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RESUMEN
Se utilizé un Banco de Plantas establecido en el Jardin Boténico Nacional constituido por especimenes adultos de cuatro variedades de Saintpaulia
lonantha Wendl. para la propagacién masiva in vitro a partir de fragmentos de hoja.

Se establece un esquema de desinfeccién que combina el desinfectante cubano BENZALCONIO con alcohol y cloro comercial para la obtencién
de resultados altamente satisfactorios (>98%); se comprobé que el medio nutritivo y condiciones de cultivo aplicados anteriormente a Fragaria x
ananasa (Martinez y col., 1985) producen una respuesta de iniciacién de brotes en cuatro semanas; que los brotes pueden subcultivarse tres
veces sin que se produzca vitrificacion en més del 95% de las vitroplantas resultantes; y que el sustrato (humus: arena silicea en proporcién 2:1)
y condiciones en que se realiza la aclimatizacion y primeras fases de crecimiento en tinel utilizado resultan efectivos en un 100%. Se discuten
los resultados.
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ABSTRACT
An established Bank of Plants of adult specimens of four varieties of Saintpaulia ionantha Wendl. in the National Botanical Garden was used for in vitro
propagation by leaf fragments.

Disinfection scheme combining the Cuban product BENZALCONIO with alcohol and commercial sodium hypochloride for obtention of highly
satisfactory results (>98%) was established; the effect of nutritive medium and culture conditions previously applied to Fragaria x ananasa
(Martinez et al., 1985) for initiating shoot formation in four weeks was proved; the possibility of three subcultures of initiated material without
vitrification in more than 95% of the resulting vitroplants was obtained; and that the tested substrate (humus: silica sand in proportion 2:1) and
conditions applied for acclimatization and initial growth in tunnel conditions are effective in 100%. Results are discussed.
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INTRODUCCION hacen que los rendimientos del proceso disminuyan con-

La familia Gesneriaceae cuenta con innumerables re- siderablemente. :

presentantes de apreciable valor ornamental entre los

que se destacan por su delicada belleza las distintas  Con los objetivos de contribuir a la recuperacién de al-

variedades de Violeta africana (Saintpaulia ionantha  gunas de las variedades de Violeta africana incluidas en

Wendl.). la coleccion del Jardin Botanico Nacional y de obtener
material homogéneo de alta calidad para su

La especie, caracterizada por un tallo corto del que se  comercializacion, el presente trabajo reporta un esque-

originan hojas de textura aterciopelada dispuestas en ma de produccién masiva factible aplicado a cuatro va-

roseta y cuyas flores presentan una gama de colores y riedades con alto porcentaje de supervivencia in vivo.
caracteres de la corola que determinan su alto valor or-

namental puede cultivarse bajo techo con una acertada MATERIALES Y METODOS
combinacién de sustrato, humedad, luz y temperatura.
Obtencion de explantos axénicos

Las violetas africanas se comercializan mundialmente Se utilizé como fuente de obtencién de explantos un ban-
(Bilkey etal., 1978) usando las técnicas de cultivoin vitro co de plantas adultas de cuatro variedades de Violeta
con gran éxito. En Cuba, su propagacion masivain vitro africana (Saintpaulia ionantha Wend\.), sanas y vigoro-
se realiza a partir de tecnologias establecidas; pero la sas que se cultivaron durante un afio en la Unidad de
aparicién de plantas vitrificadas, y fundamentalmente la Cultivo in vitro del Jardin Botanico Nacional. Las varie-
baja supervivencia que se logra durante la fase de dades con flores de color azul (V1), violeta (V2), blanco
aclimatizacién bajo las condiciones en que se realiza (V3) y malva (V4), fueron cultivadas en condiciones
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semicontroladas, con luz filtrada al 70%, riego diario y
temperatura ambiental, en macetas con sustrato de com-
posicion conocida (humus: arena silicea en proporcion
2:1) para su desarrollo dptimo.

Para la iniciaciénin vitro, se cosecharon hojas maduras
de cada variedad, y se sometieron a dos esquemas de
desinfeccion: C-MEB y el CB-NS (Tabla ).

TABLAI
Esquemas de desinfeccion aplicados a las hojas madu-
ras de Saintpaulia ionantha Wendl.

ESQUEMA C-MEB

% Lavado de las hojas con abundante agua corrien
te.

i Lavado con solucién antiséptica y detergente de

Clorhexidina y Methyl-ethyl-benzalconio (2%).
Enjuague con agua de la llave.

Enjuague con agua destilada no estéril.
Enjuague con agua destilada estéril (3 veces).
Inmersioén durante 1’en alcohol al 70%
Enjuague con agua destilada estéril (3 veces).
Inmersién durante 10’en lejia comercial Cloralex
(6% de cloro activo) al 10%.

% Enjuague con agua destilada estéril (3 veces ).

* * * ¥ * *

ESQUEMA CB-NS

2 Lavado de las hojas con abundante agua corrien
te.

* Lavado con solucién desinfectante al 10% de

BENZALCONIO (20% de cloruro de benzalconio

y 0,2% de nitrito de sodio)

Enjuague con agua de la llave.

Enjuague con agua destilada no estéril.

Enjuague con agua destilada estéril (3 veces).

Inmersién durante 1'en alcohol al 70%

Enjuague con agua destilada estéril (3 veces).

Inmersién durante 20°en lejia comercial Kinsol

(2,5% de cloro activo)al 15%.

% Enjuague con agua destilada estéril (3 veces ).

* * ¥ ¥ * *

Para obtener los explantos se descartaron el peciolo, €l
nervio central y el borde del limbo foliar. La superficie
util se seccion6 en fragmentos cuadrados de 0,8-1,0 cm

(Fig. 1).

Iniciacion

Los explantos obtenidos se inocularon en frascos de cris-
tal transparente y de tapa metélica de rosca, sellados
con cinta autoadherente Kleen pack y en tubos de culti-
vo, conteniendo 25 y 5 mL de medio nutritivo respectiva-
mente. El medio de iniciacién reportado antes (Martinez
y col., 1985), en el que se suplementa al medio MS
_ (Murashige y Skoog, 1962)con fitohormnas a concen-
traciones que estimulan la iniciacién (0,25
mg/L" de BA, 0,2 mg/L' de IBA y 0,08 mg/L"' de GA3)
fue aplicado sin modificacién. Se inocularon un explanto
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por tubo y cinco explantos por frasco de manera tal que
la superficie del haz quedara en contacto directo con el
medio de cultivo. Se aplicaron condiciones controladas
para la iniciacion de brotes: luz artificial continua de 3000-
4000 lux y temperatura de 26+2°C durante 4 semanas.

-~ 7

Figura 1: Obtencién de explantos de S. jonantha (V2) de 0,8-1,0cma
partir de la superficie foliar previamente desinfectada en condiciones
estériles.

Multiplicacion

Los explantos iniciados se fragmentaron en 3-4 porcio-
nes dependiendo de la intensidad de la brotacién y se
trasplantaron al mismo medio MS(Murashige y Skoog,
1962) suplementado con 2,5 mg/L"' de BA que ha esti-
mulado la multiplicacién en otros cultivos (Martinez y col.,
1985). Para el desarrollo de esta fase se utilizaron Uni-
camente los frascos de cristal transparente conteniendo
40 mL de medio nutritivo, a razén de 2-3 fragmentos/
frasco. Se realizaron subcultivos cada 4 semanas para
evaluar la potencialidad de esta fase por supervivencia
de los brotes y vitrificacion.

Enraizamiento

Los grupos de brotes fueron divididos y subcultivados
durante 4 semanas bajo las condiciones de la fase pre-
cedente en medio MS (Murashige y Skoog, 1962)a la
mitad de su concentraciéon suplementado con 0,25
mg/L" de BA y 0,2 mg.L-' de NAA, razén de 5-8 grupos/
frasco.

Aclimatizacién

Las vitroplantas se individualizaron y se separaron en
dos grupos atendiendo a la talla alcanzada: G1, tallas de
1,1-2,0 cm; G2, tallas de 0,5-1,0 cm.

Las vitroplantas G1 se plantaron en bandejas de alumi-
nio y las G2 en bandejas de poliespuma, conteniendo
como sustrato una mezcla de humus: arena silicea en
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proporcion 2:1, cuyos componentes fueron previamente
pasados a traves de un tamiz de 3,5 mesh a fin de ga-
rantizar un tamafio de particula homogéneo. La
aclimatizacion se realizo bajo iguales condiciones a las
aplicadas al banco de plantas pero al 100% de humedad
relativa durante las primeras tres semanas, lograda por
su permanencia en un tdnel de nylon transparente ce-
rrado a manera de camara himeda. La efectividad del
procedimiento aplicado para la aclimatizacion fue eva-
luada en dos épocas: mayoy enero. Se realizé una prue-
ba adicional, eliminando la cdmara humeda, a las
vitroplantas aclimatizadas en mayo.

Al culminar la fase, se evalué el porcentaje de supervi-
vencia en cada grupo de 200 vitroplantas.

Crecimiento en tlnel y trasplante

Una vez aclimatizadas las vitroplantas, se eliminé la ca-
mara humeda y se mantuvieron en tlinel con riego por
aspersion diario durante dos meses. Se evalud la su-
pervivencia de las vitroplantas, el diametro alcanzado por
la roseta de hojas y su altura.

Después de evaluadas, las vitroplantas se trasplantaron
a macetas plasticas de 8,0 cm de diametro y 6,5 cm de
profundidad, conteniendo el mismo sustrato de proce-
dencia y régimen de riego. Se controlé la supervivencia
de las vitroplantas al trasplante.

RESULTADOS Y DISCUSION
En el presente se cuenta con una gran experiencia en el
cultivo in vitro de las violetas africanas.

El proceso productivo se realiza con gran éxito en varios
paises, donde inclusive se ha introducido la
automatizacion al sistema. En Francia por ejemplo, la
produccién anual de este ornamental ha llegado a repre-
sentar aproximadamente el 50% de las plantas obteni-
das por cultivo in vitro con un valor de 15 millones
(Bouziques, 1987). Por otra parte, en Ameérica del Norte
la produccion comercial de violetas se eleva a un millén
y medio de vitroplantas anualmente (Zimmerman y
Barnhil, 1991). Sin dudas, el procedimiento para la pro-
duccién biotecnolégica automatizada reportado a fina-
les de los afnos ochenta (Levin etal., 1988) se relaciond
a las cifras alcanzadas.

La automatizacién, se ha realizado utilizando
biorreactores de 10 - 50 litros con aereacién, utilizando
un bioprocesador que selecciona y dispersa el tejido y el
medio nutritivo a razén de 100,000 propagulos en 8 ho-
ras; de otra parte, al sistema se acopla una maquina
capaz de colocar las vitroplantas en el sustrato a una
velocidad de 8000/hora, con lo cual pudo reducirse el
costo de produccion total en un 60% por planta. Entre
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las plantas obtenidas satisfactoriamente se citan las vio-
letas africanas.

Sin embargo, las mayores dificultades para establecer
un sistema continuo de produccién masiva de plantas
de alta calidad, recaen en la contaminacién, en los por-
centajes de vitrificacion y en la fase de aclimatizacion en
sustrato, independientemente del volumen de vitroplantas
a producir y que el sistema aplicado sea automatizado o
no.

El procedimiento aplicado en el presente trabajo pone
de manifiesto que cualquiera de los dos esquemas de
desinfeccion aplicados permite obtener explantos
axénicos, pero mientras que con el esquema CB-NS se
obtiene un 98% de explantos axénicos, con la aplicacién
del esquema C-MEB los rendimientos globales se ven
afectados significativamente por la contaminacién y
muerte del tejido en un 25%.

Otro aspecto de interés en la micropropagacion de las
violetas es su respuesta a la iniciacion a partir de distin-
tos explantos. Aunque las violetas constituyen un ejem-
plo de micropropagacion a partir de yemas adventicias
(Bilkey et al., 1978) que se originan en las secciones
transversales de peciolo, el limbo foliar desprovisto del
nervio central y del borde, seccionado en cuadrados e
inoculado horizontalmente, también produce resultados
altamente satisfactorios. La totalidad de los explantos
axénicos respondié al medio nutritivo y condiciones de
cultivo aplicados en la fase de iniciacion.

Los resultados obtenidos utilizando frascos de cristal y
tubos de cultivo conteniendo 25 y 5 mL de medio nutriti-
vo respectivamente durante la fase de iniciacién fueron
altamente satisfactorios. Sin embargo, para una pro-
duccién comercial, es preferible la inoculaciéon de
explantos en los frascos de cristal utilizados en las res-
tantes fases in vitro, con 5 explantos por frasco conte-
niendo 25 mL de medio nutritivo para lograr una mayor
celeridad en el proceso y facilidad de manipulacién pos-
terior.

En el presente trabajo se aplicaron el medio nutritivo y
condiciones de cultivo probadas con anterioridad con el
objetivo de evaluar las pérdidas por vitrificacién que ocu-
rren fundamentalmente durante la fase de multiplicacion.
Los resultados obtenidos revelaron que a partir del ter-
cer transplante en medio de multiplicacién se obtienen
respuestas morfogenéticas diversas, tales como peque-
nos callos y raicillas finas sobre las hojas de los nuevos
brotes, asi como plegamiento de las nuevas hojas que
dan a los brotes un aspecto diferente al de la planta nor-
mal. El efecto, igual en todas las variedades utilizadas,
se incrementa bruscamente a partir del tercer transplante,
en que el 60% de las vitroplantas, como promedio, pre-
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sentan estas anormalidades. Es por ello que para ga-
rantizar una produccién de plantas sanas y vigorosas
sin modificaciones en su fenotipo no deben realizarse
mas de tres multiplicaciones in vitro a partir del material
iniciado.

La técnica aplicada permite obtener, como promedio, 40
vitroplantas a partir de cada porcién utilizada como
explanto axénico en cada multiplicacién (Fig. 2), canti-
dad que se incrementa exponencialmente de acuerdo al
nimero de multiplicaciones que se haga, hasta tres.

Figura 2: Vista parcial de los brotes aéreos de S. ionantha (V2) so-
bre medio MS (Murashige y Skoog, 1962) suplementado con 2.5
mg/L"' de BA durante la fase de multiplicacion.

El 100% de los brotes enraizan satisfactoriamente con
el medio nutritivo y condiciones de cultivo aplicados y a
las cuatro semanas pueden ser pasados a la fase de
aclimatizacion.

La aclimatizacion puede considerarse altamente satis-
factoria tanto para las plantas con talla entre 1,1-2,0 cm
(Grupo 1) como para aquellas que oscilan entre 0,5-1,0
cm (Grupo 2). De acuerdo a la metodologia aplicada,
para tallas mayores (Grupo 1) se logra un ligero incre-
mento (3%) respecto al 95% de supervivencia logrado
en las de menor tamario (Grupo 2). Los resultados al-
canzados son de gran utilidad practica para la puesta en
marcha de un sistema de produccion in vitro de violetas
con fines comerciales a pequena escala, ademas de
permitir la evaluacion del potencial de esta tecnologia a
mayor escala en biofabricas.

Debe sefialarse no obstante, que las vitroplantas que
iniciaron esta fase en la época de lluvia, pudieron culti-
varse eliminando la camara himeda, lo que, evidente-
mente, se relaciona con la elevada humedad ambiental.
Sin embargo, la instalacién debe contar con condiciones
que eviten la lluvia directa sobre el material

micropropagado.

Al cabo de 1,5-2,0 meses, tiempo requerido para el cre-
cimiento en tlnel y trasplante, las vitroplantas alcanza-
ron un diametro en roseta de hojas de 4 cm y una altura
que oscilé entre 2,0-3,0 cm, independientemente de la
variedad. Es importante hacer notar la celeridad en el
ritmo de crecimiento en los dos meses posteriores al
transplante a macetas (Fig. 3). Durante este periodo se
triplica el diametro de la roseta de hojas y se incrementa
la altura del fronde hasta 3,0 cm; a los seis meses de
edad, las vitroplantas logran alcanzar 16,0 cm de didme-
tro en su roseta con 7,0 cm de altura como promedio.
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Figura 3: Vitroplantas aclimatizadas de S. ionantha (V2),después de
dos meses del transplante a macetas con el sustrato seleccionado
(humus:arena silicea, en proporcion 2:1).

El cultivo en macetas con las condiciones descritas, po-
sibilita un 100% de supervivencia de vitroplantas sanas
y vigorosas. La etapa de floracién comienza después
de seis meses de realizado el trasplante a condiciones
in vivo y puede permanecer durante todo el afo.
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