsed with distilled deionized and sterile
water, then they were implanted for germination in a Murashige and Skoog
(1962) (M1) or Miller and Miller (1961) (M2) solid media with 0,6% agar and 4%

sucrose, when prothallus were formed they were homogenized in a sterile
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blender, in four lots, half of the germinated protallus in each medium were
liquefied in their same medium but in solid or liquid state. In the homogenization
in solid medium, it was used the same one used for germination and in all the
cases were added inositol, tiamina and 2,5 mg oxytetracycline at 40C
temperature, the liquid media were placed in agitation, both liquid and solid
media were incubated in a climatic room (26 = 2T a nd 16 hours of illumination
to 2 uM/sm?). It was verifies, that M1 was significantly better for germination and
survival of Platycerium bifurcatum cultivated in vitro than M2. A tendency was
evidenced to be regenerated the gametophytes after the homogenization in the
agitated liquid M1 medium. It was not observed a sporophytic phase. It was
carried out a preliminary complementary trial with gametophytes germinated in
vitro, trying to induce the sporophytic phase under an incandescent lamp and
planting they later in sterilized soil under humid chamber. It was possible to
verify a tendency to form sporophytes in great quantities after one month. In
conclusion in this plant it was observed a tendency to be propagated in vivo in
great quantities in few months. The in vitro multiplication by means of
homogenization and other treatments tended to be more delayed but effective
with less sanitary problems. In both propagation ways also was finally observed

a tendency to form sporophytes.

Key word: Platycerium bifurcatum, spores, germination in vivo and in

vitro, soil, environments, homogenization, gametophytes, sporophytes.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

Los helechos son plantas muy antiguas, ligadas al principio de la vida
sobre la tierra. No producen flores, frutos ni semillas; por lo que su
reproduccion, fisiologia y caracteristicas intrinsecas los hacen muy diferentes
al resto de las plantas y sin embargo poseen un gran atractivo visual que los
colocan en un sitial de honor entre las plantas ornamentales. Aun cuando los
helechos son plantas frecuentemente asociadas al tropico, se las puede
encontrar en casi todas partes del mundo, a diferentes alturas y condiciones

climaticas.

Se conocen entre 6,000 y 12,000 especies de helechos en el mundo
entero. La clase Filicopsida solamente incluye unos 400 géneros y alrededor
de 10,000 especies; en ella estan incluidos los helechos cominmente usados
como ornamentales. Y entre ellos esta el género Platycerium, el cual cuenta
con unas 18 especies, todas usadas como plantas ornamentales con un gran

valor econdmico.

El helecho Cacho de Venado (Platycerium bifurcatum) es la especie mas
conocida y difundida del genero, usada como planta ornamental. Es originario
de Australia, aunque se le puede encontrar en otras islas del Océano Pacifico.
El resto de las especies de ese genero poseen diversos origenes: Filipinas,
Sudeste Asiatico, Indonesia, Australia, Madagascar, Africa e incluso Sur
América; donde se encuentra el Platycerium andinum, actualmente en peligro

de extincion dada la deforestacion de los bosques donde habita.

Los usos de los helechos son extraordinariamente variados. En muchos

paises se usan en diversas formas como alimento, en otros como material de



construccibn o como materia prima para la elaboracion de artesanias. La
industria y la medicina también han usado los helechos como material de
investigacion o materia prima para la elaboracion de bienes o medicinas.
Poseen gran importancia para el control de la erosion, e incluso se les ha usado
como plantas magicas en rituales religiosos diversos. Sin embargo es el

ornamental el uso mas difundido y generalizado que se ha dado a los helechos.

La reproduccion sexual de los helechos no depende como ya se dijo de
flores, frutos o semillas, en vez de ello recurren a un mecanismo propio que
consta de dos fases perfectamente definidas y que comienza con la
germinacion de una estructura similar a una semilla denominada espora; la cual
da lugar a una lamina de células planas o gametdfito, el cual a su vez contiene
células sexuales femeninas y masculinas que al unirse dan lugar a la fase

conocida como esporofito, que es la que normalmente se observa.

La reproduccion asexual de los helechos esta relacionada con la
capacidad que tiene la mayoria de estos, de producir brotes o hijuelos del
rizoma. Su propagacion asexual consiste en la separacion de esos brotes y su

posterior plantacién sobre algun tipo de sustrato.

Los helechos pueden propagarse de dos modos, a saber: in vivo e in
vitro. Al propagarse in vivo se pueden usar esporas o0 estructuras de
reproduccion asexual o brotes. En el segundo caso se separan o cortan los
brotes y se plantan en cestas de alambre o en envases con algun sustrato
adecuado. Cuando se les reproduce mediante esporas, se colocan estas sobre
suelo previamente esterilizado, situdndose luego en un ambiente con alta

humedad.

Por otro lado, al propagarse los helechos mediante cultivo in vitro se usa
algin medio de cultivo que garantice los nutrientes minimos requeridos, al

tiempo que se trabaja bajo condiciones de esterilidad. De esta forma se pueden



germinar esporas o realizar divisiones e incluso multiplicar las plantas usando
tejidos tales como hojas, raices, rizomas, etc. Varias técnicas de cultivo in vitro
han sido usadas, entre las que destacan: la homogenizacion, aereacion,
agitacion en medios liquidos, etc. Cada una de ellas posee ventajas y
particularidades, que pueden ofrecer solas 0 en combinacion una masificacion
de la propagacion, obteniéndose asi una gran cantidad de plantas en forma
rapida y econdmica, en las mejores condiciones sanitarias. Todas las anteriores

pueden ser aplicadas al helecho Cacho de Venado con éxito.

Las técnicas avanzadas de propagacion de helechos; asi como algunas
mas tradicionales han sido muy poco usadas en nuestro pais. Por otro lado, la
gran cantidad de usos que poseen los helechos, su importancia y fragilidad
reproductiva motivaron la realizaciéon de este trabajo, con el fin de investigar
algunos aspectos sobre las técnicas que permitan beneficiarse del helecho
Cacho de Venado, y posteriormente de otros helechos en sus diversas formas y

usos, tal y como se ha venido realizando en muchas otras partes del mundo.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.

Germinar esporas intactas del helecho Cacho de Venado (Platycerium
bifurcatum) in vivo en diferentes sustratos, ambientes y tipo de envase e in vitro
en medios solidos y liquidos. Ademas homogeneizar los protalos desarrollados
en el laboratorio al germinar las esporas hasta observar el desarrollo de la fase

esporofitica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Germinacion y desarrollo in vivo de esporas intactas del helecho Cacho de

Venado en diferentes sustratos y ambientes en envases herméticos de vidrio.

Germinacion y desarrollo in vivo de esporas intactas del helecho Cacho de
Venado en bandejas plasticas con diferentes sustratos y ambientes bajo

camara hiumeda.

Multiplicacién in vitro a partir de esporas intactas del helecho Cacho de Venado
en diferentes medios de cultivo, ademas de homogenizar los protalos

desarrollados in vitro hasta observar el desarrollo de la fase esporofitica.



CAPITULO Il

REVISION DE LITERATURA

1. GENERALIDADES DEL HELECHO CACHO DE VENADO

(Platycerium bifurcatum).

Platycerium bifurcatum, conocido comunmente como Helecho Cacho de
Venado o Cuerno de Ciervo es una planta de excepcional belleza, encontrada
con frecuencia en la decoracion exterior de las casas. Posee habitos de
crecimiento epifitos, con raices y rizomas poco visibles y dos tipos de hojas muy
diferentes que le confieren su especial conformacién. Es uno de los helechos
mas comercializados y buscados. Sin embargo la informacion sobre el mismo

es escasa y de poco alcance (Floridata, 2003).

1.1. Origen.

El genero Platycerium es originario de las islas del océano pacifico en su
mayoria, sin embargo se le puede encontrar en otras partes del mundo. En el
caso concreto de Platycerium bifurcatum su origen se ubica en Australia y
Nueva Guinea. A su vez, se conocen alrededor de 10 especies ubicadas en
Filipinas, sudeste Asiatico, Indonesia, Australia, Madagascar, Africa y Sur
América (Universidad de Florida, 2003).

La distribucion de la Unica especie del genero Platycerium presente en América,
el Platycerium andinum, esta restringida al bosque seco tropical de Peru y
Bolivia y en la actualidad se esta llevando a cabo un gran esfuerzo en la
proteccion de estas zonas, ya que la tala de arboles para la obtencién de

madera esta tornando en peligro la sobrevivencia de esta especie (Protejamos



el bosque seco tropical del huallaga, Habitat del helecho Platycerium andinum,
2004).

1.2. Taxonomia y caracteristicas botanicas.

El helecho Cacho de Venado pertenece a la division Pteridofita
subdivision  Filicophytina, clase Filicopsida, orden Filicales, Familia
Polipodiaceae, Genero Platycerium, Especie Platycerium bifurcatum (Lindorf et
al, 1991).

El nombre del genero Platycerium proviene del griego y significa “cuerno plano”
(Staghorn Fern, 2003).

El helecho Cacho de Venado (P. bifurcatum) posee un rizoma grueso,
escamoso Yy corto el cual esta cubierto por la masa de hojas, permaneciendo
invisible. Las raices son abundantes y forman una red de gran eficiencia en la
recoleccion de agua y nutrimentos, estas poseen, distribuidas en forma
irregular, yemas capaces de desarrollar nuevas plantas. Las hojas que
confieren el aspecto extrafio y belleza particular a esta planta, son de dos tipos:
las fértiles o foliares y las basales o infértiles. Las hojas infértiles son planas,
redondas y estan ubicadas en la base de la planta, crecen en capas bastante
densas con la mitad basal agarrandose al sustrato. La parte superior de las
frondas basales pueden ser lobadas o divididas y permanecer erectas,
formandose asi un eficiente método de recoleccidén de agua, restos de hojas y
cualquier otro material util para la produccion de humus, el cual al
descomponerse libera nutrientes necesarios para el crecimiento de la planta.
Inicialmente las frondas basales son de color verde, pero una vez alcanzado su
maximo crecimiento mueren tomando un color marrén y una apariencia
parecida al papel (Universidad de Florida, 2003).



Las hojas fértiles o foliares pueden estar erguidas o colgar, poseen una longitud
de 45 a 91 cm., son planas, y angostas en la base, ensanchandose y
dividiéndose en sus extremos, confiriéndole el aspecto de un cuerno, de donde

deriva su nombre comun (Botany, 2004).

Las frondas fértiles tienen una funcion reproductiva, ya que en la parte inferior
de sus extremos se forman parches de esporangios de color rojizo, los cuales
contienen las esporas. Ambos tipos de hojas (foliares y basales) estan
cubiertas en diversos grados por pequefios pelos de forma de estrella que le
confieren a la hoja un color plateado, estos proveen de proteccion contra ataque
de insectos, asi como de conservacion de la humedad (Universidad de Florida,
2003).

2. REQUERIMIENTOS AGROECOLOGICOS DEL HELECHO
CACHO DE VENADO (Platycerium bifurcatum).

2.1. Temperatura.

La mayoria de los helechos del genero Platycerium son considerados
delicados o semi-delicados a las temperaturas muy bajas y no toleran
temperaturas por debajo de 12,8C. Sin embargo existen excepciones
notables como P. bifurcatum el cual puede llegar a tolerar temperaturas tan
bajas como 1,1TC. No obstante el rango optimo de temperatura ideal para P.

bifurcatum se ubica por encima de 21<C (Floridata, 2003).
2.2. Humedad.

Se requiere de alta humedad pero con un buen drenaje ya que P.

bifurcatum es altamente sensible al exceso de agua, para esto es necesaria una



escogencia adecuada del sustrato a usarse prefiriendose aquellos ricos en
materia organica con abundante espacio poroso, asimismo el ambiente debe
ser de alta humedad relativa. En épocas secas se recomienda asperjar el

follaje de la planta al momento del riego (Floridata, 2003).

2.3. Radiacion.

La iluminacion es de gran importancia para el cultivo de P. bifurcatum ya
gue en gran medida el aspecto visual de la planta depende de ello. Requieren
abundante cantidad de luz filtrada, sin embargo no toleran la incidencia de sol
directo el cual genera rapidamente quemaduras en las hojas. La iluminacién
ideal se obtiene al colocar la planta bajo la sombra de arboles o sombreadero
de tela plastica, donde se logre una iluminacion entre 10 700 a 21 400 lux,
aunque se les puede hacer crecer con un minimo de iluminacion de 6 400 lux.
Cuando la iluminacion es muy baja el crecimiento se hace muy lento y la planta
se torna muy susceptible al ataque de enfermedades e insectos (Marie Selby
Botanical Gardens, 2003).

2.4. Suelos.

En general los helechos pueden ser cultivados exitosamente en suelos
con buen drenaje y alta retencion de humedad. Para lograr esto es necesario
saber que los suelos con alto contenido de arcilla poseen una altisima retencién
de humedad y nutrientes, sin embargo su capacidad de drenaje se ve
disminuida. Al usar suelos arcillosos como sustrato se deben mezclar con
materiales que incrementen su capacidad de drenaje como la arena mezclada
con materia organica. De ser necesario se deben emplear acondicionadores de
suelo. En el caso de suelos muy acidos se debe aplicar cal para disminuir la
misma (Chin, 1998).



Por otra, parte la arena posee excelentes cualidades de drenaje pero
aporta muy pocos nutrientes, por lo que debe ser mezclada con suelos
arcillosos y materia organica. Existen en el mercado una gama de polimeros
acondicionadores de suelo que ayudan de manera significativa a incrementar la
retencion de humedad del suelo con lo que los riegos se hacen mas espaciados
(Chin, 1998).

En el caso concreto de P. bifurcatum el sustrato a usar debe poseer un
excelente drenaje ya que esta planta es altamente susceptible al exceso de
humedad en el suelo, pudiéndose generar pudriciones y aparicion de
enfermedades como Rhizoctonia sp. trayendo como resultado la perdida total
de la planta. Al mismo tiempo el sustrato a emplear debe poseer una buena
retencion de humedad que evite su desecacion y el consiguiente estrés hidrico
a la planta. Se recomienda que la superficie del suelo sea esponjosa y porosa.
También puede cultivarse esta planta imitando su ambiente natural utilizando
corteza de arboles, fibra de raiz de helecho, trozos de ladrillos o incluso
colocando la planta directamente sobre la rama de un arbol (Universidad de
Florida, 2003).

2.5. Plantacion.

Existen diversas formas de cultivar P. bifurcatum, entre ellas la mas
comun consiste en su colocacion en una cesta de alambre, la cual se ha llenado
previamente con algun sustrato adecuado, esto permite a la planta colonizar
dicha cesta por los lados atravesando el material que forra internamente la
cesta que usualmente consiste en fibra de coco, obteniéndose con el tiempo
una planta de gran tamafio y de forma redonda muy estética. Algunos
cultivadores prefieren atar la planta con alambre a una lamina de raiz de
helecho o una tabla de madera cubierta con un poco de sustrato, la planta crece

entonces en un solo plano, pudiéndose colocar contra una pared. También muy
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comun resulta el colocar la planta directamente sobre el tronco de un arbol
(Universidad de Florida, 2003).

2.6. Riego.

Los mayores problemas del cultivo de P. bifurcatum y otras plantas del
mismo género se derivan del riego incorrecto, ya que como se mencion6
anteriormente estas plantas son muy sensibles al exceso de agua, requiriendo
sin embargo niveles altos de humedad constantemente. Las frondas basales
actian como un reservorio de agua, dado que adquieren una textura esponjosa
gue ayuda a mantener la humedad. A medida que pasa el tiempo y la planta se
hace cada vez mas grande, reserva y mantiene mayor cantidad de agua por
periodos mas largos al tiempo que puede tolerar mejor las condiciones de
estrés hidrico. Puede observarse entonces que el riego depende en gran
medida de la edad y grado de desarrollo de la planta siendo mas abundante y
frecuente cuando la planta es mas joven y/o pequefia. En lineas generales
puede decirse que en épocas calurosas y secas se debe regar una o dos veces
a la semana mientras que en épocas lluviosas con un riego a la semana o
menos es suficiente para satisfacer la demanda hidrica de estas plantas,
siempre y cuando el sustrato posea buenas caracteristicas de drenaje (The

platycerium site, 2004).

2.7. Fertilizacion.

La velocidad de crecimiento de P. bifurcatum como en la mayoria de los
helechos es bastante lenta, por lo que se prefieren los fertilizantes que liberen
lentamente los nutrientes en la medida en que la planta los va requiriendo. En
muchos casos se recomiendan abonos organicos de origen vegetal como el
compost o humus de lombriz, etc. y también de origen animal como harina de
hueso, harina de sangre o emulsion de pescado, no es conveniente utilizar

cascara de cambur, ya que por su alto grado de humedad puede generar
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pudriciones en P. bifurcatum. Los fertilizantes inorganicos también pueden ser
usados siempre y cuando se usen formulas de proporcion 1:1:1 tales como
15-15-15 o 16-16-16, entre otros; aplicados mensualmente. Estas plantas
responden muy bien a la aplicacion de fertilizantes foliares en forma frecuente
(Chin, 1998).

2.8. Plagas y enfermedades.

Son muy pocas las plagas que atacan a P. bifurcatum, sin embargo, si
estas aparecen se multiplican rapidamente ocasionando dafios considerables a
la planta. Una buena nutricion de las plantas asegura una mayor resistencia al
atague de todo tipo de plagas y enfermedades ya que las mismas se
encuentran en un mejor estado nutricional y estan por ende, en mejor
capacidad de hacer frente por si mismas al ataque. Lo mismo ocurre cuando las
condiciones de cultivo son inapropiadas, un ejemplo es el ataque de
Rhizoctonia sp el cual ocurre cuando el sustrato esta saturado de agua por
condiciones de mal drenaje. Incluso las plantas saludables y bien mantenidas

pueden sufrir algin ataque de plagas o enfermedades (Chin, 1998).

Entre los insectos que pueden atacar a P. bifurcatum se pueden citar:
escamas, chinches harinosas, afidos, acaros, facilmente de encontrar en brotes
jovenes y que son frecuentemente acompafados por hormigas las que se
alimentan de sus excreciones azucaradas, ademas, las hormigas transportan
estos insectos de una planta a otra por lo que es necesario controlarlas para
evitar la diseminacion del ataque a plantas vecinas. Una forma de control de

estos insectos consiste en la aspersion de soluciones jabonosas (Chin, 1998).

Existen casos en que un control manual o mediante el uso de sustancias
no toxicas es imposible o inefectivo por lo que conviene recurrir al uso de
insecticidas comerciales, sin embargo se debe ser cuidadoso en extremo en el

uso de este tipo de sustancias dada su toxicidad tanto para las personas, medio
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ambiente como para las mismas plantas que deseamos tratar ya que algunas
de estas sustancias pueden resultar fitotoxicas. Es por esto que son preferibles
los insecticidas no basados en aceite ya que otros tipos pueden producir
guemados y deformaciones de las hojas (Universidad de Florida, 2003).

3. PROPAGACION DE P. bifurcatum Y OTROS HELECHOS.

3.1 Aspectos relacionados con la propagacion de los helechos. Ciclo de

vida.

Los helechos son plantas muy antiguas que no poseen las mismas
caracteristicas que las plantas superiores, entre esas caracteristicas podemos
encontrar el hecho de que no producen flores ni frutos, en lugar de ello
recurren a otro mecanismo para poder llevar a efecto su reproduccién sexual
(Anexo 1). Para esto producen esporas que son altamente resistentes y
similares a una semilla, las cuales, en condiciones de alta humedad germinan,
dando lugar a una estructura haploide, independiente y libre denominada
gametdfito o protalo. Esta estructura tiene como Unica funcion la de producir las
células sexuales denominadas células anterozoidales (flageladas y maviles) y
arquegoniales (sésiles), para que las primeras fecunden a las segundas cuando
una pelicula de agua sobre el gametdfito les permite nadar hasta alli y de esa
forma se genere un embrion que al desarrollarse forme el espordfito, que no es
mas que la planta diploide de helecho que normalmente observamos, este en
un principio depende del gametdfito para su supervivencia, pero luego se hace
independiente y fotosintéticamente activo, se establece como una planta

autotrofa al tiempo que el gametofito muere (Hartmann y Kester, 1994).
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3.2. Propagacion in vivo.

3.2.1. Propagacion sexual.

Muchos helechos se propagan sexualmente a partir de esporas. En este
sentido, la clave para la propagacion de los helechos viene dada en evitar la
contaminacion del proceso de germinacién de las esporas con algas, hongos,
musgo, bacterias, etc. Para esto es necesario desinfectar meticulosamente todo
el material a usar como envases, bandejas, vidrios, etc., para lo cual se les
puede sumergir en soluciones concentradas de cloro al 10% por 45 minutos a
una hora o hirviéndolos en agua de ser posible. De la misma forma, las
esporas deben ser esterilizadas en una solucion de cloro al 5,25% por 5 a 10

minutos (Emmons, 1997).

Existen varias metodologias para lograr la humedad adecuada para la
germinacion de las esporas in vivo, una de ellas consiste en el uso de bandejas
de germinacion de 6 cubiculos colocadas dentro de recipientes plasticos de
comida, los cuales son llenadas con sustratos constituidos por turba y arena en
proporcion de 50:50, luego se esteriliza este medio aplicandole agua hirviente,
se tapa y se deja enfriar a la sombra para luego sembrar las esporas

(Propagating ferns from spores, 2004).

Por otro lado, Chin (1998) describe otros métodos muy parecidos a los
anteriores, pero donde el sustrato es sustituido por pedazos de ladrillo en un
recipiente de barro cocido y colocado esto sobre un delgado disco de agua.
También funciona muy bien el sembrar las esporas directamente sobre la
superficie exterior de un recipiente de barro e invertir éste, introduciendose
luego en un recipiente de cierre hermético (Anexo 2). Otro método descrito
(Anexo 3) consiste en utilizar un sustrato escogido en un recipiente de barro con
drenaje, no llenando sino unas % partes del mismo, luego se siembran las

esporas sobre la superficie del sustrato y se tapa con un vidrio el recipiente para



14

evitar la desecacion, y todo el conjunto se coloca sobre un plato que siempre
debe estar lleno de agua, para que esta ascienda hasta las esporas por
capilaridad y mantenga una alta humedad relativa entre la superficie del

sustrato y el vidrio (Plumbridge, 1976).

Inicialmente los gametdfitos son en extremo sensibles a la falta de agua, por lo
gue siempre hay que estar atento a reponer el agua que se halla podido perder
por evaporacion, sin embargo es de vital importancia para el éxito el no
perturbar la superficie del sustrato mediante la aplicacion directa de agua,
tampoco se debe destapar o exponer las esporas mientras germinan y tienen

cierto tamafo (Propagating ferns from spores, 2004).

Si todo sale correctamente, en unas pocas semanas Se comenzara
apreciar un color verde sobre la superficie del sustrato, no obstante como se ha
sembrado una enorme cantidad de esporas juntas, los gametofitos comenzaran
a competir entre si por luz, agua y nutrientes, deformandose y adquiriendo una
forma alargada en vez de la forma tipica acorazonada del gametofito. Debera
entonces realizarse un primer repique, el cual consiste en dividir la masa de
gametdfitos y replantarla bajo las mismas condiciones en que estaban

(Propagating ferns from spores, 2004).

Normalmente no es necesario asperjar agua sobre los gametdfitos si las
condiciones de humedad son las apropiadas, sin embargo cuando estos han
alcanzado buen tamafio puede realizarse para ayudar a la fertilizacion vy
obtener asi los espordfitos. Una vez obtenidos los espordfitos y las plantitas
tengan un tamafo suficiente pueden transplantarse a recipientes individuales,
pero manteniéndolas bajo cadmara humeda para gradualmente climatizarlas
(Emmons, 1997).

En un ensayo realizado con dos especies de helechos arborescentes,

Dicksonia sellowiana y Cyathea schanschin, se desinfectaron las esporas en
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una solucién de hipoclorito de calcio o de sodio en diferentes concentraciones
por 10-20 minutos, comparandose sus eficacias. Luego se sembraron en
medios con fibras de raiz de helecho, tierra, turba o ladrillo fragmentado,
obteniéndose que la desinfeccion con hipoclorito de calcio al 2% fué mas
eficiente, de la misma manera una mayor germinacion pudo evidenciarse en el
medio de raiz de helecho. La germinacion fue constatada luego de 4 a 8
semanas Yy los protalos comenzaron a formarse luego de 30 a 40 dias (Borelli et
al, 1990).

Para propagar exitosamente al P. bifurcatum a través de esporas in vivo
es necesario cumplir con un par de requisitos indispensables, lograr una
humedad adecuada y un sustrato aceptablemente estéril. Ademas de lo
anterior, es necesario detectar bien el grado de madurez de las esporas ya que
estas deben estar en su punto de éptimo de maduracion. Esto se conoce por la
coloracion que es verde claro cuando los soros (lugares donde se producen las
esporas bajo las hojas) estan jovenes y pardo oscuro al madurar, ahora bien,
los soros estan recubiertos por una pelicula cerosa blanquecina antes de que
las esporas comiencen a liberarse por si mismas. El momento oportuno para
recolectar las esporas resulta al observar que la coloracion de las mismas se ha
tornado oscura pero aun estando protegidas por la pelicula, entonces se
procede a cortar la seccion de hoja con los soros, para luego raspar las esporas

de la superficie (Emmons, 1997).

Otra forma de recolectar esporas en especial cuando se trata de otras
especies de helechos consiste en cortar las frondas y colocarlas en un sobre de
papel, el cual se mantendra bajo una lampara incandescente, luego de unos 30

minutos las esporas comienzan a liberarse (Emmons, 1997).

Es importante considerar que P. bifurcatum posee dos tipos de frondas,

unas planas y redondeadas pero infértiles, y otras alargadas y divididas en
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forma de cuerno fértiles, por lo que son estas ultimas las que deben observarse

al investigar por presencia de esporas (Universidad de Florida, 2003 ).

Para esta misma planta (P. bifurcatum) y en Rumohra adiantiformis se
realizaron ensayos para lograr su germinacion in vivo en la facultad de
Agronomia de la Universidad Central de Venezuela probandose sustratos
constituidos por mezclas en diversas proporciones de hidrogel, arena, Yy turba
en la germinacion. Para esto recolectaron las esporas y las sometieron a
desinfeccion con etanol al 70% por 30", seguido por hipoclorito de sodio al
5,25% por 5 y lavandose una vez con agua destilada desionizada y estéril;
luego colocaron las esporas asi desinfectadas en recipientes plasticos con tapa
hermética que contenia alguno de los siguientes sustratos previamente
desinfectados: hidrogel, hidrogel y arena 1:1, hidrogel y arena 2:1, turba, turba y
arena 1.1, turba y arena 2:1 y arena colocandose bajo un cobertizo (sarany
plastico) bajo condiciones climaticas controladas (17-28C y 50-60%HR).
Evidencidndose una tendencia a la germinacion soOlo para Rumohra
adiantiformis en los sustratos de turba y arena 1:1 y 2:1; no asi para P.
bifurcatum, el cual no evidencié germinacion alguna (Alzuru, 2002).

En esa misma institucion, Marquez (2003) trabajo con esporas de P.
bifurcatum, las que desinfecto con etanol al 70% por 30”7, seguido por hipoclorito
de sodio al 5,25% por 5’ y lavandose tres veces con agua destilada desionizada
y estéril. luego fueron sembradas en sustratos de turba y arena, en
proporciones 1:1 y 2:1 y colocadas bajo dos ambientes: plastico sobre saran y
plastico sobre doble saran. Encontrandose evidencias pequefias de
germinacion en ambos sustratos pero solo cuando fue cultivado bajo el

ambiente de plastico sobre saran (Marquez, 2003).
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3.2.2. Propagacion asexual.

3.2.2.1. Multiplicacion mediante varias estructuras de propagacion.

Los helechos poseen infinidad de formas y de estructuras de
propagacion. Los géneros Angiopteris y Marattia crecen en un compacto y
fuerte grupo, cada uno de los pedunculos de las frondas largas tienen un par de
estructuras carnosas de aspecto semejante a orejas o0 auriculas en su base,
estas auriculas en los grupos mas viejos forman plantulas, las cuales al tener
un tamafno adecuado pueden ser separadas y plantadas individualmente (Chin,
1998).

Otros helechos, como algunas especies de los géneros Nephrolepis y
Asplenium forman plantulas miniatura o bulbillos en la superficie de la fronda o
en el extremo de las mismas (Anexo 4), una vez estas plantulas tienen raices

pueden ser separadas y plantadas individualmente (Chin, 1998).

Nephrolepis produce estolones delgados en todas direcciones formando
nuevas plantas cada cierto intervalo, lo cual le permite a esta planta extenderse
rapidamente, ademas posee la particularidad de producir tubérculos
subterraneos (Anexo 5), que al plantarse generan a su vez nuevas plantas
(Chin, 1998).

Es posible para ciertas especies de helechos, como en el caso de los
géneros Pteris, Cyrtomium y Dryopteris, que se forme el espordfito por
gemacion del tejido gametofitico sin intervencion de la fecundacion, dando lugar
a plantas haploides con un porte menor que las plantas diploides, conociéndose

este fendmeno como apogamia (Lindorf et al, 1991).

Otro fendmeno relacionado con la multiplicacion de los helechos lo

constituye la denominada aposporia, encontrada en géneros como Osmunda, y
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Polystichum, que consiste en el desarrollo de gametéfitos a partir de tejidos
esporofiticos, sin la intervencion de las esporas, y no involucrando meiosis
(Anexo 6). Estos gametdfitos suelen presentar caracteristicas propias de los
esporofitos tales como las traqueidas y pueden formarse en el &pice y
margenes de las hojas asi como en los esporangios en los soros. La
fecundaciéon de un gametofito aposporico produce una planta tetraploide
(Lindorf et al, 1991).

En este orden de ideas Nakamura y Maeda (1995) realizaron un
experimento con Lygodium japonicum para desarrollar gametofitos aposporicos
de fragmentos de hoja que habian sido subcultivados previamente in vitro.
Obtuvieron formacion de gametdfitos, los que continuaron bajo cultivo hasta que

formaron anteridios y arquegonios, y finalmente produjeron espordfitos.

3.2.2.2. Multiplicacién por separacion de rizomas.

Esta es la forma mas comun y conocida de propagar helechos, y es la
usada en la mayoria de los viveros comerciales. Algunos helechos, la mayoria
de especies del genero Adiantum, poseen rizomas rastreros cortos que forman
grupos ramificados que pueden ser separados y plantados. Otros, entre ellos
especies del genero Nephrolepis, poseen rizomas largos siendo mucho mas
sencilla su propagacion que consiste simplemente en cortar dicho rizoma en
secciones, dejando en cada seccion algunas yemas, evidenciandose estas por

la presencia de hojas (Chin, 1998).

Ciertos helechos, como algunas especies del genero Asplenium,
simplemente pueden ser cortados en dos a través del punto de crecimiento, la
mitad donde quedo la yema apical continuara desarrollandose a través de esta,
mientras que la otra mitad, posee algunas yemas latentes que se desarrollan y
crecen (Chin, 1998).
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Es necesario extremar las medidas de sanidad en el momento de realizar
estos cortes, ya que los mismos constituyen una puerta de entrada a patdégenos

pudiéndose generar dafios o perdidas a las plantas (Atehortua et al, 1999).

En el caso de P. bifurcatum, este desarrolla hijuelos o brotes
provenientes de la ramificacion del rizoma y de yemas en las raices, basta con
cortar o separar estas plantitas cuando tengan un tamafo apropiado para luego
plantarlas en algun sustrato adecuado y asi multiplicar la planta. Hay que
acotar que este método es bastante limitado y lento, ya que hay que esperar
entre un corte y otro a que la planta madre se recupere, ademas, la cantidad de
plantas obtenibles asi son muy pocas. Esto conlleva a mantener una gran
cantidad de plantas madres a disposicion, generandose costos por el espacio y

mantenimiento de las mismas (Chin, 1998).

3.3. Propagacion in vitro.

3.3.1. Consideraciones generales.

Las técnicas de cultivo in vitro han venido siendo usadas como una
herramienta de investigacion del desarrollo de las plantas desde principios de
los afios 50, sin embargo, su potencial como técnica para la propagacion
masiva de helechos no se hizo evidente sino hasta finales de los afios 70.
Actualmente esta técnica esta siendo usada en muchos paises, tanto para
satisfacer la demanda de helechos localmente, como para la exportacion (Chin,
1998).

Las ventajas evidentes del uso de técnicas de cultivo de tejidos vienen
dadas principalmente por la enorme cantidad de plantas idénticas que pueden
obtenerse partiendo de una sola planta, en un espacio bastante reducido,
tomando un tiempo aceptablemente corto y con unas condiciones sanitarias

optimas. Los virus pueden llegar a propagarse por via del cultivo de tejidos, si
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las técnicas no son bien aplicadas. Los hongos, bacterias y otros patégenos no
estan presentes, ya que son eliminados en el proceso de desinfeccion previa a

la implantacion del tejido (Roca y Mroginski, 1991).

Otras ventajas del empleo de técnicas de cultivo de tejido vienen dadas
en el mejoramiento vegetal ya que permiten obtener hibridos de plantas
incompatibles, asi como obtener plantas haploides a través de cultivos de
anteras. Las técnicas que buscan generar variabilidad genética artificial como
las mutaciones (con radiaciones o quimicos), cultivo de callos o en la
modificacion genética es indispensable el uso de cultivo de tejidos (Roca y
Mroginski, 1991).

Murashige (1974) ha descrito una serie de pasos usados comunmente en
los laboratorios de cultivo de tejidos. El primero es la implantacion, es decir, la
preparacion y desinfeccion del explante, y su colocacion aséptica en un medio
nutritivo que soporte el crecimiento y la vitalidad del tejido. El segundo es la
multiplicacion, donde se busca la induccién de multiples brotes o plantulas
mediante transferencias o repiques del material en medios donde se han
ajustado los reguladores de crecimiento, iluminacion y otros factores. El tercero
es el establecimiento final de las plantas que conlleva el enraizamiento,
crecimiento y endurecimiento o climatizacion de las mismas como preparacion

para su establecimiento en el lugar definitivo.

Los medios de cultivo han sido ampliamente estudiados y modificados,
tratando de adaptarlos a diversos requisitos y/o cultivos. Probablemente el
medio mas usado y popular sea el de Murashige y Skoog (1962), el cual es
altamente concentrado en sales y que ha sido modificado y adaptado a gran
cantidad de plantas. Ademas de las sales minerales, las plantas cultivadas in
vitro requieren de una fuente de carbono, suministrada esta por algun tipo de
azucar, siendo la sacarosa la preferida. Las vitaminas, en especial las del

complejo B (entre ellas la mas importante es el inositol), son de vital importancia
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debido a la incapacidad de las plantas en sintetizarla, por lo que deben tomarla
siempre de su entorno, y en consecuencia deben estar presentes en el medio

de cultivo (Roca y Mroginski, 1991).

Cuando se realiza una propagacion mediante cultivo de tejidos puede
obtenerse en muchas especies directamente una planta (organogénesis directa)
0 en primer lugar una masa de células poco diferenciadas denominada callo,
gue luego da lugar a una planta (organogenesis indirecta). La inclusion en el
medio de cultivo de reguladores de crecimiento, (principalmente citocininas y
auxinas), los niveles de estos reguladores o la presencia de uno u otro (ambos
inclusive), promueven la formacion del callo o su diferenciacion. Lo anterior va
a depender de la especie con que se este trabajando asi como de los

resultados que se deseen obtener (Roca y Mroginski, 1991).

Asi mismo pueden multiplicarse plantas por embriogenesis directa o
indirecta, en este Ultimo caso, los explantes deben pasar también a través de la
formacion de un callo, para lo cual es necesario suministrar en el medio de

cultivo auxinas como el 2,4-D (Roca y Mroginski, 1991).

Existen una gama de sustancias complejas adicionales que se han usado
exitosamente en el cultivo de tejidos para suplementar el medio, entre ellos la
caseina hidrolizada, el carbon activado, el agua de coco, entre otros que
pueden tener efectos benéficos en el crecimiento del explante (Roca y
Mroginski, 1991).

Gran cantidad de estudios relacionan el estado nutricional o fitosanitario
de las plantas madres o donantes con el éxito o fracaso en la implantacién
aseptica de tejidos, dado que plantas mal nutridas o enfermas estan asociadas
con contaminacion y fallas en la implantacion de algunas plantas. En un
ensayo llevado a cabo con Nephrolepis exaltata y Cordyline fruticosa pudo

determinarse que el aumento de la fertilizacion nitrogenada en las plantas
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madres incremento significativamente el nimero de brotes producidos in vitro

de N. exaltata no ocurriendo asi con C. fruticosa (Hvoslef-Eide, 1992).

3.3.2. Multiplicacion de helechos in vitro en medios solidos o liquidos a traves

de estructuras asexuales y sexuales o esporas.

3.3.2.1. Estructuras de propagacion asexual.

La recoleccion de las yemas se lleva a cabo seleccionando aquellas que
presenten aspecto saludable, prefiriendo aquellas que no hallan estado en
contacto con el suelo, el tamafio no debe ser mayor a 1 cm. y los restos de
fronda, raiz, rizoma o cualquier otro diferente a la propia yema debe ser
removido en su totalidad. De la misma manera, cuando el material a propagar
sea de otro tipo, como rizomas, secciones de hoja o raiz se procedera a
seleccionar aquel que se vea mas saludable, removiendo todos aquellos restos
vegetales innecesarios. Luego de escoger el explante se procede a su

desinfeccion e implantacion en un medio de cultivo (C-fern, 2004).

Hirsch (1975) evalud el efecto de la sacarosa en secciones juveniles de
hojas del helecho Microgramma vacciniifolia cultivadas para evidenciar la
formacion de gametdfitos o esporoéfitos. Encontrando, que al cultivar los callos
formados en un medio de cultivo sin sacarosa se formaron regenerantes
gametofiticos y espordfiticos, mientras que al aumentar los niveles de sacarosa,
fue disminuyendo la cantidad de gametofiticos y aumentando la cantidad de los

esporofiticos.

En otro ensayo, en la Escuela de Biologia de la Universidad Central de
Venezuela se realizé un analisis del efecto de sustancias de crecimiento sobre
la morfogénesis del callo del helecho Pteris cretica logrado a partir de hojas
jovenes. Encontrandose una iniciacion del callo a los 20 dias, la induccion del

callo se aprecié en medios solidos y liquidos al subir o bajar los niveles de



23

auxina (2,4D) en presencia de citocininas; la regeneracion del brote se logro en

un medio soélido suplementado con cinetina (Fureli y Garcia, 1986).

En el helecho Nephrolepis biserrata se realiz6 un estudio donde se
utilizaron estolones, que crecieron produciendo plantas enraizadas a los 63 dias
en un medio de Murashige y Skoog (1962) diluido a la mitad, 30 g/L de
sacarosa y 8 g/L de bacto-agar. De la misma manera, se formaron callos que
luego generaron plantas al colocarse los estolones en el mismo medio anterior
pero con 125 mg/L NaH,PO,4, 5 mg/L tiamina, 500 mg/L Mioinositol, 20 mg/L
sacarosa, 1 mg/L BAP y 0,1 mg/L NAA, las plantulas con raiz se observaron

luego de transcurridos 94 dias (Micropropagation of ferns, 2004).

Para el caso concreto de P. bifurcatum también se ha realizado una gran
cantidad de ensayos con el objeto de mejorar su propagacion. Uno de estos
fue el realizado por Camloh et al (1994) donde lograron desarrollar yemas
adventicias de las hojas juveniles cultivadas in vitro, para esto tomaron hojas
enteras de menos de 12 mm de longitud y las cultivaron en el medio de
Murashige y Skoog modificado por Hennen y Sheehan (1978), suplementado
con 0,5 pM de 6-benzylaminopurina (BA). Las yemas adventicias se
desarrollaron directamente del tejido foliar sin pasar por la fase de callo. El
desarrollo de las yemas fue méas lento en los medios que contenian BA.
También fue observada la aposporia espontdnea. Finalmente las plantas

fueron transferidas a suelo y resultaron idénticas a la planta donadora.

Al colocar carbon activado al medio de cultivo donde se coloco una
suspension celular de P. bifurcatum pudo observarse un incrementdé en el
namero de espordfitos regenerados, incluso cuando fueron eliminados los
reguladores de crecimiento. Las mejoras cualitativas del carbon activado
incluyeron: regeneracion de esporofitos simples, prevencion de formacion de
grupos de gametdfitos anteriores a la regeneracion de los espordfitos,

prevencion de la formacion de grupos de yemas asi como esporofitos con
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multiples primordios de yemas y por ultimo prevencion de ocurrencia de

hiperhidricidad de los esporofitos regenerados (Teng, 1997).

El efecto de las concentraciones de etileno también se ha estudiado en
la produccion de esporéfitos de Platycerium coronarium, en ese sentido fueron
cultivados in vitro fragmentos de hojas y rizomas, observandose que con el
tiempo acumulaban en el interior de los frascos etileno en forma espontanea,
pudiendo constatar que ello disminuia el porcentaje de espordfitos producidos.
Al agregar al medio de cultivo el inhibidor de accion del etileno tiosulfato de
plata, pudo observarse un incremento en el porcentaje de plantas regeneradas,

evidenciandose la accion inhibitoria del etileno (Kwa et al, 1995).

Pueden regenerarse tejidos gametofiticos aposporicos y esporofiticos al
cultivarse escamas foliares de P. bifurcatum, para ello, esporas son sembradas
segun metodologia de Camloh y Gogala (1992) hasta desarrollar la fase
esporofitica in vitro. Una vez obtenidos los espordfitos se procede a separar y
cultivar las escamas juveniles en un medio de Murashige y Skoog (1962), 0,8%
de Difco-Bacto agar y diferentes niveles de sacarosa. Comprobandose que el
azucar incrementa la viabilidad y regeneracion de las escamas y promueve el
desarrollo de rizoides, pero concentraciones mayores al 0,1% de sacarosa

inhiben la aposporia (Dolinsek y Camloh, 1997).

Asi mismo se desarrollé un nuevo método de regeneracion de brotes a
partir de las escamas foliares de P. bifurcatum utilizando un medio de cultivo de
Murashige y Skoog (1962) y 1, 2 y 3% de sacarosa. Las escamas fueron
separadas de plantas de 3 a 5 meses de vida cultivadas in vitro en un medio
carente de reguladores de crecimiento. Luego de 60 dias de cultivo, de 90 a
100% de las escamas desarrollaron brotes adventicios con hojas y algunas
incluso raices. La sacarosa no afectdé el numero de brotes formados en las
escamas. La regeneracion de las escamas es un buen sistema para estudios

de la morfogénesis temprana (Dolinsek et al, 1999).
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En otro experimento se propagaron plantas de P. bifurcatum usando
secciones de hoja, que fueron colocadas sobre medio de cultivo de Murashige y
Skoog (1962) con Kinetina y/o Acido Naftalen Acético. Luego de 12 semanas
se constatd la presencia de cuerpos globulares verdes en la superficie de la
hoja que estaba en contacto con el medio. Se regeneraron plantas al cultivar
los cuerpos globulares en medios como el sefialado anteriormente con y sin
carbon activado, alcanzando un tamafio adecuado a los 6 meses, luego estas
enraizaron a las 8 semanas en el mismo medio pero con carbén activado y 2
mg/L de ANA (Benczur et al, 1995).

En Platycerium stemaria se realiz6 un estudio de propagacion in vitro
donde tomaron brotes asexuales de plantas que estaban siendo cultivadas en
invernadero para luego extraerles los apices caulinares. Luego de una rigurosa
desinfeccion de los mismos, estos fueron implantados en medio Murashige y
Skoog (1962), suplementado con tiamina, Piridoxina, &cido nicotinico, sulfato de
adenina, IAA, sacarosa (30g/L) y Difco Bacto agar (8g/L). En un principio se
observo oxidacion de la superficie del explanta, sin embargo luego de 35 dias
los explantas mostraron desarrollo de frondas. Después de 3 meses los
explantas fueron separados y transferidos a medio fresco, y por ultimo fueron
subdivididos cada 2-4 semanas para evitar superpoblacion. Cuando las plantas
desarrollaron hojas de 2-3 cm de longitud fueron removidas de los frascos y
colocadas en recipientes comunitarios con un sustrato 1:1 de raiz de fibra de
helecho y musgo. Lograndose producir mas de 300 plantas en 16 meses
(Hennen y Sheehan, 1978).
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3.3.2.2. Estructuras de propagacion sexual o esporas.

Cuando se utilizan yemas vegetativas en la propagacion in vitro, las
plantas obtenidas resultan idénticas entre si, debido a que las mismas no son el
resultado directo de la unidon de dos gametas. Sin embargo, en P. bifurcatum, a
pesar de que la fertilizacion del gametdfito implica la union de dos gametas, no
se ha sefialado variaciones importantes cuando son cultivadas a través de
esporas, por el contrario, se obtienen plantas fieles al tipo, con lo que la
propagacion de esta especie es viable por métodos sexuales y asexuales
obteniéndose resultados satisfactorios en ambos casos (Chin, 1998).

Al cultivar helechos por esporas existe la posibilidad de que presenten
cambios genéticos o mutaciones que conlleven cambios en la apariencia de las
plantas, esto no es deseable cuando queremos propagar masivamente plantas
con fines comerciales, ya que lo ideal es que el material propagado sea lo mas
fiel posible entre si y con respecto a la planta donadora o planta madre. Lo
observado hasta ahora es que Ilos cambios o0 mutaciones son
extraordinariamente poco frecuentes, de hecho muy raros, y generalmente son
sefialados para géneros particulares, por lo que se habla casi como si se tratara
de una propagacion clonal. En el caso de P. bifurcatum, propagar a través de
esporas produce plantas fieles al tipo. Por otro lado, las pequefias variaciones
gue pudieran presentarse al propagarse mediante esporas algunos helechos,
pudieran dar lugar a cultivares de importancia econémica. A pesar de no ser
muy difundida, la practica de la hibridizaciéon ha sido realizada con éxito en
muchos géneros de helechos, pero para lograrlo es indispensable cultivar
esporas in vitro, pues es la Unica manera de tener el control suficiente que

asegure el cruce (Chin, 1998).

En muchos casos la obtencion de las esporas constituye el mayor

problema a superar, debido al hecho de que las mismas estan ubicadas en la
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fronda de una manera tal que se dificulta grandemente su extraccién. En este
sentido es recomendable cortar la fronda con las esporas e introducirlas en un
sobre de papel, para luego situarla bajo el calor de una lampara incandescente,
los soros comenzaran a liberar las esporas pasados unos 30 minutos, las que
se observan como un fino polvillo en el sobre. Una vez recolectadas las
esporas, estas pueden secarse y almacenarse a temperatura ambiente por

anos, sin embargo es recomendable la siembra inmediata (C-fern, 2004).

Otra fuente de esporas lo constituyen las sociedades de cultivadores de
helechos que se dedican a recolectar y enviar previo pedido, esporas de las

especies solicitadas (Emmons, 1997).

En el caso de P. bifurcatum, la recoleccion de esporas es posible, ya
gue los soros forman parches densos en las puntas de las hojas con lo que
basta con rasparlas de la superficie de la fronda con un cuchillo o navaja para

gue una enorme masa de esporas se desprenda (Botany, 2004).

Tres especies de Asplenium han sido propagadas exitosamente en el
laboratorio mediante el empleo de técnicas de propagacién avanzada. Para ello
fue evaluada la temperatura ideal de germinacion, determinada en 10T,
aunque también hubo germinacion a 15, 20 y 25C, al final se obtuvieron

gametdfitos masculinos, femeninos y hermafroditas (Pangua et al, 1994).

De manera similar Morini (2000) desarrollé una metodologia in vitro para
la propagacién de Osmunda regalis, partiendo de esporas. Tomo esporas
maduras de una planta adulta y las hizo germinar asépticamente en el medio
sélido de Hoagland y Arnon (1950), el cual fue suplementado con 30 g/L de
agar; producieéndose gametofitos y esporofitos normales. Los esporofitos fueron
susceptibles a vitrificacion aiin cuando usaron citocininas para intentar evitarlo.
Los esporofitos llegaron a producir esporangios que contenian esporas capaces

de germinar en gran porcentaje dentro del mismo medio de cultivo.
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En un experimento con Dicksonia sellowiana y Cyathea schanschin,
ambos helechos en peligro de extincion, desinfectaron las esporas en
soluciones de hipoclorito de sodio y de calcio en diferentes concentraciones
para evaluar su eficacia, luego realizaron la siembra en los medios de
Murashige y Skoog modificado, Jones (1987) o la solucién de Knop modificada
por Dyer (1979). La solucién de hipoclorito de calcio al 2% demostré ser mas
eficiente en el control de la contaminacion, los protalos se formaron entre 30 a
40 dias, apreciandose una mayor germinacion en los medios de Jones y Knop
(Borelli et al, 1990).

Camloh y Gogala (1992) implantaron esporas de P. bifurcatum en el
medio modificado de Miller y Miller (1961), tomaron grupos de gametdfitos de
unas 6 a 7 semanas y los subcultivaron en el mismo medio de cultivo pero con
modificaciones de pH, sacarosa y agar con el objeto de determinar los mejores
niveles de los mismos para el cultivo de estos gametodfitos. Llegaron a la
conclusion de que los mejores niveles de sacarosa estaban alrededor de 4%, el

pH a 5,5y los medios de cultivo sin agar.

Bourne (1994) desarrollé6 un programa de produccién comercial de
Platycerium superbum partiendo del cultivo aséptico de esporas. Esterilizd
esporas recolectadas y las cultivé sobre el medio modificado de Fossards.
Luego de 3 meses las esporas habian germinado para luego ser subcultivadas
a intervalos de 2-3 meses. Un gran numero de esporofitos se produjeron
espontaneamente y al alcanzar unos 2-3 cm. de diametro fueron transplantadas

para su climatizacion.

De la misma manera, Constantino (1995) describe la propagacion in vitro
de P. alcicorne comenzando con esporas, las cuales sembré en medio de
cultivo con agar, azucar, vitaminas y nutrientes, pero sin reguladores de
crecimiento; obteniendo una tasa de multiplicacion de 17,16 plantas y una

climatizacion del 80%.
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En un estudio realizado por Camloh et al (1996) determinaron el efecto
del acido jasmonico como promotor de la division de los protoplastos de los
helechos, elongacion de las rizoides y desarrollo temprano de los gametofitos.
Para ello, cultivaron esporas de P. bifurcatum sobre el medio de Knop, el cual
fue suplementado con &cido jasmonico, al tiempo que preparaba otro medio
idéntico pero sin acido jasmonico para usarse como testigo. Concluyendo que
el &cido jasmonico no tuvo influencia sobre la germinacion e iniciacion primaria
de rizoides, pero promovio significativamente el desarrollo temprano del

gametofito.

Alzuru (2002) intentando mejorar la propagacion in vitro de P. bifurcatum
y Rumohra adiantiformis, realiz6 varios ensayos partiendo de esporas. Las
esporas fueron desinfectadas y sembradas en medios solidos con 0,7% de agar
o liquidos en agitacion, con las sales basicas de Murashige y Skoog (1962) y
1,5% de sacarosa 0 sin sacarosa. Concluyendo que la germinacion se ve

significativamente acortada en los medios sin sacarosa para ambos helechos.

3.3.3. Otras formas de multiplicacion in vitro de helechos mediante Aereadores

y Homogenizacion.

3.3.3.1. Aereadores.

Los aereadores son dispositivos que mantienen un flujo constante de
burbujas o de movimiento dentro de un medio de cultivo liquido lo que permite
una fractura deseable de los tejidos vegetales, ademas, debido a que el medio
esta en estado liquido se evitan los efectos negativos generados por la adicion
de agar. En este sentido Sheffield et al (1997) llevaron adelante un ensayo con
los helechos Pteridium aquilinun 'y Anemia phyllitidis, los cuales fueron
exitosamente cultivados partiendo de esporas en un aereador construido de la
misma manera que el descrito por Boyd et al (1988), que contenia el medio de

cultivo constituido por las sales de Moore (1903). Ambas especies produjeron
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una mayor biomasa que la sefialada para ningun otro medio liquido o sdlido.
La morfologia presentada por los gametofitos asi cultivados fue similar a la
observada en los desarrollados sobre el suelo.

De manera similar Alzuru (2004) realizd6 un experimento donde sembro
esporas de Rumohra adiantiformis en el medio de cultivo Murashige y Skoog
(1962) adicionado con 1,5% de sacarosa y sin sacarosa, en un aereador
construido en el laboratorio, no siendo posible obtener germinacion de las

esporas, pero si logré controlar la contaminacion inicialmente presentada.

3.3.3.2. Homogeneizacion.

La homogenizacidn es una técnica que consiste en realizar cortes finos al
material vegetal, en este caso gametdfitos, mediante el uso de una licuadora
esterilizada u otro dispositivo similar. Los gametofitos asi cortados son
regenerados, dando lugar a una gran cantidad de gametofitos, ya que cada
fraccion del mismo tiene la capacidad eventualmente de volver a formarse con
todas sus estructuras, siendo completamente funcional. De esta forma, pueden
multiplicarse enormemente los gametofitos partiendo de unos pocos, de una
manera por demas muy econémica, ya que no se requiere la extraccion de cada
uno individualmente para luego ser colocado uno a uno en medio de cultivo
nuevo. Esto Ultimo demandaria mayor numero de horas trabajadas,

incrementandose asi los costos (Cooke, 1979).

Numerosos experimentos han sido realizados con la finalidad de emplear
y mejorar la técnica de homogenizacion para diversos helechos, en ese sentido
Janssens y Sepelie (1989) tomaron unos pocos gramos de protalos
previamente cultivados in vitro de Blenchum spp. y Pelaea rotundifolia,
homogeneizandolos luego por 5-10 segundos en una licuadora (esterilizada)
junto con medio de cultivo de Knudson o agua destilada, luego el material

homogeneizado fue cultivado sobre el mismo medio pero sélido, donde
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solamente hubo regeneracion del tejido, no detectandose el cambio de fase a
esporofito sino hasta que se cultivé sobre una mezcla desinfectada de turba y

arena.

Fernandez et al (1993) por su lado, homogeneizaron gametofitos y tejido
esporofitico de Asplenium nidus que habia estado siendo cultivado partiendo de
esporas in vitro, con la finalidad de observar su capacidad de regeneracién en
el medio de cultivo de Murashige y Skoog (1962) con 3% de sacarosa. Los
gametofitos homogeneizados so6lo regeneraron gametoéfitos, mientras que los

tejidos espordfiticos regeneraron esporofitos y gametofitos aposporicos.

En otro ensayo, se traté de regenerar plantas homogeneizando rizomas
que fueron cultivados con BA. Para esto tomaron esporoéfitos de Asplenium
nidus y Pteris ensiformis y los cultivaron durante 1 mes en el medio de cultivo
de Murashige y Skoog (1962) suplementado con benzylaminopurina (BA). Los
rizomas se multiplicaron debido a la accidén de las citocininas. Estos rizomas
fueron aislados, homogeneizados y plantados en el mismo medio pero sin la
adicion de hormonas. Los explantas de Pteris ensiformis desarrollaron
esporofitos, pero en Asplenium nidus, tuvo lugar regeneracion esporofitica y
gametofitica. Lograndose obtener aproximadamente 500 espordfitos de 0,5 g

de material homogeneizado (Fernandez et al, 1997).

En otras investigaciones, estos mismos autores con el fin de estudiar
aspectos biolégicos y nutricionales involucrados en la multiplicacion de los
helechos homogeneizaron gametdfitos de varias especies, el homogenado
resultante fue cultivado in vitro. Ellos apreciaron diferencias resaltantes en el
periodo de tiempo transcurrido entre el cultivo de esporas hasta el desarrollo del
esporofito entre las especies. Para especies con ciclo de vida rapido y alta
produccion de espordfitos, la homogenizacion resultdo ser un excelente método
de propagacion. En otras especies, la produccion de espordfito fue inhibida por

el proceso de homogeneizacion. También estudiaron el efecto del medio de
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cultivo, encontrandose que para Osmunda regalis y Pteris ensiformis la
formacion del esporéfito se incrementé cuando agregaron agua y 0,7% de agar.
La adicién de sacarosa inhibio el desarrollo del gametdfito e indujo necrosis del
tejido (Fernandez et al, 1999).

En este sentido Cooke (1979) realiz6 un experimento con la finalidad de
implementar la homogenizacion como una técnica eficiente de ayuda en cultivo
de tejidos, con fines de propagacion de Platycerium y Davallia. Para ello inicid y
multiplicé plantas de ambos géneros en un medio con las sales de Murashige y
Skoog (1962), removiéndolas, diseccionandolas y transfiriendolas a frascos
individuales. Unas 40 plantulas de Platycerium y 10 de Davallia fueron
asepticamente removidas y colocadas en una licuadora esterilizada con 50 ml
de medio de cultivo. Estas fueron licuadas por 5 segundos y transferidas
alicuotas a contenedores plasticos, agregandose luego medio de cultivo hasta
completar 100 ml. Se evidencid crecimiento en todos los estratos del agar a
unas 2-3 semanas y una excelente produccién de plantas fue observada a los 2
meses para ambos géneros. En los envases de Platycerium observaron unas
200 plantulas facilmente separables, mientras que en Davallia contaron unas
80. luego de la climatizacion fuera del laboratorio logran una tasa de

supervivencia del 80%.

Cuando se realiza homogenizacion, con frecuencia hay una alta
incidencia de contaminacion que constituye el punto débil de la técnica. Por
otro lado, con frecuencia incluyen antibioticos a los medios de cultivo para
minimizar la accion bacteriana, sin embargo aparte de los efectos bactericidas,
los antibioticos afectan los procesos metabdlicos y el crecimiento y desarrollo in
vitro de las plantas. Es por ello, que Teng y Teng (2000) estudiaron el efecto
de tratamientos de remojo (“pulso”) de penicilina-G y sulfato de estreptomicina
en la regeneracion de esporofitos homogeneizados de P. bifurcatum. Partiendo
de una suspension celular preparada mediante la homogenizacion de

esporofitos de 1-2 cm de longitud por 30 segundos en una licuadora
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previamente esterilizada con agua destilada, se procedi6 a sumergir el
homogenado, asi como espordfitos enteros (de los que luego plantarian
explantas de hoja y brotes basales) en una solucién antibiética constituida por
penicilina-G y sulfato de estreptomicina a 1000 mg/L cada uno por 0, 20, 40, 60,
120 y 180 minutos. Luego el homogenado fue colocado en medio Murashige y
Skoog (1962) con y sin NAA. La regeneracion de los explantas de hoja y brotes
basales no presentd diferencias significativas. El tratamiento de remojo caus6
dafios al mesdfilo, division de la hoja e hiperhidricidad en algunos espordfitos.
Los espordfitos continuaron su crecimiento en suelo sin evidenciar ninguin

efecto, a excepcion de los que presentaron hiperhidricidad.

Marquez (2003), por su parte, homogeneizd protalos de P. bifurcatum en
busca de una metodologia que permitiera obtener gran cantidad de plantas en
corto tiempo. En primer lugar, sembré esporas del helecho previa desinfeccion
(etanol al 70% por 30 segundos, Vitavax® al 4% por 5 minutos e hipoclorito de
sodio al 5,25% y ademas Tween 20 por 10 minutos), en el medio de cultivo de
Murashige y Skoog (1962) solidificado con 0,7% de agar y 1,5% de sacarosa
(M1). Una vez presentes los protalos y teniendo un tamafio adecuado una
parte fue licuada con un medio constituido por las mismas sales de Murashige y
Skoog (1962), 30 g/L de sacarosa, 8 g/L de agar, 100 mg/L de inositol y 0,4
mg/L de Tiamina-HCI (M2), por 5 segundos en una licuadora previamente
esterilizada. Posteriormente implanto alicuotas de 10 ml del material licuado en
el medio usado para la homogenizacion o en el medio usado para la
germinacion (M1). En ambos casos afiadié 1,5 ml de oxitetraciclina. La otra
parte de los protalos fue subcultivada sin homogeneizar en los dos medios
antes descritos. Observando que para los gametoéfitos homogeneizados en el
medio dos (M2) hubo una tendencia a la regeneracion, no sucedi6 esto para el

otro medio. Tampoco se observo aparicion de espordfito.
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4, USOS E IMPORTANCIA ECONOMICA.

Existe una extensa gama de usos para los helechos, aun cuando
generalmente se piense que su funcion basica es la de plantas ornamentales,
siempre han estado muy ligadas al hombre y por consiguiente este le ha ido

atribuyendo propiedades y usos relacionados con sus costumbres.

4.1. Medicinal.

Gran cantidad de propiedades curativas les han sido adjudicadas a los
helechos desde tiempo inmemorial. El reumatismo, trastornos del intestino,
guemaduras, torceduras, uUlceras y mordeduras de insectos o serpientes han
sido tratadas en forma tradicional en todas partes del mundo con medicinas
preparadas con helechos como ingrediente principal. Principalmente se usan
los rizomas o las hojas maceradas y colocadas externamente o hechas en una
decoccion y luego tomadas. Universalmente reconocen las propiedades del
aceite extraido a los helechos en el tratamiento de parasitos gastrointestinales.
Algunos helechos han sido usados para curar la disenteria, mientras que a
otros les adjudican propiedades laxantes, e incluso existen pruebas clinicas con
la finalidad de evidenciar las propiedades encontradas en el tratamiento de
hepatitis. La lista de propiedades medicinales de los helechos es muy larga, sin
embargo deben realizarse pruebas y ensayos serios con la finalidad de
comprobar la veracidad de dichas afirmaciones y ofrecer tratamientos seguros a
los pacientes (Chin, 1998).

4.2. Alimenticio.
Aunque no sean considerados una fuente importante de alimento, los

helechos han aportado nutrientes a una importante fraccion de personas en

todo el mundo. La extraccion de almidon del rizoma ha constituido buena parte
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de la alimentacion aportando carbohidratos, minerales y vitaminas en India,
Nueva Zelanda, Filipinas, Madagascar, Nueva Guinea, Nueva Caledonia, Hawai
y Australia; contribuyéndose asi a mitigar el hambre en tiempos de escasez,
aunque dicho almidén sea de sabor poco agradable y sélo obtengan pequefias
cantidades. Hasta mediados del siglo XX se uso el almidén de la médula de
ciertos helechos para ser usado en las lavanderias. Los retofios jovenes de
muchos helechos son consumidos frescos como hortalizas y en algunos paises
como Japon constituyen verdaderas delicias culinarias cotizando precios
bastante elevados (Chin, 1998).

4.3. Bebidas.

Muchos helechos son preparados en infinidad de bebidas. En algunos
paises el rizoma de ciertos helechos es usado para sustituir al lapulo en la
elaboracion de cerveza, otros se usan para preparar té, mientras que algunos

son fermentados para elaborar bebidas alcohélicas (Chin, 1998).

4.4, Fertilizantes organicos.

En Asia es frecuente el uso de algunos helechos acuaticos flotantes
como abono verde con gran éxito. Estos helechos son cultivados en el agua del
arroz inundado y cuando se acerca la madurez, al secarse el campo, el helecho

funciona como abono (Chin, 1998).

4.5, Control de erosion.

En las selvas tropicales humedas, donde las condiciones de sombra
natural, alta humedad y altas precipitaciones impiden el uso de otras plantas en
el control de la erosion, los helechos pueden ser usados con gran éxito para
este fin, ya que algunos forman masas muy densas que protegen y cubren muy

bien el suelo. Aunque algunos pueden ser susceptibles al fuego y desaparecer
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dejando el suelo desprotegido, otros poseen rizomas subterraneos que los
protegen del mismo. En Australia y Nueva Zelanda se han usado para

estabilizar areas costeras y carreteras (Chin, 1998).

4.6. Ornamental.

Sin duda es el ornamental el uso mas popular de los helechos. Su gran
versatilidad y aire tropical son usados frecuentemente para crear ambientes
soberbios e inspiradores tanto en el interior como en el exterior, en patios y
jardines. EIl helecho Cacho de Venado (P. bifurcatum) con sus dos tipos de
frondas, gran tamafo, habitos epifitos de crecimiento y belleza particular, le
hacen del agrado y preferencia de cuantos desean crear un ambiente diferente
y relajado en el exterior de las casas. Se le cultiva en cestas de alambre donde
adquiere forma esférica de inigualable estética o sobre una tabla de madera
plana pudiéndose colocar varios ejemplares juntos contra una pared; de igual
forma puede plantarse directamente sobre un arbol donde adquiere
dimensiones inmensas y un aspecto natural e inigualable de evocacion del
bosque tropical (Staghorn Fern, 2003). Otro uso importante de esta planta
deriva del que se le da a sus hojas como follaje en arreglos florales bien sea en

fresco o secas y luego pintadas de dorado o plateado (Chin, 1998).

Los helechos también son utilizados para la elaboracion de terrariums,
gue no son mas que plantas que se hacen crecer en frascos cerrados
herméticamente y que son muy estéticos como decoracion interior en las casas
(C-fern, 2004).

4.7. Importancia econémica.

La industria de produccion de follajes para arreglos florales sefala

ganancias extraordinarias desde el punto de vista economico, solo en estados
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unidos, el cultivo del helecho cuero Rumohra adiantiformis genera alrededor de
$ 150 000 000,00 anuales (Atehortua et al., 1999).

El Platycerium bifurcatum es uno de los helechos mas buscados y mejor
pagados en el mercado, puede ser comercializado muy pequefo en recipientes
con precios para 2003 que superan los Bs 3 000,00 o de tamafo mayor en
cestas de alambre y alcanzar precios que sobrepasen holgadamente los
Bs 50 000,00 por lo que el cultivo de esta especie puede considerarse un

negocio muy rentable (Marquez, 2003).
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CAPITULO I

MATERIALES Y METODOS

1. UBICACION.

Estas investigaciones fueron realizadas en la Universidad Central de
Venezuela, Facultad de Agronomia, Unidad de Apoyo Laboratorio de Cultivo de
Tejidos y Area de Propagacion Controlada, situados en la ciudad de Maracay,
Estado Aragua a 436 m.s.n.m, con una temperatura promedio anual de 24,6°C

y una humedad relativa de 75-80%.

2. MATERIAL VEGETAL.

Las esporas usadas tanto para el ensayo in vivo como in vitro, fueron
obtenidas de las frondas fértiles de plantas madres de helecho Cacho de
Venado (Platycerium bifurcatum) localizadas en el area de propagacion

controlada del Instituto de Agronomia de la UCV nudcleo Maracay.

3. PROPAGACION in vivo.

3.1. EXPERIMENTO DE SIEMBRA DE ESPORAS EN ENVASES (BOLSAS
PLASTICAS) EN DIFERENTES SUSTRATOS Y AMBIENTES BAJO
CAMARA HUMEDA.

3.1.1. Extraccion y desinfeccion de las esporas.

Se seleccionaron las frondas que presentaron el grado optimo de

maduracion de las esporas, conociéndose esto por la coloracion castafio oscuro
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gue presentaban las mismas, asi como la presencia de una pelicula
blanquecina muy fina que las recubria externamente. El material vegetal fue
llevado al laboratorio seccionandose con un bisturi el exceso de hojas,
dejandose solo el esporangio. Luego se lavd, con agua y jabon durante 10
minutos; enjuagandose con agua limpia. La desinfeccion fue realizada en primer
lugar con una exposicion por 5 minutos a luz Ultra Violeta, y luego inmersiones
de 30 segundos en Etanol, seguido de Vitavax® por 3 minutos y en Hipoclorito
de Sodio por 5 minutos, lavandose posteriormente con agua destilada.
Finalmente las esporas fueron separadas de la fronda mediante el uso de un

bisturi.

3.1.2. Siembra de las Esporas.

Se tomo una ansada de esporas que equivale a aproximadamente 0,06 g
(aproximadamente unas 75 000 esporas) y estas se colocaron en envases
(bolsas plasticas) de polietileno negro de 250 ml que contenian los sustratos
previamente desinfectados con vapor de agua y humedos. Las bolsas fueron
ubicadas sobre cestas plasticas de 19 x 60 x 40 cm. selladas en el fondo con
polietileno para evitar escape de humedad, manteniendo una pelicula constante
de agua, sobre esa pelicula se coloc6 anime. Las cestas estuvieron selladas
con polietileno transparente sostenido mediante alambres gruesos doblados y
cuidando de crear hermeticidad presionando firmemente el borde del polietileno
con la cesta creandose de esta forma una cadmara humeda (Figura 1). La
humedad relativa estuvo ubicada asi, por encima del 80%. Las cestas
preparadas fueron colocadas bajo dos ambientes. Semanalmente se reviso el
nivel de la pelicula de agua, reponiéndose de ser necesario suministrando esta
por los bordes internos de la bandeja para evitar perturbar las esporas.
Aspersiones de agua semanales sobre los gametdfitos ya desarrollados fueron

realizadas con el fin de estimular la germinacién del esporofito.
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3.1.3. Disefio Experimental.

El disefio experimental usado fue completamente aleatorizado con ocho
(8) tratamientos y diez (10) replicas, cada envase (bolsa plastica) constituia una

unidad experimental.

Los tratamientos producto de la combinacién de cuatro (4) sustratos,
constituidos por arena lavada sola y mezclas de arena y turba 1:1; arena y
mantillo de hojas 1:1 y arena y humus de lombriz 1:1 y la de los dos (2)
ambientes suministrados por la sombra artificial creada bajo una tela de saran
(incidencia luminica de 100-200 uM/sm?) y una sombra natural proporcionada
por un &rbol ( 50-250 puM/sm?) (Anexo 7), quedando estos de la siguiente

manera:

T1. Turbay arena 1:1; bajo saran
T2. Mantilloy arena 1:1; bajo saran
T3. Humus y arena 1:1; bajo saran
T4. Arena sola; bajo saran

T5. Turbay arena 1:1; bajo arbol
T6. Mantillo y arena 1:1; bajo arbol
T7. Humus y arena 1:1; bajo arbol

T8. Arena sola; bajo arbol.

Las observaciones se realizaron semanalmente durante nueve (9) meses
y medio. Las variables observadas fueron: germinacion o formacion del
gametdfito, tiempo de germinacion, formacion del esporofito y sobrevivencia del
material vegetal.
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3.2. EXPERIMENTO DE SIEMBRA DE ESPORAS EN DIFERENTES
SUSTRATOS Y AMBIENTES EN FRASCOS HERMETICOS.

3.2.1. Siembra de las esporas.

Las esporas extraidas como en el experimento anterior fueron
sembradas tomando una ansada de esporas que equivale a aproximadamente
0,06 g (aproximadamente unas 75 000 esporas) y luego se colocaron en
frascos de vidrio de 20 ml que contenian los sustratos previamente
desinfectados con vapor de agua y humedos. Los frascos estuvieron cerrados
con tapas plasticas para que mantuvieran las condiciones de hermeticidad
requeridas y asi evitar perturbar el desarrollo de los gametdfitos (Figura 2). La
humedad relativa se mantuvo de esta forma por encima del 80%. Los frascos
asi preparados fueron colocados bajo dos ambientes. No hubo necesidad de

riego dadas las condiciones herméticas del frasco.
3.2.2. Disefo experimental.
Este experimento se realizo al igual que el anterior (3.1) en cuanto a todo

lo considerado en el disefio experimental (tratamientos, replicas, unidad

experimental y observaciones).
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3.3. EXPERIMENTO COMPLEMENTARIO PRELIMINAR DE SIEMBRA DE
ESPORAS EN ENVASES SIN DRENAJE Y FRASCOS DE VIDRIO
CON TRES TIPOS DE TAPA.

Las esporas extraidas como en las oportunidades anteriores fueron
sembradas tomando wuna ansada de las mismas que equivale a
aproximadamente 0,06 g (aproximadamente unas 75 000 esporas) y luego
fueron colocadas en envases plasticos de 3,78 L que contenia uno de los
siguientes sustratos: arena lavada y mantillo de hojas 1:1; arena lavada,
mantillo de hojas e hidrogel 1:1:1; hidrogel solo y raiz de helecho triturada sola.
De la misma manera fueron preparados so6lo nueve (9) frascos de vidrio de 500
ml los que se llenaron con los sustratos, pero tres fueron cerrados con tapas
plasticas, tres con tapas de metal y tres con envoltura plastica transparente
(Envoplast®. Los sustratos fueron previamente desinfectados con vapor de
agua y humedecidos. Los envases plasticos estuvieron cubiertos con vidrios de
30 x 30 cm para que mantuvieran las condiciones de hermeticidad requeridas y
asi evitar perturbar el desarrollo de los gametdfitos. La humedad relativa se
mantuvo de esta forma por encima del 80%. Los envases plasticos y frascos
asi preparados fueron colocados bajo sardn, no hubo necesidad de riego

dadas las condiciones herméticas de ambos tipos de envases.

Esta investigacion, asi como las sefialadas en 3.4, 3.5 y 4.4 fueron
ejecutadas con poco material vegetal (esporas) y debido a que se queria
explorar a fin de lograr alguna respuesta, fueron disefiados varios experimentos
con diferentes tratamientos. Las observaciones realizadas fueron similares a
las realizadas para los experimentos principales tanto en la propagacion in vivo

como in vitro.
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3.4. EXPERIMENTO COMPLEMENTARIO PRELIMINAR DE SIEMBRA DE
ESPORAS TRATADAS PREVIAMENTE MEDIANTE REMOJO EN
AGUA O ESCARIFICACION CON ACIDO SULFURICO EN FRASCOS
HERMETICOS Y ENVASES SIN DRENAJE.

Las esporas extraidas como en el experimento anterior fueron sometidas
a alguno de los siguientes tratamientos de escarificacion: inmersion por 5
minutos en &cido sulfurico concentrado, el cual fue neutralizado posteriormente
con agua con cal, otras esporas fueron remojadas por 24 horas en agua
destilada, desionizada y estérii (ADDE). Las esporas tratadas fueron
sembradas tomando una ansada de esporas que equivale a aproximadamente
0,06 g (aproximadamente unas 75 000 esporas) y luego se colocaron en 6
frascos de vidrio (3 con esporas remojadas en agua y 3 con esporas
escarificadas en acido sulfurico) de 500 ml que contenian los sustratos
previamente desinfectados con vapor de agua y humedecidos. Por lo que dos
frascos contenian el mismo sustrato, estos ultimos consistian de mezclas de
arena lavada y mantillo de hojas 1:1; arena lavada, mantillo de hojas e hidrogel
1:1:1; hidrogel solo. Los frascos estuvieron cerrados con tapas metalicas para
gue mantuvieran las condiciones de hermeticidad requeridas y asi evitar
perturbar el desarrollo de los gametdfitos. La humedad relativa se mantuvo de
esta forma por encima del 80%. Los frascos asi preparados fueron colocados
bajo tela de saran (100-200 pM/sm?). No hubo necesidad de riego dadas las
condiciones herméticas del mismo.

También fue empleado un envase plastico de 3,78 L sin drenaje, que
contenia el sustrato arena lavada y mantillo de hojas 1:1 y cubierto con una
tapa de vidrio. Para la siembra de este se usaron sélo las esporas remojadas

por 24 horas en agua.
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3.5. EXPERIMENTO COMPLEMENTARIO PRELIMINAR DE SIEMBRA DE
ESPORAS EN ENVASES CON DRENAJE Y TAPA DE VIDRIO
COLOCADOS SOBRE BANDEJA CON AGUA.

Las esporas extraidas como en el experimento anterior fueron
sembradas tomando una ansada de esporas que equivale a aproximadamente
0,06 g (aproximadamente unas 75 000 esporas) y colocadas en un envase de
barro cocido de un galén de capacidad que contenia una mezcla de arena
lavada y tierra 2:1. El sustrato fue desinfectado una vez colocado en el envase
aplicandole agua hirviente tres veces sobre su superficie y procediendo a
taparse de inmediato. Sobre el anterior, fue colocado un vidrio de 30 x 30 cm
para que mantuvieran las condiciones de hermeticidad requeridas y asi evitar
perturbar el desarrollo de los gametofitos, este envase fue ubicado sobre una
bandeja plastica para lograr mantener una pelicula de agua que ascendiera
hasta las esporas por capilaridad, la humedad relativa en este ambiente se
mantuvo por encima del 80%. EI envase asi preparado fue colocado bajo
sombra de arbol (50-250 pM/sm?) en ambiente muy fresco. El riego diario fue
indirecto (llenado de la bandeja). Una vez germinados los gametofitos se

procedio a asperjar agua sobre los mismos para estimular la fertilizacion.

4. PROPAGACION in vitro.

4.1. PRIMERA FASE.
4.1.1. Extraccion y desinfeccion de las esporas.

La extraccion y desinfeccion de las esporas fue similar a los
experimentos de propagacion in vivo. Las secciones de frondas con esporas
fueron llevadas al laboratorio y el exceso de hojas fue recortado mediante el

uso de un bisturi, dejandose solo el esporangio, luego lavadas con agua y jabon
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durante 10 minutos; enjuagandose con agua limpia. La desinfeccion fue
realizada bajo camara de flujo laminar, en primer lugar se realizO una
exposicion a luz ultravioleta por 5 minutos, y posteriormente inmersiones de 30
segundos en Etanol, seguido de Vitavax® por 3 minutos y a continuacién en
Hipoclorito de Sodio al 5,25% por 5 minutos, posteriormente las esporas fueron
separadas de la fronda mediante el uso de una espatula por raspado (anexo 8).
Estas ultimas fueron desinfectadas nuevamente en un tubo de ensayo con
Hipoclorito de Sodio al 2,62% por 5 minutos, luego se elimind este mediante el

uso de pipetas. Por ultimo las esporas fueron lavadas 3 veces con ADDE.

4.1.2. Siembra de las esporas.

Una vez desinfectadas las esporas se realizaron los dos primeros
tratamientos colocandose una ansada de esporas con un peso aproximado de
0,06g (unas 75 000 esporas), en cada uno de los dos medios de cultivo
elegidos para su germinacion. Los anteriores estaban compuestos por las sales
basicas (SB) de Miller y Miller (1961) o las sales basicas de Murashige y Skoog
(1962), ambos contenian: 0,6% de agar y 4% de sacarosa ajustando el pH a 5,5
(Anexo 9). Asi, 30 ml de medio fueron colocados en frascos de vidrio de 200
ml. Luego de esto se llevaron a un cuarto climatico bajo condiciones
controladas (26 + 2C y 16 horas de iluminacién a 2 pM/sm?). En esta fase las
esporas pasaron 5 meses hasta lograr la germinacion y la formacion adecuada
de los gametoéfitos o protalos que debian someterse a la homogeneizacion
(Figura 3).

4.2. SEGUNDA FASE.

4.2.1. Homogeneizacion (Anexo 10).

Se seleccionaron los frascos en mejor estado y con mejor desarrollo de

los que habian sido sembrados 5 meses atras, extrayéndose los protalos y
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removiendo la mayor cantidad posible del agar adherido a los mismos. Fueron
colocados luego en licuadora previamente esterilizada en cuatro lotes (la mitad
de los protalos de M1 y la mitad de M2), cada uno en funcion del tratamiento al
qgue fuese a someterse, un subcultivo se hizo en medio soélido o liquido en los
dos medios de germinacion. Debido a que es necesario homogeneizar junto
con medio de cultivo y en tanto que existian medios sdlidos, la temperatura de
trabajo fue de unos 40 T con el objeto de que el agar mantuviese aun su fase
liquida, los medios liquidos también fueron licuados a la misma temperatura. El
medio de cultivo para este subcultivo fue el mismo que el usado para la
germinacion en cada caso, pero con la adicion de inositol, tiamina 'y 2,5 mg de
Oxitetraciclina. La cantidad usada de medio de cultivo en la licuadora  fue de
220 ml para el M1 y 200 ml para el M2 (la cantidad de M2 fue menor debido a
gue habia menor cantidad de frascos germinados y de menor densidad).
Procediéo entonces a licuarse por 5 seg tomandose de este homogenado
alicuotas de 10 ml para cada frasco y vertiéndoseles rapidamente los restantes
20 ml de medio de cultivo también a 40 C para posteriormente taparse y
sellarse con envoltura plastica transparente (envoplast®), luego fueron
colocados en el cuarto climatico con las mismas condiciones bajo las que

habian venido desarrollandose (Figura 3).
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4.2.2. Disefio experimental.

El disefio a usar fué completamente aleatorizado con cuatro (4)
tratamientos, veinte (20) repeticiones siendo la unidad experimental de un
frasco.

Los tratamientos resultaron de implantar los gametdéfitos o protalos
homogeneizados en los mismos medios de cultivo de donde provenian al
germinar las esporas (primera fase) pero utilizando en este caso medio sélido y
liquido para finalmente constituir cuatro tratamientos como sigue:

T1. Germinacion SB Murashige y Skoog (M1); subcultivo luego de
homogeneizacion en medio solido.

T2. Germinacion SB Murashige y Skoog (M1); subcultivo luego de
homogeneizacion en medio liquido.

T3. Germinacion SB Miller y Miller (M2); subcultivo Iluego de
homogeneizacion en medio solido.

T4. Germinacion SB Miller y Miller (M2); subcultivo Iluego de

homogeneizacion en medio liquido.

En la primera fase se observaron semanalmente durante cinco (5) meses
las variables: tiempo de germinacion y porcentaje de sobrevivencia de las

esporas.

Para la segunda fase fueron observadas semanalmente durante tres (3)
meses las variables: regeneracién y sobrevivencia del gametofito, asi como

ocurrencia y tiempo de aparicion de la fase esporofitica.

La prueba empleada fue la de Fisher, la cual es no parametrica para las
variables germinacidbn y sobrevivencia, por cuyas caracteristicas no es

apropiado un analisis de varianza.
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4.3. EXPERIMENTO COMPLEMENTARIO PRELIMINAR DE INDUCCION
DE FASE ESPOROFITICA MEDIANTE UTILIZACION DE LAMPARA
INCANDESCENTE EN GAMETOFITOS CULTIVADOS in vitro.

Fue realizado un experimento preliminar para inducir la fase esporofitica
con gametofitos que habian estado creciendo in vitro y que presentaban un
grado de madurez O6ptimo. Fueron extraidos de tres (3) frascos que tenian 8
meses de sembrados y eliminado el exceso de agar. Se colocaron en una
capsula de petri y cubrieron con ADDE, luego estos fueron expuestos bajo una
lampara incandescente de 40 W (distancia de 30 cm) durante 24 h para
estimular la liberacién de células anterozoidales y una posterior fecundacion de
las células arquegoniales. Luego fueron plantados en treinta y cinco (35)
envases plasticos de 100 ml que contenian turba, la que habia sido
desinfectada previamente con agua hirviente. Estos envases fueron colocados
en una bandeja cubierta con plastico sosteniendo este uUltimo con alambres,
formandose de esta manera una camara humeda. Asi mismo, se mantuvo una
pelicula de agua debajo de los envases para que la misma ascendiera a los
gametofitos por capilaridad. El riego fue semanal, aplicandose agua por los
bordes de la bandeja y arperjandose por encima para fomentar la fertilizacion
gue no tuvo oportunidad de ocurrir bajo la lampara. Las camaras himedas con

los gametdfitos estuvieron colocadas bajo tela de saran (100-200 pM/sm?).
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

1. PROPAGACION in vivo.

Debido a que los experimentos de propagacion in vivo, tienen
caracteristicas especiales que no permitieron el uso del andlisis de varianza,
tales como la imposibilidad de realizar conteos del nUmero de gametofitos y/o
esporofitos, teniendo que contarse por frasco o bolsa que presentaba evidencia

de germinacion, se presentan en forma descriptiva.

1.1. EXPERIMENTO DE SIEMBRA DE ESPORAS EN ENVASES (BOLSAS
PLASTICAS) EN DIFERENTES SUSTRATOS Y AMBIENTES BAJO
CAMARA HUMEDA.

Se observl una tendencia a lograr la germinacion de gran cantidad de
esporas en los tratamientos T1, T2 y T4, que corresponden a turba y arena 1:1;
mantillo de hojas y arena 1:1; y arena sola respectivamente y bajo el ambiente
de sombra artificial creada con tela de saran (Figuras 4 y 5). El tiempo de
aparicion de los primeros gametofitos fue de tres (3) semanas luego de la
siembra para todos los casos. A la tercera semana el T4 evidencié un mayor
namero de envases (bolsas plasticas) con esporas germinadas, seguido por el
Tlyel T2 (Cuadro 1). El T4 alcanzé germinacion en el 100% de los envases
(bolsas plasticas) antes que los Tratamientos T1 y T2. Los envases (bolsas
plasticas) con los tratamientos T1 y T2 alcanzaron un 100% de germinacién de
las esporas a las 9 semanas.

Los tratamientos T5, T6 y T8 también tendieron a manifestar germinacion

de esporas, pero con una densidad mucho menor que la observada para los
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tratamientos sembrados bajo saran (Cuadro 1). De igual forma pudo
constatarse que en este caso la arena obtuvo mayor numero de envases

(bolsas plasticas) germinadas que los otros tratamientos en menor tiempo.

La germinacion de las esporas fue mejor en todos los casos que las
encontradas por Alzuru (2002) o Marquez (2003), debido a que la metodologia
empleada en esta investigacion mantiene niveles de humedad mas altos y
constantes, ya que la pelicula de agua bajo los envases (bolsas plasticas)
provee a las esporas de humedad continuamente, ascendiendo a estas por

capilaridad, sin que se vean perturbadas.

En todos los casos pudo constatarse la tendencia a que paralelamente a
la germinacién de las esporas de P. bifurcatum comenzaron a aparecer junto a
estas musgos, algas y gametdfitos de otros helechos, que compitieron
fuertemente por luz, nutrientes y espacio. Por lo que luego de una exitosa
germinacion inicial los gametdéfitos del helecho en estudio comenzaron a
inhibirse o desaparecer, especialmente en el ambiente bajo sombra natural bajo
arbol (Cuadro 1). Se observé la aparicion de esporofitos de helechos
contaminantes en la semana 12 (Figura 6), en el ambiente de sombra artificial
bajo tela de saran, lo que indica que la desinfeccién de las mezclas y medios
con vapor de agua no fue suficiente para eliminar la totalidad de esporas de
otros helechos. En el ambiente de sombra natural no se evidencié la aparicion
de helechos contaminantes, pero si una tendencia a desarrollar musgo, algas y

hongos.

Lo anterior coincide plenamente con lo mencionado por Borelli et al
(1990), quienes sefialan una alta contaminacion de los sustratos pese a
realizar una desinfeccion mediante el uso de autoclave o en un horno de

microondas por 15 a 20 minutos y una temperatura de unos 120C.
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Los tratamientos T3 y T7 no evidenciaron germinacion de esporas en
ningln momento, y se observo en ellos una fuerte tendencia a presentar alta
contaminacion por hongos y algas.

No se observé la aparicion de esporofitos de P. bifurcatum en ninguno de

los tratamientos bajo observacion.



CUADRO 1: CULTIVO
GAMETOFITOS DE Platycerium bifurcatum EN ENVASES (BOLSAS
PLASTICAS) EN DIFERENTES SUSTRATOS Y AMBIENTES EN B ANDEJAS
BAJO CAMARA HUMEDA DURANTE 37 SEMANAS.

55

in vivo DE ESPORAS Y FORMACION DE

Tiempo Tratamientos *
(Semanas T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8

0 Siembra

1 0¥ 0 0 0 0 0 0
3 3 0 6 1 1 0 1
5 7 0 ! 2 2 0 2
7 9 9 0 10 3 2 0 6
11 10 10 0 10 4 3 0 6
13 10 10 0 10 6 3 0 -
15 10 9 0 10 6 5 0 7
17 10 9 0 10 2 5 0 7
19 10 9 0 10 2 3 0 6
21 10 9 0 10 2 3 0 6
23 10 9 0 10 2 2 0 5
25 10 9 0 10 2 2 0 4
27 10 9 0 10 2 2 0 4
29 10 9 0 10 2 1 0 2
31 10 9 0 10 2 1 0 2
33 10 8 0 10 2 1 0 2
35 10 8 0 10 2 1 0 2
37 10 8 0 10 2 1 0 2

* T1: turbay arena 1:1, bajo saran;
T2: mantillo de hojas y arena, bajo saran
T3: humusy arena 1:1, bajo saran

T4: arena sola bajo saran

TS:
T6:
T7:
T8:

turba y arena 1:1, bajo arbol

mantillo de hojas y arena, bajo arbol

humus y arena 1:1, bajo arbol

arena sola bajo arbol

Y Envases (bolsas plasticas) que presentaron formacion de gametdfito por semana
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FIGURA 4: Gametdéfitos de Platycerium bifurcatum observados en
experimento con envases (bolsas plasticas) y difer  entes sustratos bajo
camara humeda, en ambiente de sombra artificial, 5  semanas después de

sembradas las esporas in vivo.

FIGURA 5: Detalle de gametofitos de Platycerium bifurcatum observados
en envases (bolsa plastica) y una mezcla de arenay  mantillo de hojas 1:1,
bajo cAmara hiumeda en ambiente de sombra artificial , 5 semanas después

de sembradas las esporas in vivo.
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FIGURA 6: Espordfito de helecho contaminante en env
bajo cAmara humeda en ambiente de sombra artificial

de sembradas las esporas in vivo.

ase (bolsa plastica),

, 12 semanas luego
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1.2. EXPERIMENTO DE SIEMBRA DE ESPORAS EN DIFERENTES
SUSTRATOS Y AMBIENTES EN FRASCOS HERMETICOS.

Se observé una tendencia clara de germinacion de las esporas para los
tratamientos T1, T3 y T4 (bajo tela de saran) y T5, T7 Y T8 (bajo sombra
natural) para la semana 3. Los tratamientos T2 y T6 también manifestaron una
tendencia de germinacion pero luego de la semana 7 (Cuadro 2). La
germinacion de los gametofitos tendié a no diferir mucho entre los sustratos o
los ambientes y a excepcion del sustrato de turba y arena 1:1 que tuvo un
namero de frascos germinados en ambos ambientes ligeramente superior al

resto, la germinacion fue bastante similar y uniforme.

Luego de manifestarse una germinacion inicial elevada en todos los
tratamientos, a excepcion del T2 y T6, hubo una tendencia general a la muerte
y desaparicion de los gametdfitos en las semanas subsiguientes. La
desinfeccion del sustrato no fue suficiente, ya que a partir de la cuarta semana
se presentd una tendencia a aparecer hongos y algas (Figura 7). EIl control de
humedad fue deficiente debido a la hermeticidad del frasco, ya que la
evaporacion Yy posterior condensacion de agua formaba una pelicula sobre el
sustrato contribuyendo de esa forma a la muerte de los gametofitos. Al
destapar los frascos se constatd olor a amoniaco lo que también pudo ser parte
de las causas de la muerte de los gametdfitos.

Al igual que en el cultivo bajo cAmara humeda, en este caso también se
tendi6 a constatar la presencia y desarrollo de otros helechos diferentes a
Platycerium bifurcatum, los que fueron evidentes en la semana 7 (Figura 8),
pero con un numero mucho menor que en la anterior oportunidad. En esta
ocasion pudieron cuantificarse los espordéfitos de otros helechos, llegando

apenas a un numero de cinco (5) en total, de los cuales cuatro (4) estaban en
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un solo frasco con sustrato de mantillo de hojas y arena bajo tela de saran y

uno (1) en un frasco con mantillo de hojas y arena bajo sombra natural de arbol.

Con la excepcion del hecho de la aparicion de otros helechos se observo
gran similitud con lo evidenciado por Borelli et al (1990), quienes sembraron
esporas en recipientes plasticos herméticos, llenos previamente con diferentes
sustratos, obteniendo gran cantidad de contaminacion por patdgenos diversos y
llegando a la conclusion de que el sustrato de raiz de helecho fue mucho mejor,
en tanto que mostrO mayor germinacion de protalos que el resto de los
sustratos. Sin embargo, Alzuru (2002), no evidencié germinacion de esporas
tras la siembra de las mismas en diversos sustratos colocados en bandejas

plasticas herméticas.
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CUADRO 2: CULTIVO in vivo DE ESPORAS DE Platycerium bifurcatum EN
DIFERENTES SUSTRATOS Y AMBIENTES EN FRASCOS HERMETICOS Y

LA FORMACION DE GAMETOFITOS DURANTE 37 SEMANAS.

Tiempo

(Semanas)

Tratamientos *

T1

T2

T3 T4 T5

T6

T7

T8

0

Siembra

O N| O W|

37

Rl P R R R R R R R NN W W W w A W w o

o] O] O] O] O] O] O] O] O] O] O] Ol ©o|l ©o| ol ol M| O| O
Ol O] O] Ol O] O O] O] Ol O] O] O] O| | W| N| W| | O
o] O] O] O] O] O] O] O] O] O] O] ©of ol ©o| ©f | O] ©| ©

Pl R R R R R R P R R R RN NN R k| o O

o O O] O] ©o] ©o|l O] O] Ol o] ol ol o] o] ©o| o] o| 0| ©

o O] O] O] ©o] ©o|l O] o] ©ofl o] o]l ol o] o] ©o| o] o] o| ©

* T1: turbay arena 1:1, bajo saran;
T2: mantillo de hojas y arena, bajo saran
T3: humus y arena 1:1, bajo saran

T4: arena sola bajo saran

TS:
T6:
T7:
T8:

turba y arena 1:1, bajo arbol
mantillo de hojas y arena, bajo arbol
humus y arena 1:1, bajo arbol
arena sola bajo arbol

Y Frascos que presentaron formacion de gametdfito por semana




61

FIGURA 7: Gametdfitos de Platycerium bifurcatum presentando
contaminacién por hongos y algas al ser cultivado in vivo en el sustrato
arena y mantillo de hojas (1:1), en frascos herméti  cos, bajo un arbol, 4

semanas después de sembradas las esporas.

FIGURA 8: Esporofitos de otros helechos diferentes a Platycerium
bifurcatum cultivado in vivo en el sustrato mantillo de hojas y arena (1:1),

en frascos herméticos, 7 semanas después de lasie  mbra de las esporas.
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1.3. EXPERIMENTO COMPLEMENTARIO PRELIMINAR DE SIEMBRA DE
ESPORAS EN ENVASES DE PLASTICO SIN DRENAJE Y FRASCOS
DE VIDRIO CON TRES TIPOS DE TAPA.

En los frascos de vidrio con diferentes tipos de tapa no hubo ninguna
evidencia de germinacién, mas si de contaminacion con hongos y algas. Asi
mismo se pudo constatar olor desagradable a descomposicion y amoniaco al

destapar los frascos.

Hubo evidencias de germinacién en los envases plasticos sin drenaje,
pero solo en el sustrato de arena mantillo de hojas 1:1 y en hidrogel solo. El
sustrato de hidrogel sélo manifestd escasa germinacion y una tendencia
marcada al desarrollo de algas. Se evidencié una tendencia a que el sustrato
de arena y mantillo de hojas presentara germinacion de gametofitos, que
llegaron a cubrir densamente la superficie del sustrato pero sin manifestar
sobrepoblacién, ya que los mismos mantuvieron en todo momento su forma
acorazonada. Después de unos 6 meses de sembradas las esporas

comenzaron a aparecer esporofitos en gran cantidad (Figura 9).

Estos resultados contradicen lo obtenido por Borelli et al (1990) quienes
no lograron propagar helechos de diferentes especies en gran cantidad al usar
envases sin drenaje y diferentes sustratos. Ellos concluyeron que el mejor
sustrato era uno constituido por raiz de helecho triturada, sin embargo esto no
coincide con lo evidenciado por Propagating Ferns From Spores (2004) quien
asegura que la mezcla de suelo usada para propagar helechos no es condicion

critica para tener éxito en la misma.
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FIGURA 9: Aparicion de espordfitos de  Platycerium bifurcatum en envase

plastico sin drenaje cubierto con vidrio.

1.4. EXPERIMENTO COMPLEMENTARIO PRELIMINAR DE SIEMBRA DE
ESPORAS, TRATADAS PREVIAMENTE MEDIANTE REMOJO EN
AGUA O ESCARIFICACION CON ACIDO SULFURICO, EN FRASCOS
HERMETICOS Y ENVASES PLASTICOS SIN DRENAJE.

No hubo evidencias de germinacion de esporas en los frascos de vidrio

para ninguno de los tratamientos previos realizados.

Se observé una tendencia a lograr la germinacién de esporas en envases
sin drenaje, para el tratamiento previo de remojo con el sustrato de mantillo de
hojas y arena 1:1. Sin embargo hubo también una incidencia de contaminacion
muy elevada que tendié a ser reconocida como hongos, musgos y algas.
Luego de 6 meses de cultivo hicieron aparicion cuatro (4) esporéfitos (Anexo
11).
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La contaminacién presentada deja ver la necesidad de emplear una
forma de desinfeccidbn mas eficiente, como la realizada por Propagating Ferns
From Spores (2004), quien recomienda aplicar agua hirviente sobre el sustrato
colocado en el envase a usar. Por otro lado, lo anterior luce mas acertado que
lo expuesto por Borelli et al (1990) quien esterilizd un sustrato en un horno de
microondas o un autoclave, y no logré controlar la contaminacion con estos

métodos.

1.5. EXPERIMENTO COMPLEMENTARIO PRELIMINAR DE SIEMBRA DE
ESPORAS EN ENVASES PLASTICOS CON DRENAJE Y TAPA DE
VIDRIO COLOCADOS SOBRE BANDEJA CON AGUA.

Hubo una tendencia marcada a observar una cuantiosa germinacion de
esporas en este caso. Los gametofitos germinaron en nimero tan grande que
cubrieron completamente el sustrato llegando incluso a alargarse ligeramente
manifestando sobrepoblacion de los mismos (Figura 10). No hubo
contaminacion alguna. La coloracion de la masa gametofitica tendio a ser de un
verde oscuro muy intenso. A los cuatro (4) meses aproximadamente,
comenzaron a aparecer los espordfitos en un numero tan grande que se hizo
imposible su contabilizacion.  No hubo contaminacion alguna con otros

helechos.

Estos resultados coinciden plenamente con los evidenciados por Chin
(1998), quien pudo propagar helechos facilmente utilizando una metodologia
similar. De la misma forma Propagating Ferns From Spores (2004), concluye
gue al utilizar una bandeja con agua en el fondo de los envases plasticos, el
agua asciende a las esporas por capilaridad de abajo hacia arriba, por lo que el
control de la humedad es mucho mas eficiente, las esporas se encuentran en
un ambiente de 100% de humedad constantemente, y en el caso de que se
condense agua en la cubierta, si esta cae, puede drenar hacia abajo sin

problema no acumulandose agua sobre las esporas.
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<GAMETOFITOS

o Rl

FIGURA 10: Esporofitos y gametdfitos de Platycerium bifurcatum
observados al cultivar in vivo esporas en envases plasticos con drenaje y

tapa de vidrio, 16 semanas luego de la siembra.
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2. PROPAGACION in vitro.

2.1 PRIMERA FASE.

La germinacion ocurrio en mayor proporcion para el medio 1 (Murashige
y Skoog) que para el medio 2 (Miller y Miller), y esto fue significativo
estadisticamente (Anexo 12) a las 7 semanas después de sembradas y se
mantiene hasta las 16 semanas, o que demuestra que este es mejor para la
germinacion de gametofitos de P. bifurcatum. En cuanto al tiempo de
germinacion hubo una tendencia a ocurrir a las cinco semanas en forma
simultanea para los dos medios. En forma cualitativa pudo evidenciarse que el
medio 1 tendi6 a presentar una mayor densidad de gametofitos, distribuidos
sobre el medio de forma mas homogénea, asi como un color verde mucho mas

oscuro (Cuadro 3, Figuras 11y 12).

Los niveles de sobrevivencia fueron mayores para el medio 1, y esto fue
significativo estadisticamente (Anexo 13) por consiguiente los mayores niveles
de contaminacion se presentaron para el medio 2, en el tiempo de evaluacion

de la germinacion (Cuadro 3).

Puede observarse que a las 7 semanas de cultivo se habia alcanzado el
maximo de germinacién de los gametofitos, esto coincide con los resultados
expresados por Camloh y Gogala (1992) quienes obtuvieron gametofitos listos

para ser homogeneizados luego de 8 semanas de cultivo en medio liquido.
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CUADRO 3: GERMINACION Y SOBREVIVENCIA DE GAMETOFIT OS DE
Platycerium bifurcatum CULTIVADOS in vitro EN DIFERENTES MEDIOS
DE CULTIVO DURANTE 16 SEMANAS.

Tiempo Germinacion Sobrevivencia

(Semanas) M1 M2% M1 M2
0 Siembra

1 0 0 267 27

2 0 0 26 21

3 0 0 26 21

4 0 0 26 21

6 15 12 25 18

7 25 16 25 18

8 25 16 25 18

9 25 16 25 18

10 25 16 25 18

11 25 16 25 18

12 25 16 25 18

13 25 16 25 18

14 25 16 25 18

15 25 16 25 18

16 25 16 25 18

M1: Murashige y Skoog (1962), 0,6% agar, 4% sacarosa y pH 5,5
M2: Miller y Miller (1961), 0,6% agar, 4% sacarosay pH 5,5
Frascos que presentaron germinacion de las esporas

Frascos que presentaron sobrevivencia de gametéfitos
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MEDIO 1 MEDIO 2 B Germiné

O No Germiné

89% 57%

11% 43%

FIGURA 11: Germinacion de esporas de Platycerium bifurcatum cultivadas
in vitro en dos medios de cultivo (M1 y M2) a las 16 semana s después de

sembradas.

M2 M1
SB Miller y Miller  SB Murashige y Skoog

FIGURA 12: Esporas germinadas in vitro mostrando gametdéfitos de
Platycerium bifurcatum en dos medios de cultivo (M1 y M2), a las 16

semanas después de sembradas.
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2.2. SEGUNDA FASE.

Debido a que la segunda fase de propagacion in vitro no cumplié con los
supuestos para el analisis de la varianza, los resultados se presentan en forma

descriptiva.

Luego de 6 semanas se comenz@ a evidenciar la regeneracion de los
gametofitos, presentando una forma esférica de color verde oscuro solamente
para el tratamiento 2. En el resto de los tratamientos no se observd

regeneracion de los tejidos (Cuadro 4).

Se observé una alta tendencia a sobrevivir los gametofitos en todos los
tratamientos (Figura 13). En el tratamiento 1 se evidencio la sobrevivencia en
todos los frascos, tendiendo a sobrevivir menos en los medios liquidos que los
solidos, quizas debido a que en este medio existia una mejor oxigenacion del
material vegetal. De la misma forma se aprecia una tendencia a una mayor

sobrevivencia en el medio 1 (Murashige y Skoog).

En esta fase no se observé formacion de esporéfitos, tampoco se
observo oxidacion del material homogeneizado, tal y como lo describio Hennen
y Sheehan (1978). Sin embargo, se constatd que en los medios solidos se
depositaba gran cantidad del material vegetal en el fondo de los frascos

mientras se endurecia el agar, de la misma manera que lo afirmé Cooke (1979).



70

CUADRO 4: REGENERACION Y SOBREVIVENCIA DE GAMETOFI TOS DE
Platycerium bifurcatum CULTIVADOS in vitro DURANTE 13 SEMANAS
DESPUES DE SER HOMOGENEIZADOS.

Tiempo Regeneracion Sobrevivencia

(Semanas) | xr; | 1o | T3 | T4 | T1L | T2 | T3 | T4
0 Siembra
1 "0 0 0 0 22 | 18 19 19
2 0 0 0 0 22 18 19 19
3 0 0 0 0 22 18 19 19
4 0 0 0 0 22 14 18 19
5 0 0 0 0 22 14 18 19
6 0 5 0 0 22 14 18 18
7 0 8 0 0 22 14 18 18
8 0 11 0 0 22 14 18 17
9 0 11 0 0 22 14 18 17
10 0 14 0 0 22 14 18 17
11 0 14 0 0 22 14 18 16
12 0 14 0 0 22 14 18 16
13 0 14 0 0 22 14 18 16

* T1: Germinacion medio M1 (Murashige y Skoog) subcultivo luego de homogeneizacion en medio Sélido

T2: Germinacién medio M1 subcultivo luego de homogeneizacion en medio Liquido

T3: Germinacién medio M2 (Miller y Miller) subcultivo luego de homogeneizacion en medio Sélido

T4: Germinacién medio M2 subcultivo luego de homogeneizacién en medio Liquido

" Frascos que presentaron regeneracion de gametéfitos

* Frascos con gametofitos que sobrevivieron
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0%

T1

B SOBREVIVENCIA

O CONTAMINACION

100%

T2

B SOBREVIVENCIA

O CONTAMINACION

27%

95%

T3

B SOBREVIVENCIA

0O CONTAMINACION

5%

83%

T4

B SOBREVIVENCIA

O CONTAMINACION

17%

T1: Germinacion medio M1 (Murashige y Skoog) subcultivo luego de homogeneizaciéon en medio Sélido

T2: Germinacién medio M1 subcultivo luego de homogeneizaciéon en medio Liquido

T3: Germinacion medio M2 (Miller y Miller) subcultivo luego de homogeneizacion en medio Sélido

T4: Germinacion medio M2 subcultivo luego de homogeneizacién en medio Liquido

FIGURA 13: Sobrevivencia de gametofitos de

cultivados

Platycerium bifurcatum

in vitro bajo diferentes tratamientos, después de 13 semanas

de someterse a homogeneizacion.




72

2.3. EXPERIMENTO COMPLEMENTARIO PRELIMINAR DE INDUCCION
DE LA FASE ESPOROFITICA MEDIANTE UTILIZACION DE UNA
LAMPARA INCANDESCENTE EN GAMETOFITOS CULTIVADOS in

vitro.

Al utilizar la lampara incandescente para lograr fertilizaciéon de los
gametofitos antes de la climatizacion hubo una tendencia a formar esporofitos
en aproximadamente un mes en grandes cantidades. No se tendio a observar
contaminacion por hongos, algas 0 musgos ni por otros helechos
contaminantes, por lo que se puede deducir que la desinfeccion del sustrato con
agua hirviente tendid a ser bastante eficiente. Aunque no fue posible
contabilizar el nimero de esporofitos su numero superd en cada envase los 20
(Figura 14).

Lo anterior coincide plenamente con lo evidenciado por Camloh y
Gogala (1992), quienes de igual forma partieron de gametofitos desarrollados in
vitro, y lograron la aparicion de espordfitos luego de un mes de ser plantados en

suelo esterilizado.

FIGURA 14: Formacion de esporofitos de Platycerium bifurcatum al
cultivar in vitro esporas y la posterior induccién de la fase esporo fitica,
mediante uso de lampara incandescente, utilizando e  nvases plasticos bajo

camara hiumeda.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

En el experimento de germinacion de esporas in vivo bajo camara
hameda hubo una tendencia general a la germinacion de las esporas ya que el
mantener una pelicula de agua bajo las envases (bolsas plasticas) crea
condiciones humedad optimas para el desarrollo de los gametdfitos al
proveerlos de ella por capilaridad. La mejor respuesta tendié a lograrse en los
sustratos de turba y arena 1:1; mantillo de hojas y arena 1:1 y arena sola;
mientras que el sustrato de humus de lombriz y arena 1:1 no permitié la
germinacion de las esporas especialmente en el ambiente con sombra de tela

de saran.

La desinfeccion de los sustratos mediante el uso de vapor de agua no fue
suficiente para controlar los patdgenos y eliminar las esporas de otros helechos
diferentes a Platycerium bifurcatum, ya que los esporéfitos de los mismos
tendieron a aparecer a partir de la semana 12.

La técnica de cultivo in vivo de esporas de Platycerium bifurcatum en
frascos herméticos, aun cuando manifestd una importante germinacion inicial,
demostr6 ser poco efectiva debido al escaso control de la humedad del

sustrato.

En los frascos de vidrio con diferentes tipos de tapa no fue evidente
ninguna tendencia a germinacion de esporas de Platycerium bifurcatum. En
este mismo experimento en los envases sin drenaje se manifestd una tendencia
a lograr germinacion en los sustratos de mantillo de hojas y arena 1:1 e hidrogel
s6lo. Hubo una mayor cantidad de esporas germinadas en el sustrato de
mantillo de hojas y arena 1:1, el sustrato de hidrogel solo no es aconsejable
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dada una baja germinaciébn de las esporas y una marcada tendencia a

contaminacion con algas.

Los tratamientos previos de escarificacion no evidenciaron germinacion
de las esporas. El tratamiento de remojo en agua evidencié una tendencia baja
de germinacién cuando las esporas fueron sembradas en envase sin drenaje
con sustrato de mantillo de hojas y arena 1:1, pero esto estuvo acomparfiado de

una mayor contaminacion de hongos, algas y musgos.

Se manifestd una tendencia a observar alta germinacion de esporas al
sembrarse estas en envase con drenaje y tapa de vidrio colocado sobre
bandeja con agua. En este caso hubo un buen control de la humedad. La
desinfeccion empleada mediante la aplicacion de agua caliente demostré ser
suficientemente efectiva para la propagacion de helechos a partir de esporas.

Con esta metodologia se lograron obtener esporéfitos en 4 meses.

En la primera fase del cultivo in vitro de Platycerium bifurcatum, el medio
de cultivo constituido por las sales basicas de Murashige y Skoog fue
significativamente mejor para la germinaciéon y sobrevivencia de las esporas

que el medio con las sales basicas de Miller y Miller.

No hubo diferencias muy grandes en cuanto al tiempo de germinacion de

las esporas entre los dos medios de cultivo a probar.

Los gametofitos tendieron a crecer mas densamente y con una
coloracibn mas verde en el medio de Murashige y Skoog, asi mismo la

sobrevivencia fue mayor al usar este ultimo.

En la segunda fase, sdlo hubo regeneracion en el medio liquido con las
sales basicas de Murashige y Skoog, ademas se observo una alta tendencia a

la sobrevivencia de los gametofitos en general. Siendo esta menor en los
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medios liquidos que en los solidos y ligeramente mayor en conjunto en el medio

de Murashige y Skoog que el de Miller y Miller.

En el experimento complementario preliminar de este helecho se observo
una tendencia a lograr gran cantidad de espordfitos al germinar las esporas
asépticamente en el laboratorio durante 8 meses y estimulando la fecundacion
colocandolos bajo ldmpara incandescente y plantandolos en suelo previamente

desinfectado con agua hirviente.

Finalmente se concluye que en estas investigaciones pudo obtenerse
gran cantidad de plantas de Platycerium bifurcatum al cultivarse esporas in vivo
lograndose obtener espordéfitos en 4 meses, mientras que al cultivarseles in
vitro, al ser necesaria la fertilizacion con lampara incandescente, se tendié a
alargar el periodo de aparicion de los espordfitos. Las esporas cultivadas in vitro
presentaron mejores condiciones sanitarias y aunque la tendencia fue a lograr
buena germinacién de esporas y aceptable formacion de esporofitos esta

cantidad no fue cuantificada en esta investigacion.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar ensayos de propagacion in vivo de esporas
evaluando el efecto de sustratos y ambientes empleando la técnica del envase
con drenaje y tapa de vidrio o la camara humeda, desinfectando el sustrato con
agua hirviente o probando con alguna forma mas fuerte de desinfeccién como el
autoclave, la estufa o mediante el uso de desinfectantes quimicos como el

basamid y realizar comparacion con el cultivo in vitro de esporas.

Es recomendable realizar ensayos en diferentes zonas para verificar el
efecto de la temperatura y altura sobre la germinacion in vivo de las esporas de

Platycerium bifurcatum.

Debido a la alta contaminacion presentada en la siembra in vitro de
esporas de Platycerium bifurcatum es aconsejable revisar la metodologia de
desinfeccion de las mismas, asi como emprender un plan de tratamiento
sanitario preventivo de las plantas madres. Es recomendable emplear medios

liquidos para disminuir la contaminacion en esta fase.

Es importante evaluar el efecto de la época del afio en el estado sanitario
de las plantas madres a ser utilizadas tanto en la multiplicacién in vivo como in

vitro de esta planta.

La evaluacion de otros medios de cultivo citados en la literatura para
este helecho ademés de los utilizados en estos experimentos tales como
Knudson y Knop’s deberian ser incluidos en futuras investigaciones dentro del
laboratorio.

Luego de la homogeneizacion de los protalos se manifestdé poca o

ninguna contaminacion, debido en parte a la inclusion de antibidticos en el
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medio de cultivo por lo que deberian probarse diferentes concentraciones de
este y otros antibidticos s6los o en combinacion y su posible efecto sobre el

desarrollo y morfologia del gametéfito y ademas la aparicion del espordfito.

Es conveniente también investigar en otros tipos de material vegetal
diferente a las esporas para la propagacion in vitro de esta planta y compararla

con la multiplicacion in vivo por esporas.

Otros aspectos como el crecimiento, desarrollo e identidad genética de
las nuevas plantas obtenidas a partir de las diferentes vias de multiplicacion
tanto in vivo como in vitro deben ser estudiadas para lograr la mejor forma de

propagar esta planta.

Los resultados que sélo son aplicables a Platycerium bifurcatum deberian
también ser investigados para otros helechos comerciales de dificil

multiplicacion como el helecho de cuero (Rumohra adiantiformis).
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ANEXO 1: Ciclo de vida tipico de los helechos.

3 - Esporofito ,5 Y e ey
- i Joven Esporofito Meiosis
‘{y Adulto

Formacioén

de Soros

E}ﬁ&

Esporas

Fuente: Botany.com, 2004.
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ANEXO 2: Cultivo de esporas in vivo sobre recipiente de barro invertido,

colocado dentro de frasco hermético de vidrio.

Fuente: Chin, 1998.
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ANEXO 3: Cultivo de esporas de Platycerium bifurcatum in vivo en
recipiente de barro con drenaje, colocado sobre ban deja con agua y
cubierto con vidrio.

— Vidrio
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Barro
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Fuente: Chin, 1998.
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ANEXO 4: Plantulas de Asplenium tenerum desarrolladas en el extremo de

las frondas.

Fuente: Chin, 1998.

ANEXO 5: Plantulas de Nephrolepis cordifolia mostrando tubérculos

subterraneos .

Fuente: Chin,1998.



ANEXO 6: Detalle de la aposporia en Polystichum setiferum.

Gametodfito

e
{%j

N

aposporico

Tejido esporofitico

Fuente: Jones, 1987.
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ANEXO 7: Rango de incidencia luminica (curva par) a lo largo del dia

(14/12/2004) en los dos ambientes (malla de saran y  sombra natural de

arboles) utilizados en la propagacion  in vivo de Platycerium bifurcatum,
asi como a pleno sol en el Area de Propagacion Cont  rolada de la Facultad

de Agronomia, U.C.V.
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ANEXO 8: Extracciéon de las esporas de la fronda de

bifurcatum para ser implantados in vivo e in vitro.
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multiplicacion

ANEXO 9: Composicion de las sales basicas usadas en

in vitro de Platycerium bifurcatum.

Murashige y Skoog™ | Miller y Miller
KNO3 1900 200
KH.PO,4 170 200
MgSQO, . 7H,0 370 200
NH4NO3 1650 -
CaCl, . 2H,0 440 -
(CaNog)4H,0 - 800
KL 0,83 -
H3BO3 6,20 -
MnSQO, . 4H,0 22,30 -
ZnS0O, . 7TH,0 8,60 -
Na,MoO, . 2H,O | 0,25 -
CuS0Qy, . 5H,0 0,025 -
FeSQO, . 7TH,O 27,80 -
Na, EDTA 37,30 -
CoCL, . 6H,0 0,025 -
" Mg/L

Fuente: Murashige y Skoog (1962);

Miller y Miller (1961)
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ANEXO 10: Equipos y detalles técnicos usados en la

protalos de Platycerium bifurcatum.

homogeneizacion
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ANEXO 11: Apariciéon de espordfitos de

95

Platycerium bifurcatum en envase

plastico sin drenaje, donde las esporas habian sido tratadas previamente

a la siembra por remojo en agua.
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ANEXO 12: Prueba de Fisher utilizada al analizar la germinacion de

esporas de Platycerium bifurcatum 7 semanas después de sembradas.

Ho: Son iguales los niveles de germinacion para los dos medios evaluados.

Ha: No son iguales los niveles de germinacion.

Si p>0,05 no se rechaza la Ho.

p = 0,0141

Para la prueba de Fisher el valor p fue de 0,0141, por lo tanto se rechaza la Ho,
lo cual significa que los niveles de germinacién en los dos medios son

diferentes.

ANEXO 13: Prueba de Fisher utilizada al analizar la sobrevivencia de

esporas de Platycerium bifurcatum 16 semanas despues de sembradas.

Ho: Son iguales los niveles de germinacién para los dos medios evaluados.

Ha: No son iguales los niveles de germinacion.

Si p>0,05 no se rechaza la Ho.

p = 0,00069

Para la prueba de Fisher el valor p fue de 0,00069, por lo tanto se rechaza la
Ho, lo cual significa que los niveles de sobrevivencia en los dos medios son

diferentes



