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RESUMEN

La demanda de posturas homogéneas y de alta calidad para la reposicion y desarrollo de nuevas areas cultivadas, a bajo costo y en corto tiempo,
s6lo es posible utilizando biotecnologias. -

Se realizé la evaluacion previa a escala de laboratorio acerca de los caracteres requeridos en las plantas donadoras de hijos basales, fuentes de
explanto y explantos, esquemas de desinfeccidn, medios nutritivos y balances hormonales requeridos para la iniciacién y fases posterioresin
vitro, requerimientos de iluminacién, frascos de cultivo y composicion del sustrato para obtener vitroplantas vigorosas con la talla requerida para
su cultivo en vivero.

Los mejores resultados se utilizaron para elaborar, ejecutar y demostrar la factibilidad de la propuesta tecnoldgica para una produccion de
vitroplantas de henequén a gran escala en Cuba.

Se demuestra la validez de la propuesta y las ventajas de su aplicacion. Se discuten los resultados.

ABSTRACT

Needs of homogeneous and high quality juvenile plants of henequen for reposition and development of new cultivated areas with low costs and
in a short period of time is only possible using biotechnologies.

Features required in basal shoots of donor plants, explant source and explants, dessinfection schemes, nutritive media and hormonal balances
needed for shoot initiation and subsequentin vitro phases, light requirements, culture vessels and substrate composition were evaluated ata
previously developed laboratory scale in order to obtain vigorous vitroplants with the required length for nursery culture. -

The best results were used to elaborate, execute and prove the factibility of the technological proposal for a large scale production of henequen
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vitroplants in Cuba.

The vality of the proposal is demonstrated in addition to the advantages of its application. Results are discussed.

INTRODUCCION

El heneguén ha constituido la fuente de mayor impor-
tancia en el mundo para la obtencion de fibras natura-
les, a lo que se afiaden hoy las potencialidades del jugo,
la fibrilla y la pulpa. AGn después de la utilizacién pre-
ferente de la fibra sintética, la industria henequenera
constituye una alternativa importante para el aprove-
chamiento de grandes extensiones de tierra en las que
no pueden cultivarse otras especies de interés econ6-
mico y para la obtencién de materia prima de gran uti-
lidad comercial.

De origen yucateco, el henequén (Agave fourcroydes
Lem) fue introducido en Cuba a mediados del pasado
siglo. Su explotacién es tradicional en el pais y su cul-
tivo se extendi6é en zonas préximas a la costa y en lla-
nuras de suelos pobres, calcareos y porosos no
aprovechables para el desarrollo de otros objetivos agri-
colas. A pesar de que a poco més de un siglo después
de su introduccion fuera marginado por el desarrolio
acelerado de areas con objetivos econémicos de ma-
yor prioridad, adn existen plantaciones de henequén
de altos rendimientos en fibra de gran calidad, asi como
plantas desfibradoras y capacidad industrial instalada
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para el procesamiento de la fibra y la produccion de
sogas, jarcias, cordeles e hilos para engavillar.

Evaluada la posibilidad actual de dar al henequén un
uso integral por el aprovechamiento adicional del jugo,
la pulpa y la fibrilla en la obtencién, de abonos,
detergentes y precursores de medicamentos, enire
otros, a principios de la década de los afios noventa se
reinician trabajos para lograr la recuperacién
henequenera a través de la restauracion de las areas
tradicionalmente cultivadas y del fomento de nuevas
plantaciones. Sin embargo, la cosecha y plantacion de
la cantidad de posturas de alta calidad requeridas para
lograr avances productivos a corto plazo, no era facti-
ble utilizando sdlo las vias de propagacion y las técni-
cas de cultivo aplicadas tradicionalmente. De ahi la
importancia de lograr tecnologias que puedan aplicar-
se a gran escala, con germoplasma seleccionado y que
resultan econémicamente atractivas.

La aplicacion de cultivo in vitro a los agaves se inicio
en la década de los afios setenta (Murashige, 1974,



Groenewald et al, 1977; Hunault, 1979). Después de
quince afnos de investigaciones que abarcaron, ademas
de la micropropagacion, intentos para inducir la varia-
bilidad genética con mayor eficacia por la reduccion
del riesgo en la produccion de quimeras in vitro
(Frydrych, 1982), se estableci6 un protocolo general
para la micropropagacion de Agavaceae ( Madrigal et
al., 1989) a partir de la experiencia acumulada en
dieciocho especies del grupo, aunque se excluyeron
aspectos de importancia ya publicados (Robert et al.,
1987).

A partir de la publicacion del esquema general para la
micropropagacion de Agavaceae se hicieron diferentes
trabajos que refieren los resultados de micropropagar
especies de la familia.

Se logra la regeneracion de plantas de Agave arizonica
(Power y Backhaus, 1989) a partir de los callos proce-
dentes de segmentos basales de los bulbillos utilizan-
do un procedimiento similar al descrito en henequén
(Robert et al., 1987); se aplico la micropropagacion a
Polyanthes tuberosa (Shen et al., 1991) utilizando frag-
mentos de escama del bulbo, yemas y escapos florales
a fin de determinar la concentracién 6ptima de sacaro-
sa para la produccién de brotes y la eficacia de aplicar
pretratamientos a los brotes obtenidos para su
enraizamiento; se utilizan los pequefios nédulos ver-
des que se forman en los fragmentos del rizoma de
Agave sisalana como fuente para multiplicar las ye-
mas caulinares directamente y la posibilidad de elimi-
nar la fase de enraizamiento in vitro (Das, 1992); y se
inicia una etapa con los objetivos de elevar los rendi-
mientos de la micropropagacion y la produccién de
metabolitos secundarios.

La micropropagacion del henequén se logré
exitosamente (Cruz Ramos et al., 1985; Robert et al.,
1987) y se ha podido evaluar la relacion existente entre
el potencial hidrico del medio de cultivo, las enzimas
que intervienen en la asimilacion del nitrégeno y la
vitrificacién que tanto influye en los rendimientos de
una tecnologia por su influencia en los porcentajes de
supervivencia de las vitroplantas (Castro et al., 1989).
Los avances obtenidos en la micro propagacién del he-
nequén se reflejan en la propuesta tecnologica para su
micropropagacion (Robertet al., 1992) en la que se ofre-
ce una informacién detallada de la fuente de explanto y
procedimiento para su desinfeccion; se detallan me-
dios nutritivos, suplementos hormonales, agentes
gelificantes y condiciones de cultivo para cada una de
las fases hasta obtener brotes maduros; se especifican
las condiciones para la aclimatizacion con resultados
de supervivencia elevados; y se presenta un esquema
para su ejecucion.

Aunque el procedimiento descrito (Robert et al., 1992)
proporciona un elevado nimero de plantas y asegura
la estabilidad genética, los propios autores advierten la
necesidad de ajustar la propuesta si se pretende hacer
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una propagacion a gran escala. No obstante sus venta-
jas, la tecnologia yucateca incluye la utilizacion de un
conjunto de factores que elevan sensiblemente los cos-
tos en la produccién de vitroplantas de cualquier cultivo
y que estan relacionadas a las condiciones artificiales
que se aplican al sistema.

En el presente trabajo se reporta una tecnologia para
la produccién de vitroplantas de henequén de alta cali-
dad a bajo costo y que proporciona ventajas tecnolégi-
cas, constructivas, econémicas y sociales.

MATERIALES Y METODOS

Criterios para la seleccion del germoplasma

Dada la inexistencia actual de un banco de
germoplasma establecido, que constituye la fuente ido-
nea para extraer el material por estar completamente
caracterizado y controlado; sometido a una atencién
cultural permanente que garantice su estado
fitosanitario dptimo; cultivado con un régimen de corte
de hojas que asegure un ciclo de vida largo; mantenido
con un régimen nutricional que posibilite la expresion
de la potencialidad real de cada espécimen; y donde se
controlen caracteres de interés que permitan la selec-
cién de las plantas donadoras de fuentes de explantos
y explantos de alta calidad, se utilizaron especimenes
aislados dentro de campos de ocho a diez aros.

Cada uno de los 50 ejemplares seleccionados fue mar-
cado, completamente caractetizado y considerado como
un clon (Fig. 1).

Figura 1. Seleccion de ejemplares élite y trabajo de caracterizacion.

Para la eleccion de los especimenes se tuvieron en cuen-
ta: su estado fitosanitario, la longitud y el didmetro del
fuste, la longitud y nimero de hojas y el nimero de hijos,
que constituyen indicadores de la robustez de la planta.

A partir del germoplasma seleccionado, identificado y
localizado, se obtuvieron las distintas fuentes de
explanto a evaluar.
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Seleccion de fuentes de explantos, explantos, es-
quemas de desinfeccion, medios nutritivos y con-
diciones de cultivo.

Para la seleccion de las fuentes de explanto se consi-
deraron los resultados obtenidos en una fase de labo-
ratorio a pequefia escala realizada previamente (Tabla I).

Tabla l.

Evaluacién de fuentes de explanto para su utilizacién en la micropropagacion de henequeén a gran escala.

FUENTES DE EXPLANTO RESPUESTA CONTAMINACION RENDIMIENTO
YEMAS

1. AEREAS DEL TALLO sl NO PERMISIBLE NULO

2. SUBTERRANEAS sl NO PERMISIBLE NULO

3. AEREAS DE LA INFLORESCENCIA sl NO PERMISIBLE NULO
BULBILLOS

4. PRODUCIDOS EN ETAPA POSFLORAL Sl < 5% ELEVADO

5. PRODUCIDOS EN VARETA CORTADA  SI < 5% ELEVADO

PEDUNCULOS FLORALES

6. ETAPA PREFLORAL NO NO PERMISIBLE NULO

7. DURANTE LA FLORACION NO NO PERMISIBLE NULO

8. ETAPA POSFLORAL s NO PERMISIBLE ELEVADO
COGOLLO

9. PLANTAS JOVENES DE DOS ANOS S| < 5% ELEVADO

Entre las tres fuentes de explanto que produjeron res-
puestas con elevados rendimientos en la produccion
de brotes y con porcentajes de contaminacion inferio-
res al 5%, se selecciono el cogollo de las plantas jove-
nes de dos afos para la produccion de vitroplantas a
gran escala. Esta fuente tiene ventajas sobre los
bulbillos porque puede obtenerse en cualquier momen-
to del afo, durante gran parte del ciclo de vida de la
planta y su extraccion no causa dafos a la plantacion
ni se opone a las normas establecidas para el cultivo
(corte de varetas para evitar manchas en la fibra por
secreciones florales).

La extraccion de los explantos se realizd siguiendo lo
referido antes (Robert et al., 1992) hasta la obtencion
del fragmento cubico de 5 - 6 cm de lado, el que se
proceso siguiendo la secuencia de pasos que se deta-
llan (Tabla I1), por ser el procedimiento de mejores re-
sultados durante la fase previa de laboratorio.
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La eleccion del medio de cultivo para promover la ini-
ciacién (MSI) se realizé considerando los resultados ob-
tenidos durante la fase de laboratorio (Tabla lll). De
entre los medios nutritivos que indujeron brotacion, se
selecciond el que se compone de las sales inorganicas
del medio MS (Murashige y Skoog, 1962) suplementa-
do con 30 mg/L de azucar refino, 0,025 mg/L de 2,4-D,
10 mg/L de BAP, y el complejo vitaminico propuesto
con anterioridad (Robert et al. , 1992): 2 mg/L de glicina,
0,5 mg/L de acido nicotinico, 0,5 mg/L de piridoxina,
0,1 mg/L de tiamina y 100 mg/L de inositol, que se
solidificd con 10 gr/L de agar (OXOID No. 3) en polvo.
La composicién de los medios nutritivos para lograr el
crecimiento de explantos (MSC), la multiplicacién de
brotes (MSMu) y su maduracion (MSMa) posterior para
la aclimatizacion en condiciones de umbréaculo tuvie-
ron la misma composicién basica salvo los suplemen-
tos hormonales que se aplicaron segun la respuesta a
promover. En el medio de crecimiento se redujo la con-
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centracion de BAP a un mg/L; para lograr la multiplica- cadas para el crecimiento de los brotes, solo que la
cion se aplicaron las mismas concentraciones de 2,4-D concentracién de azlcar se redujo a 20 gr/L y la de
y BAP que durante la iniciacién; y durante la fase de agar se incremento a 11 gr/L.

maduracion, se restituyeron las concentraciones apli-

Tabla Il
Procedimiento para la desinfeccién y obtencion de explantos axénicos del tejido del cogollo de plantas de henequén (Agave fourcroydes Lem.)
para su iniciacion in vitro.

1. Sumergir el bloque de tejido en lejia comercial Kinsol (2,5% cloro activo). al.20% un tiempo maximo de 30’ al
tiempo que se procesan otros cogollos.

2. Realizar 3 lavados sucesivos con agua destilada durante 5’ cada uno.

3. Sumergir en lejia comercial Kinsol (2,5% cloro activo) al 20% y transportar el recipiente tapado a la camara de
flujo laminar.

4. Realizar de inmediato 3 lavados sucesivos con agua destilada estéril durante 5’ cada uno.

5. Sumergir en lejia comercial Kinsol (2,5% cloro activo) al 80% durante 30’ ‘

6. Lavar 3 veces con agua destilada estéril y colocar el bloque sobre papel de filtro estéril para secarlo.

7. Descartar la superficie del material afectado por el tratamiento con Kinsol.

8. Cortar blogues cubicos de 0,8 cm de lado (explantos).

9. Inocular los explantos en medio sdlido de pretratamiento con 30 gr/L de azUcar refino y 50 mg/L de tetraciclina.

10. Mantener en la cdmara de crecimiento a 28¢C y ausencia de luz durante 5 a 7 dias.

11. Transferir los explantos axénicos al medio de iniciacién a razén de 5 explantos por frasco.

Tabla lll.
Evaluacién del efecto de distintos medios de cultivo y suplementos para la iniciacién de brotes de henequén (Agave fourcroydes Lem.) a gran escala

COMPOSICION FUENTES DE FACTORES DE CRECIMIENTO COMPLEJOS
DE SALES CARBONO HORMONAS VITAMINAS NATURALES
INORGANICAS

MS Azucar refino ANA / BAP I-T -

MS Azucar refino ANA / BAP I-T-N-P-G Hidrolizado de caseina
MS Az(car refino - I Agua de coco

MS Azucar refino BAP I Agua de coco

MS Azucar refino - | Jugo de henequén
MS Azucar refino - | Estracto de platano
MS Azicar refino 24D/BAP |-T-N-P-G -

MS Azlcar pastelera 2,4D /BAP [-T-N-P-G -

KNUDSON Azucar refino - l Agua de coco
KNUDSON Aztcar refino - | Estracto de platano
KNUDSON Azucar refino - | Jugo de henequén
KNOP Azlcar refino - | Agua de coco
KNOP Azicar refino - | Estracto de platano
KNOP Azlcar refino - | Jugo de henequén

(*) Medios que promueven brotacién en las fuentes de explanto referidas en la tabla II.
I, Inositol; T, Tiamina; N, Acido Nicotinico; P, Piridoxina; G, Glicina.

Los explantos y brotes se cultivan en frascos de vidrio la fase del protocolo aplicado; durante la iniciacion se
de 250 ml de capacidad con tapa de media rosca y inocularon cinco explantos por frasco y en las fases
sellados con envoltura autoadherente Kleen Pack. En siguientes, se cultivaron 10 brotes por frasco. Se
éstos, se adicionan 40 ml del medio nutritivo que realizaron subcultivos a medio fresco cada cuatro
proporcioné los mejores resultados en la fase de semanas a menos que debiera reducirse el tiempo por
laboratorio para un tiempo no mayor de cinco semanas. cambio de fase del protocolo.

La cantidad de material vegetal por frasco se vari6 segun
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Todos los cultivos se mantuvieron en condiciones de
iluminacion natural a excepcion de la fase de inicia-
cion que requiere de iluminacion continua. Para
ello se utilizoé la luz natural de dia, complementada
por luz artificial de noche, con intensidad de 3000-
5000 lux (56-80 microE/m?/seg), recomendada an-
teriormente para la iniciacién en condiciones artifi-
ciales (Robert et al.,1992). La temperatura se man-
tuvo controlada en 27+2°C.

Criterios para el paso a las distintas fases del
protocolo de micropropagacion

Los explantos axénicos cultivados durante cinco dias
en el medio de pretratamiento con tetraciclina se
transfieren al medio de iniciacién (MSI) bajo las con-
diciones de cultivo descritas.

Cada cuatro semanas, solo los brotes o grupos de
brotes diferenciados que se desprenden facilmente
del explanto original se pasan a medio de creci-
miento (MSC) mientras que el blogue de tejido ori-
ginal se subcultiva en medio de iniciacion hasta que
se agota su potencial de diferenciacion.

Los brotes diferenciados se mantienen en el medio
de crecimiento hasta que alcanzan tallas de 4-6 cm
y pueden transferirse al medio de multiplicacién
(MSMu) para lograr ahijamiento o al medio de ma-
duracién durante un periodo de 2-3 semanas para
lograr un buen porcentaje de supervivencia durante
la fase de aclimatizacion debido a la produccion de
ceras y el desarrollo de estomas (Robertet al.,1992).
Los brotes crecidos in vitro se cultivan una sola vez
en medio de multiplicacién con el objetivo de-impe-
dir la vitrificacién del material, despues de lo cual
siempre se transplantan al medio de maduracién
(MSMa). Para la multiplicacién de los brotes, ade-
mas de eliminar cualquier porcién de tejido necrosa-
do, deben desprenderse cuidadosamente dos o tres
de las hojas externas y las raices producidas duran-
te la fase de ceniciento.

Tratamiento a los brotes para su desarrollo
en sustrato, condiciones para la aclimatizacién
y composicién del sustrato

Una vez madurados los brotes, se extraen cui-
dadosamente de los frascos de cultivo y se lavan
con abundante agua corriente, cuidando de no da-
fiarlos, a la vez de eliminar todo el agar. Se podan
las raicillas desarrolladas durante la maduracion
y los  brotes se colocan sobre papel absorbente hu-
medecido hasta que se plantan, siempre antes de
las 24h.
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Los brotes se plantaron dentro de un umbraculo en
bandejas de poliespuma con sustrato. Se aplicé luz
natural filtrada al 40% y aireacion sin viento al lo-
cal. En estas condiciones se mantuvieron durante 3
semanas con riego por microjets, seguin pudo esta-
blecerse durante la fase previa a escala de laborato-
riQ.

Como sustrato para la aclimatizacion se utilizé una
mezcla de pulpa de henequén fermentada durante
40 dias, seca, triturada y tamizada; arena de mar
lavada; y tierra de la localidad, también tamiza-
das, en iguales proporciones.

Transplante de posturas y condiciones de creci-
miento en tinel

Las vitroplantas aclimatizadas se trasladaron para
su crecimiento en tinel y permanecieron en las ban-
dejas originales o se trasplantaron a canteros con
una mezcla de suelo ferralitico rojo y bagazo de he-
nequén fermentado en proporcion 3:1, elevando la
incidencia de luz filtrada al 60% y aplicando uno o
dos riegos diarios hasta alcanzar una talla de 12
cm.

Propuesta de esquema para la produccién de
vitroplantas de henequén

Con los resultados obtenidos durante la fase experi-
mental previa a escala de laboratorio se elabor6 un
esquema general para la produccion masiva de
vitroplantas de henequén a partir del cual se eva-
luaran el tiempo para la obtencion de respuestas y
los rendimientos (Fig. 2).

PLANTA MADRE
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Fig. 2. Propuesta de esquma para la produccién de vitroplantas de
henequén a gran escaia.



RESULTADOS Y DISCUSION

La aplicacién de los resultados de micropropagacion
de henequén a escala de laboratorio segin el esquema
de produccién propuesto para la propagacion a gran
escala permitié obtener precisiones cuantitativas y cua-
litativas del proceso después de validarlo con mas de
2000 explantos (Fig. 3).
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I—Iﬁ{t)'l‘ES GRANDES :\mn‘kus|

wis
Pérdic: 5 % ] Madluracion en e dio MSMa
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! VITROPLANTAS DE 25-30 cm PARA YIVERO I
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Fig.3. Esquema para la produccion de vitroplantas de henequén en
biofbricas. MSI, medio de iniciacién; MSC, medio de crecimiento; MSMu,
medio de multiplicacién; MSMa, medio de maduracién; d, dias; S,
semanas.

Como se observa, la utilizacion de hijos basales de dos
afos permite la obtencién de entre 18 y 27 explantos
por cada planta donadora, de los cuales se obtiene un
promedio de 20 explantos axénicos, lo cual se corres-
ponde con un 8% de contaminacién y evidencia la utili-
dad inmediata de la aplicacién de un pretratamiento
con tetraciclina durante cinco dfas. Los explantos que
se inician se hinchan y comienzan a tornarse verdes a
partir de las 48 horas despues de la inoculacién y a
partir de cada explanto clbico de 0.8 cm de lado se
producen como promedio 10 brotes, aunque existe gran
variacién en la respuesta lo cual se relaciona con la
posicion original del fragmento en la planta. Algunos
explantos llegan a producir hasta 26 brotes mientras
que otros pocos producen entre 0 y 3. El periodo de
brotacién comienza a partir de las 3 semanas después
de la inoculacién cuando la luz continua aplicada se
compone de la combinacion de luz natural con artificial
alternadas (dia/noche), con lo cual el inicio del proceso
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se reduce a la mitad respecto a lo reportado con ante-
rioridad (Robert et al.,1992) aunque puede extenderse
hasta las 12 semanas, lograndose un promedio de 190
brotes pequerios entre 1-3 cm de longitud.

Los brotes de 2,5-3,0 cm de longitud que se han ido
separando espontaneamente y los restos del explanto
original con los Gltimos pequerios brotes diferenciados,
una vez agotada la potencialidad de regeneracién, se
subcultivan en condiciones de fotoperiodo, utilizando
la luz natural incidente y el medio de crecimiento (MSC)
referido. Estos brotes son capaces de crecer hasta al-
canzar una longitud de 4-6 cm en cuatro semanas y se
desarrollan normalmente, con lo cual se demuestra que
la utilizacién de la luz natural reduce a cero la forma-
cién de estructuras aberradas (fenémeno de
vitrificacién) ain cuando se utiliza el azGcar refino de
produccion nacional en lugar de la sacarosa. El tipo de
frasco para el cultivo utilizado en las biofabricas cuba-
nas, con 40 ml de medio nutritivo, no introdujo varia-
cién alguna respecto a los resultados obtenidos en la
fase de laboratorio realizada previamente cuando se
cultivan entre 10 y 12 brotes por frasco.

Los brotes obtenidos pueden ser transferidos al medio
de maduraciéon (MSMa) para ser posteriormente
aclimatizados, o pueden pasarse al medio de multipli-
cacién (MSMu) a fin de incrementar el namero de
vitroplantas segun se requiera.

Al realizar la fase de multiplicacién, se pudo determi-
nar que en un perfodo de cinco semanas pueden pro-
ducirse, como promedio, tres pequefios brotes por cada
brote inoculado si se mantienen en las condiciones de
luz y temperatura aplicadas durante la fase anterior. Es
importante sefialar que la fase de multiplicacién debe
aplicarse tal como se representa en la figura 3, donde
cada brote crecido se somete al ahijamiento UNA SOLA
VEZ, y son sus hijos los que después de nueve semanas
estan multiplicando al material. Este procedimiento tam-
bién contribuye a evitar la formacién de plantas
vitrificadas que se reportan en otras tecnologias (Robert
et al., 1992).

Como se ha referido antes (Robert et al., 1992) el cul-
tivo de los brotes en el medio para su maduracién con-
tribuye a la inhibicion de la elongacion de éstos al tiem-
po que se desarrolla una coloracién verde intensa en
los mismos. Transcurridas entre dos y tres semanas en
el medio de maduracién y en las condiciones de cultivo
descritas en las fases de crecimiento y multiplicacion;
y utilizando el mismo tipo de frasco, cantidad de medio
nutritivo, y nimero de plantas por frasco ya referidas,
se logran brotes capaces de pasar a la fase de
aclimatizacion, sin que éstos tengan que subcultivarse
para lograr su enraizamiento. También debe sefalarse
que los brotes que se transfieren a medio de madura-
cion, aun después de aislar los hijos producidos en esa
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fase, generalmente muestran ahijamiento adicional, po-
siblemente inducido en la etapa anterior y pueden pa-
sarse a una fase de crecimiento, si se desea aprove-
char todo el potencial.

La fase de maduracién se ha realizado segun se repor-
t6 antes (Robert et al., 1992) ain cuando las condicio-
nes aplicadas a los brotes sean diferentes. Seria de
importancia evaluar la necesidad de la fase de madu-
racion cuando se aplica la luz natural en las camaras
de cultivo, ya que posiblemente la utilizacion de la luz
natural durante el proceso de desarrollo in vitro de los
brotes favorece la formacién de ceras epicuticulares y
atenua los efectos producidos por las condiciones de
aclimatizacion in vivo.

Debido a las diferencias que se producen en los por-
centajes de supervivencia de los brotes que enraizan
in vitro respecto a los que enraizan in vivo durante la
adaptacion en sustrato, existen discrepancias en cuan-
to ala necesidad o no de aplicar la fase de enraizamiento
como parte del protocolo general de micropropagacion.
Las condiciones en que se realiza el desarrollo in vitro
en la tecnologia establecida, unidas a las caracteristicas
adaptativas de la planta nos ha permitido desechar la
fase de enraizamiento in vitro que se aplica en otras
tecnologias (Madrigal ef al.,1989; Robert et al., 1992)
Algunos autores han realizado trabajos para incremen-
tar los rendimientos en la fase de aclimatizacion
(Herrera et al., 1991). En el presente estudio se ha
podido corroborar que para lograr una elevada supervi-
vencia de los brotes es necesario tener en cuenta va-
rios factores tales como su pretratamiento para el de-
sarrollo en el sustrato, las condiciones en que se reali-
ce la aclimatizacién y las caracteristicas del sustrato
que se utilice. Las condiciones de aclimatizacion des-
critas permiten obtener un enraizamiento y desarrollo
general de las vitroplantas, que sobreviven en mas del
90% y que alcanzan una talla de hasta 10 cm.

Después de su permanencia en el local de
aclimatizacion u otro diferente por un periodo de tres

semanas mas, las vitroplantas pueden someterse a
condiciones de mayor iluminacién (hasta el 60%) con

uno o dos riegos diarios con microjet, en el mismo
sustrato y recipientes en que se ha realizado la
aclimatizacién. Esto proporciona una adaptacion a las
condiciones que se impondran en la fase siguiente.

Durante esta fase de crecimiento en tinel se incrementa
el nimero de raices y su crecimiento. Puede producir-
se un incremento en talla hasta los 12 cm sin que se
produzcan pérdidas.

Las vitroplantas cultivadas en bandejas (Fig. 4) se
trasplantan a condiciones de organoponico a pleno
sol con riego diario y con un marco de siembra de
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10x10 cm, donde alcanzan la talla para vivero (25-
30 cm) en 9 semanas. En este tiempo pueden ocu-
rrir pérdidas de hasta un 5% por trasplante y trasla-
do del material (Fig. 5).

Fig. 4. Vitroplantas aclimatizadas. Las vitroplantas se mantuvieron du-
rante tres semanas en bandejas de poliespuma con un sustrato com-
pussto de pulpa de henequén: arena de mar lavada: tierra de la locali-
dad, todas tamizadas y en proporciones 1:1:1; con dos riegos diarios
con microjet, 40% de la luz natural incidente y en local aereado sin
viento.

Fig.5. Vitroplantas trasplantadas a cultivo “organopénico” con marco de
siembra de 10x10 cm un riego diario por microjet, iluminacién natural
incidente (100 %) y sustrato compuesto de suslo ferralitico rojo: bagazo
de henequén (3:1).

El trabajo desarrollado tiene un conjunto de ventajas
técnicas. De una parte, la tecnologia que se presenta
constituye una alternativa real en el presente para la
obtencién rapida de la cantidad de posturas requeri-
das, que demandan la reposicién y el desarrollo
henequenero previsto para los préximos afios.

De otra parte, una adecuada seleccion de plantas ma-
dres para su multiplicacién masiva, permitira en breve,
optimizar el rendimiento de las 4reas destinadas al cul-
tivo, ain cuando no se hayan desarrollado trabajos de
mejoramiento genético.
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Por otra parte, ademas de los beneficios sociales que
se derivan de la biotecnologia aplicada a un cultivo
que demanda un gran esfuerzo fisico, con la tecnolo-
gia establecida se logra la disponibilidad requerida de
material homogéneo y de alta calidad; puede acortar-
se el proceso de produccion; se evitan pérdidas por
vitrificacién, por la aplicacién de condiciones innecesa-
rias y por la utilizacién de componentes nacionales para
el sustrato. Y también, el sistema es lo suficientemente
flexible como para posibilitar su aplicacion en biofabricas
o laboratorios de produccion de menor capacidad pro-
ductiva.

Finalmente, ademas de las ventajas que proporciona
la aplicacién de esta tecnologia para la rapida recupe-
racién henequenera, desde el punto de vista economi-
co, no debe dejar de mencionarse la significacion que
esta recuperacién tiene para la conservacion de nues-
tros recursos naturales, pues de una parte, la reincor-
poraciéon del uso de la fibra natural y sus derivados con-
. tribuye a reducir los dafios que se ocasionan por la uti-
lizacién de elementos sintéticos y de otra, contribuye a
detener el deterioro de los suelos pobres costeros o
salinizados y de lugares apartados de la montafia y los
cayos.

La recuperacion henequenera constituye también una
modesta contribucién al programa de conservacion de
nuestros recursos naturales.
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