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Crecimiento in vitro de N\ ¢phrolepis cordifolia (L.)Presl.

Lourdes Diaz Canals, Esperanza Pefla Garcia y Emma Grillo Mensa. Laboratorio

de Fisiologfa Vegetal, Jardin Botdnico Nacional

RESUMEN

Se estudid la influencia de diferentes medios nutritivos en el crecimien

to "in vitro" de la regidn apical del rizoma de Nephrolepie cordifelia (L.)

Presl. Se utilizaron seis variantes diferentes y después de 25 dfas en cul-

tivo se lograron distintos efectos en relacifn con la composicién del medio

empleado. Se discuten los resultados.

ABSTRACT

The influence of different nutrient media on apical region of
of Nephrolepis coraifolia (L.) Presl. was studied. Six different
were used, and often 25 days in culture, distinct responses were
in relation with the composition of the employed medium. Results

sed.

INTRODUCCTION

the rhizome
combinations
obtained

are discus

Los distintos géneros de muchos helechos actuales son codiciados no

s6lo por su alto valor ornamental, sino ademds por las variadas condiciones
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ecoldgicas en que habitan, asi como la posibilidad de su reproduccién arti-
ficial, lo gue permite su cultivo con facilidad.

Los métodos tradicionales para su propagacién son muy conocidos y permi-
ten lograr un adecuado nfimero de plantas, por la divisidn de cepas, la sepa
racidén de los rizomas arraigados, la separacidn de bulbillos y las esporas
que se producen en el envés de las hojas. Las empresas relacionadas con la

produccidn masiva de plantas emplean actualmente estos mé&todos.

Sin embargo, en la actualidad la préctica del cultivo "in vitro® para la
propagacidn masiva de muchas especies de ....er&s se ha convertido en el mé-
todo mis ventajoso para el logro de estos objetivos. Existen numerosos tra-
bajos en que se reportan medios nutritivos, requerimientos hormonales y su
influencia en la morfogénesis, el efecto de los azficares en algunas especies
de helechos (Steeves y Sussex, 1957; Sussex y Cutter, 1960; Hicks y Steeves,
1969; Hirsch, 1975; Kshirsagar y Metita, 1978; Loescher y Albrecht, 1979;
Beck y Caponetti, 1983; Chen, Read y Hall, 1985; Caponetti y Byxrne, 1985}
inclusive se ha llegado a probar las t&cnicas de injertos "in vitro" (Hicks,
Steeves y Sweeny, 1967). En estos trabajos se han utilizado también diferen

tes fuentes de explantes como rizomas, Spices, hojas y protalos.

Basado en la experiencia acumulada, en el presente trabajo se reportan
los resultados obtenidos de cultivar durante 25 dias las regiones apicales

del rizoma de Nephrolepis cordifolia [(L.) Presl. en distintos medios de
cultivo.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron como fuente de explante la regidn apical de rizomas de
Nephrolepies cordifolia (L.) Presl. de plantas cultivadas en el Jardin Botd
nico Nacional. Los segmentos aplicales de 1 a 2 mm de difmetro y de 15 mm
de longitud se esterilizaron en legfa comercial al 50% durante cinco minu-
tos, se lavaron posteriormente con agua estéril varias veces y luego se sem
braron en los diferentes medios nutritivos gque aparecen a continuacién:

I - Gamborg et al (1968)

II - Gamborg et al (1968) suplementado con Agua de Coco al 10%.
III - Gambor et al (1968) sin microelementos.

IV — Knudson (1922)

V - Knudson (1922) suplementado con Agua de Coco al 10%

VI - Agua de Coco al 10%.

Los explantes se mantuvieror a 25 ¥ 2°C de temperatura y luz artificial
difusa de baja intensidad durante 14 horas diarias alternando con periodos

de oscuridad de 10 horas.

Se realizf la evaluacifn a los 25 dias de desarrollo de los explantes;
teniendo en cuenta para esto los siguientes caracteres:
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a)
b)
c)
d)

£l

9)

Incremento en didmetro del extremo apical.

Incremento en longitud.

Neoformacifn de yemas.

Neoformacién de rizomas.

Desarrollo de frondes.

Color de la regibn neoformada a partir del &pice del explante a los 25
dias.

Color del explante original a los 25 dias.

Para la evaluacibdn de los caracteres referidos se utilizaron diferentes

rangos, cuyas codificaciones se presentan a continuacifbn:

a)

b)

)

d)

e)

Incremento en didmetro: se tomaron en consideracidn las mediciones del

-.ametro perpendicular al eje mayor del explante en el extremo apical

por ser la finica regifn donde se produce un incremento.

1-0-2,0 mm: respuesta negativa o no evidente (se incluyen en este rango
desde los explantes gue puedan haber disminuido su difmetro
inicial por deshidratacién hasta aquellos que pudieran haber
lo incrementado ligeramente en las primeras horas de cultivo
sin que pudiera considerarse el resultado de la accisn del

medio de cultivo).

2- 2.1-4,0 mm: incremento medio (se incluyen los explantes que llegaron
a duplicar su didmetro en 25 dias como resultado del tra-

tamiento) .

3- 4.1-6,0 mm: incremento considerable (se incluyen los explantes que

llegaron a triplicar el didmetro inicial en 25 dias).

Incremento en longitud:

1- 0-20 mm: Respuesta negativa o no evidente (teniendo en consideracifn

los mismos aspectos que para el didmetro).

2- 21-40 mm: incremento medio (teniendo en consideracidn los mismos aspec

tos que para el diametro).

3- 41-60 mm: incremento considerable (teniendo en cuenta los mismos as-

pectos que para el di&metro).

Neoformacidn de yemas: se expresan la ausencia de yemas (o) y el nfimero
de yemas neoformadas en la regibn apical a los
25 dias (1-4 yemas}).

Neoformacién de rizomas: se expresan la ausencia de rizomas (o) y el nf-
mero de rizomas neoformadas a los 25 dias de

desarrollo del explante (1-3 rizomas).

Desarrollo de frondes: se establecieron tres grupos:

0- Representa la ausencia de primordios o frondes en sus primeros esta-

dios de desarrollo.
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1- Representa el nimero de explantes en los gue se alcanzd hasta la for-

macién de los primordios foliares (entre 2 y 5 mm de longitud).

2- Representa el nGmero de explantes en que se alcanzf hasta la neoforma

c16n de frondes en sus primeros estadios de desarrollo (entre 6 y 10
mm de longitud).

f) Color de la regidn neoformada a partir del &pice del explante a los 25
dias.

1- negruzco verdoso.
2- amarillo verdoso-
3- verde claro.

4- verde brillante.

g) Color del explante original a los 25 dias.

1- pardo oscuro
2=-pardo claro

3= verde icldro

4- verde brillante

RESULTADOS

El incremento en el difmetro del extremo apical de los rizomas de la espe
cie en estudio en los diferentes medios de cultivo después de 25 dias refle
ja el efecto de cada tratamiento sobre la actividad de los meristemos api-

cales y se presenta en la tabla I.

De acuerdo con la escala establecida para la evaluacién de este cardcter
sc hace evidente que cualquiera de ellos promueve esta actividad, aungque el
medio mineral de Knudson suplementado con agua de coco al 10% (tratamiento
V) resulta el mejor teniendo en cuenta lo generalizado de la respuesta y la
homogeneidad en el incremento de didmetro alcanzado donde se reflejan valo-
res en que se triplican los valores iniciales del didmetro del explante. En

la fiqura 1 se observa este efecto.
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Figura 1. Crecimiento en longitud y espesor del extremo apical de Nephrolepis cordifolia
en el medio Knudson suplementado con agua de coco al 10% a los 25 dias. Se
observa ademds los rizomas y frondes producidos.

Aunque las respuestas en los tratamientos I v II no alcanzan la homoge-
neidad del tratamiento V, estos tambié&n promueven altamente la actividad
meristemética.

En la tabkla II se refleja el incremento en la longitud de los rizomas en
el momento de la evaluacibén, asf como los valores absolutos menor y mayor
alcanzados en cada uno de los grupos establecidos. Resulta importante desta
car que en ninguno de los casos se alcanzan valores entre 40 y 60 mm de in-
cremento en la longitud del explante original. M&s afin, los valores en la
longitud de los explantes agrupados en la segunda clase se aproximan mucho
al limite inferior de esta, en gue el mdximo valor alcanzado resulta de 22 mm
y representa un incremento aproximado de 7 mm, No obstante, en los tratamien
EOS L YV (Gamborg‘y Knudson suplementado con agua de coco al 10%) existe un
efecto promotor del crecimiento en longitud. La totalidad de los explantes
sometidos al tratamiento V alcanzan valores entre 20 y 22 mm mientras gque
en el tratamiento I la variabilidad en la respuesta es mayor. La figura ante

rior también evidencia este efecto.

La produccifn de yemas en 25 dias fue evaluada para conocer el efecto que
pudieran ejercer los distintos tratamientos, aungque es evidente que este pa-

rémetro se relaciona con el natrdn de crecimientoc del helecho. Es por ello,
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qu€ se tomaron en consideracifn sélo las yemas neoformadas en la regién del
eéxtremo apical que responde por entero al tratamiento aplicado. Los trata-

mieptos €, LI Y VI (Gamborg, Gamborg suplementado con agua de coco al 10% Y
agua de coco al 10% respectivamente) produjeron un nfimero elevado de yemas,

S1 se considera el total de yemas producidas en el tratamiento por el total
de explantes.

Sin embargo, aunque en nimero no pueden considerarse diferentes el trata
miento II resulta el mis efectivo ya que el 90% de los explantes produjeron
entre 3 y 4 yemas a diferencia de lo que ocurre en cualquiera de los otros
medios utilizados. Por otra parte, es interesante el hecho de que indepen-
dientemente del tratamiento solo siete explantes no respondieran a la produc
cidén de yemas. Finalmente, es notable el efecto producido en el tratamiento
V ya que la produccién de yemas es la menor y el 60% de los explantes no
responden o presentan s8lo una yema al cabo de los 25 dias.

La neoformacién de rizomas es el resultado del desarrollo de yemas exis-
tentes en la totalidad del explante. A los 25 dfas de tratamiento los rizo-
mas crecen sb6lo a partir del segmento de explante original.

En la tabla IV se presenta el nfimero de explantes que produjeron las dis
tintas cantidades de rizomas por tratamiento. Aungue en general existe una
dispersidn grande en la respuesta, el tratamiento V (Knudson suplementado
con agua de coco al 10%) produce entre 1 y 2 rizomas a los 25 dias en el
90% de los explantes.

La produccifn de rrondes y su crecimiento tambi&n fueron evaluadosg. En
la tabla V se refleja el nfimero de explantes en que no hubo respuesta en el
desarrollo de frondes (0), donde la mejor respuesta fue el desarrollo de
primordios foliares (1) asi como el niimero de explantes en los cuales se al
canzb el desarrollo de hojas {2). Se evidencia que el medio mineral de
Knudson suplementado o no con agua de coco influye favorablemente en 1la pro
duccibn de hojas; que el medio de Gamborg sin microelementos y el agua de
coco al 10% ejercen un efecto negativo en el desarrollo de primordios ¥y
frondes; y que en los medios de Gamborg suplementado o no, con agua de coco
al 10%, no hay una respuesta evidente al tratamiento por la variabilidad
del desarrollo alcanzado en los explantes. En la figura 2 se observa el de-
sarrollo de frondes en los explantes sometidos a los tratamientos de Knud-—

son y Knudson suplementado con agua de coco al 10%.
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Figura 2. Desarrcllc de frondes de
A. Frondes desarrollados en el medio de
coco al 10%. B. Explante desarrollado er
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Es importante senalar que a diferencia del resto de los tratamientos en
el medio VI (agua de coco al 10%) se presenta una produccidén consideraple de

rafices; alcanzando estas gran longitud. Obsérvese este cardcter en la Figu-
a3,

Figura 3. Desarrollo de rafces de Nepholepic cardifolia después de 25 dfas de cultive
en medio de Agua de Coco al 10 & (tratamiento vI).

DISCUSION

Los resultados de cultivar regiones jovenes de rizomas de Nephrolepia
eordifolia (L) Presl. demuestran la posibilidad de propagar esta especie,
utilizando los mismos como fuente de explantes. Aunque no es primera vez gque
se utilizan fragmentos de rizomas con estos fines ya que existen publicacio
hes y trabajos presentados en eventos que asi lo manifiestan (Hicks y Stee-
ves, 1969; Kshirsagar y Metita, 1978; Caponetti y Byrne, 1985; Chen, Read y
Hall, 1985), nunca antes se habia probado en Cuba en la especie objeto de
estudio.

A los 25 dias de sembrados los explantes, existen un conjunto de aspec-
tos relacionados al patrén morfogenético que permiten evaluar los distintos

medios de cultivo empleados para los objetivos propuestos.

En primer lugar es importante destacar que el incremento en el diidmetro
de los explantes en los tratamientos, I, II y V se estimulan en jran medida,

esto se evidencia porgue en el 100% (tratamiento V) o en el 80% (tratamien-
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to I y II) los valores iniciales del explante se triplican en 25 dfas, A di

ferencia de esto, el crecimiento en longitud no parece notable, sin embargo,
es de destacar que la observacifn del patrén de crecimiento de los explantes
evidencia que la respuesta sélo ocurre en el extremo apical.

Si se tiene en cuenta lo anterior en el andlisis de los resultados un
incremento del &pice gue oscile entre 5 y 7 mm de longitud resulta notable
para el tiempo en que ha ocurrido el crecimiento "in vitro" en el tratamien
to V ya que la aparente "no respuesta" del 50% de los explantes coinciden
en valor con el limite superior de grupo establecido.

Esta interpretacifn no tiene el mismo valor si se analiza el tratamiento
I, ya que los cuatro explantes gue aparentemente no responden tienen gran
variabilidad en los valores de incremento Yy por lo tanto en algunos de ellos
realmente no hubo una respuesta al crecimiento en longitud. Todo lo ante-
rior, hace del medio Knudson suplementado con agua de coco al 10% el més ade
cuado para promover un crecimiento homogéneo de forma acelerada. Si a esto
se afiade que en el tratamiento V existe la mayor homogeneidad en la produc-
cidén de rizomas a los 25 dfas (1 6 2 rizomas), que ocurre en este tiempo la
diferenciacién hasta la formacifn de frondes en el 80% de los casos, exis-
tiendo también primordios foliares en todos los casos Yy que la coloracién
de los explantes es la m&s adecuada cuandc se considera la porcién original
Y la neoformada, resulta evidente que la obtencién de plantas j6venes de
Nephrolepis cordifolia es posible en el medio de Knudson suplementado con
agua de coco al 10%.

Del andlisis de los resultados puede inferirse que el cultivo de frag-
mentos de rizomas en agua de coco por un perfodo corto de tiempo, conlleva-
ria a la produccibn acelerada de plantas implantadas en un alto por ciento.

El trasplante de estas al medio de Knudson suplementado con agua de coco
al 10%, tratamiento de respuesta satisfactoria en la produccifn acelerada
de rizomas, serfa mucho m&s eficiente en nfimero y tiempo para su produccifn.
Inclusive, puede pensarse en el trasplante a tierra en fases tempranas sélo
con un tratamiento de rizomas provenientes de medio de agua de coco,

Finalmente las condiciones de cultivo en que se llevd a cabo el presente
estudio evidencia que la iluminacién y temperatura empleadas no fueron causa
en la obtencifn de respuestas adecuadas a los prop8sitos del trabajo; no
obstante, teniendo en cuenta datos de estudio en que se analiza la influen-
cia de estas condiciones en el cultivo "in vitro" de helechos (Chen, Read y
Hall 1985) pudieran quiz&s incrementar el valor de los resultados obteni-
Jdos por nosotros.
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Tabla I.

incremento en el didmetro del extremo apical de rizomas de
Nephrolepie eordifolia en distintos medios de cultivo des
pués de 25 dias. Tratamientos: Te IL. LIL, IV, Y. v Vi: Ih-
dice de crecimiento: 1, 2 Y 3; nGmero de explantes, No Exp;
valor mdximo del explante por tratamiento en mm, VM; valor
minimo del didmetro cel explante por tratamiento en wm, vm.

Tratamiento
Creci
miento
« L1 I Iv v VI
en
didmetro
NoweERp: 0 0 i 0 0 |
1 vm - - 155 - * LD
v - . 1.5 v . 1.5
No. Exp. 2 3 9 9 0 9
2 vin &l 3.0 b, 2 0 - 3.0
VM 3 &0 iah Bu:h &5 - 35
No. Exp. 8 8 0 1 10 0
3 Vi 5 5 - 5 5 -
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Tabla II. Incremento en la lon
lia en diferentes me

tamientos: I,

l, 2 yv 3; ntmero de explantes, No. Exp; valor miximo del
plante por tratamiento en mm, VM; v
tud del exnlante nor tr

gitud de rizomas de Hephrolepis copr
dios de cultivo despuds de 25 dfas.

IYI.J ¢

Trﬂ

I, II1, IV, V y VI; Indice de crecimiento:

X

alor minimo de la longi-

atamiento en mm, wvm.
Tratamiento n~mwT‘ s i
Incre
mento
- i i 6. EET 1v A% VI
longitud ;
No. Exp. 4 7 10 10 5 9 |
il v 16 16 15 ];Th_ u;b 115
VM 20 20 18 18 20 20
No. Exp. 6 3 0 0 {"
2 vm 21 21 = - 27 ! QI
VM 22 42 - = 22 2]
Mo, Exp. 0 0 0 0 0 0
3 vm - - - - - =
VM - . g & 2 f
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Tabla III. Neoformacién de yemas en Nephrolepie cordifolia en
diferentes medio de cultivo. Tratamientos, I, II,
III, 1V, V y VI; ausencia de yemas, 0; n(mero de
yemas formadas a los 25 dias de cultivo en cada
medic 1,2,3 y 4.

Tratamientos
No .
de 15 LT LI IV A% VI
yemas
0 0 1 1 2 3 0
1 1 0 2 3 3 2
2 2 0 2 2 2 1
3 1 3 3 2 2 1
4 6 6 2 1 0 6

Tabla IV. Neoformacibén de rizomas de Nephrolepis cordifolia
en diferentes medios de cultivo. Los valores repre
sentan el n@mero de explantes por tratamientos se-
parados de acuerdo con los rizomas producidos. Tra
tamientos, I, II, III, IV, V y VI; nGmero de rizo-
mas formados a los 25 dias, 1,2,3.

H<:\'\"l‘ratamientos
g I . & III v v VI
de
rizomas
0 4 2 5 2 1 10
1 1 5 2 4 4 0
2 2 2 2 2 5 0
3 3 1 1 2 0 0
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Tabla V. Desarrollo de frondes de Nephrolepis cordifolia en
diferentes medios de cultivo. Tratamientos; I, II,
IIT, IV, V y VI; ausencia de primordios y frondes
después de 25 dias de cultavo; 0; primordios folia-
res (entre 2 y 5 mm de longitud), 1l; primeros esta-—
dios de desarrollo del fronde (entre 6 y 10 mm de
longitad) ,{ 2.
Tratamientos
Des . iz 2 i) 31 E Iv A% VI
frondes
0 3 1 9 0 0 10
jic i 6 1 2 2 0
2 6 3 0 8 8 0

Tabla VI. Color de la regifén neoformada a partir del &pice del
explante a los 25 dias de Nephrolepis cordifolia en

diferentes medios de cultivo. Tratamientos, I, 1II,
I1T, IV, V. ¥ ViI; negruzco. verdosoi,. l: amarillo.ver-
doso, 2; verde claro; 3; verde brillante, 4.

Tratamientos
Color
de b i 1k 8 11 Iv v NI
Regibn
Neof.
ik 10 8 0 0 0 0
2 0 2 160 8 0 0
3 0 0 0 0 0 10
4 0 0 0 2 10 1]
| - e
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Tabla VII. Color del explante original de Nephrolepis cordi-
folia a los 25 dias en diferentes medios de cul-
i Tratamientos, I,II, 1, IV, ¥, v Viz pardo
oscuro, 1; pardo claro, 2; verde claro, 3; verde
brillante, 4,

Tratamientos
Color

del

e I IT s Iv v VI

explante

original

I 8 2 0 8 0 0
2 0 7 10 2 0 0
3 2 1 0 0 0 10
4 0 0 0 0 10 0
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