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RESUMEN

Con el objetivo de generar un protocolo
para la micropropagacion de la planta medicinal
Echinacea purpurea, fueron evaluadas concen-
traciones de NaOCl: 0,75, 1,5, 3 y 5% en combi-
nacién con 10, 15, 20, 25 y 30 min. de inmersién
para la desinfeccion de los explantes. Los resul-
tados mostraron que la combinaciéon de 5% de
NaOCl con 25 min de inmersion, controld la con-
taminacion en un 100%. Inicialmente, el medio
basal de Murashigue y Skoog (1962) fue evalua-
do a25,50,75y 100% de la concentracién de sa-
les. La mitad de las sales (MS/50) resulté en un
mejor crecimiento de los explantes. Por tal moti-
vo, este medio fue suplementado con 0,1, 0,5, y
1 mg I'' de 6-bencilaminopurina (BAP) para la
proliferacién de brotes. La mayor tasa de multi-
plicacion, de 12 brotes por explante cada 6 sema-
nas, se obtuvo en el medio con 0,5 mg 1-' de BAP.
El efecto del acido-3-indol-acético (AIA) tam-
bién fue estudiado. Un 100% de enraizamiento
con 45% de raices mayores a 3 cm, se logré con
el uso de 3 mg 1! de AIA. Después de 8 semanas
de aclimatizacién, la sobrevivencia de los brotes
enraizados en el invernadero fue del 100%.
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mas de Produccién Agricola Tropical Sostenible. Fa-
cultad de Ciencias Agroalimentarias. Universidad de
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ABSTRACT

Micropropagation of Echinacea purpu-
rea using lateral shoots and seeds as explants.
To generate a micropropagation protocol for the
medicinal plant Echinacea purpurea, 0.75, 1.5,
3, and 5% of NaOCl with 10, 15, 20, 25, and 30
min. immersion times were evaluated for disin-
fection. Results showed no contamination when
5% of NaOCl was used in combination with 25
min immersion. Initially, the basal medium of
Murashigue and Skoog (1962) was assessed at
25, 50, 75% and 100% salts strength. The half
salts strength (MS/50) proved to be the most
effective one, resulting in better growth of explants;
therefore, it was supplemented with 0.1, 0.5, and
1 mg I'! of 6-benzylaminopurine (BAP) for in vi-
tro shoot proliferation. A proliferation rate of 12
new shoots per explant was obtained when the
medium was supplemented with 0.5 mg I'! of
BAP. The effect of IAA on root induction was al-
so studied. A rooting percentage of up to 100%
with 45% roots >3 cm, was achieved by the use
of 3 mg I'! of IAA. After 8 weeks of acclimatiza-
tion, survival of rooted shoots in the greenhouse
was 100%.
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INTRODUCCION

Echinacea sp. cominmente conocida co-
mo purple coneflower en Estados Unidos y Ca-
nadd y como echinacea en otros paises donde se
cultiva, es una de las plantas medicinales de ma-
yor importancia en el mercado Europeo, Cana-
diense y de los Estados Unidos.

Son plantas nativas de Norte América que
han sido usadas por cientos de afios con propdsi-
tos medicinales por los indigenas de esa region.

Diferentes partes de la planta son usadas
externamente contra las picaduras de serpientes,
insectos y quemaduras (Busing 1952, Hill et al.
1996) e internamente para la tos, resfrios, dolor
de garganta, infecciones e inflamaciones (Hobbs
1989, 1994).

La mayoria de las investigaciones con
echinacea relacionadas con la elucidacion de es-
tructuras, actividad bioldgica y adaptabilidad del
cultivo, han sido llevadas a cabo en Canada, No-
ruega, Estados Unidos (Dragland er al. 1993),
Rumania (Muntean et al. 1992), Finlandia (Ga-
lambosi ef al. 1992), Rusia (Porada et al. 1991),
y Nueva Zelandia (Parmenter et al. 1996). El
consumo de echinacea en Europa y Norte Améri-
ca ha tenido un incremento considerable; de he-
cho, estas plantas son las mds vendidas como
remedios medicinales, representando un 9,9% de
la industria de las hierbas medicinales (Rawls
1996). Adicionalmente, en Alemania se ha con-
firmado la actividad inmunoestimulatoria, antivi-
ral y antibacterial de E. angustifolia en humanos
(Bauer y Foster 1991, Bodinet y Beuscher 1991,
Bodinet er al. 1993).

Los principales metabolitos secundarios
identificados incluyen alcaloides (Hobbs 1994);
alcamidas (Schulthess et al. 1991, Perry et al.
1997); polisacédridos (Bonadeo et al. 1971, Bauer
y Wagner 1991); poliacetilenos (Schulte et al.
1967, Bauer et al. 1988); flavonoides (Christ y
Muller 1960, Bauer y Wagner 1991); derivados
fendlicos: acido caféico, acido cichérico, acido
clorogénico (Hobbs 1989, Bauer y Foster 1991);
aceites esenciales (Delabays y Slacanin 1995); y
el glicésido equinacésido (Stoll ef al. 1950).

Las 2 especies de echinacea mas culti-
vadas son E. purpurea (80%) y E. angustifo-
lia (20%), que también son plantadas como

ornamentales en jardines y producidas comercial-
mente para flores de corta (Starman et al. 1995).

En Costa Rica, durante los ultimos 10
afos se ha venido incentivando la siembra de E.
purpurea y E. angustifolia y se tienen amplias
expectativas para su produccion, dado el tiem-
po tan corto en que la planta completa su ciclo,
12 meses comparado con 36 meses en Nortea-
mérica, y el alto precio que se paga por las rai-
ces y las hojas secas que son producidas para
exportacion.

Dentro de las principales limitantes que
presenta el establecimiento del cultivo de echina-
cea, estdn el bajo porcentaje de germinacion de
las semillas. Smith-Jochum y Albrecht (1987)
obtuvieron menos del 10% de emergencia en
siembra directa de la semilla y Samfield et al.
(1991) obtuvieron solo un 39% de germinacién a
los 28 dias. Esta variacion en la germinacion es-
t4d relacionada con el peso de la semilla, su madu-
rez, las condiciones ambientales durante el
desarrollo de la misma o en el subsecuente alma-
cenamiento, el bajo vigor de la semilla o dorman-
cia. Ademds, de la variabilidad genética al
utilizar semilla sexual como material reproducti-
vo. A esto se une una pérdida de plantulas en los
primeros estadios de desarrollo, causada por el
ataque de hongos fitopatdgenos (Finnerty y Zaji-
cek 1992).

Ante las atenuantes que presenta esta es-
pecie para su reproduccién por la via sexual, se
planteé como objetivo de esta investigacion de-
sarrollar un protocolo para la micropropagacién
de E. purpurea.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se llevé a cabo en el Laborato-
rio de Biotecnologia de Plantas del Centro de In-
vestigaciones Agrondmicas de la Universidad de
Costa Rica.

Material vegetal

Se utiliz6 semillas y brotes de E. purpu-
rea, tomados de plantaciones comerciales esta-
blecidas en San Pedro de Santa Barbara de
Heredia, Costa Rica.
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Establecimiento

Desinfeccion. Los brotes y las semillas inde-
pendientemente, fueron sumergidos por 30 min
en una soluciéon de Agrymicin 500 y Benlate,
2 g I'! de cada uno, con 2 gotas de Tween 80 y
mantenidos en agitaciéon. Luego fueron enjua-
gados 3 veces con agua destilada estéril. Poste-
riormente, ambos tipos de explante fueron
desinfectados con 4 concentraciones de hipo-
clorito de sodio (NaOCl): 0,75, 1,5, 3 y 5%, en
combinacién con 5 tiempos de inmersién: 10,
15, 20, 25 y 30 min con agitacién constante. En
la cdmara de flujo laminar fueron enjuagados 3
veces con agua destilada estéril. Por dltimo, se
procedid a sembrar las semillas y los brotes en
el medio de cultivo.

Medio de cultivo. Para la seleccién del medio
de cultivo se realiz6 una prueba preliminar con
diferentes concentraciones de las sales del me-
dio de cultivo bdsico de Murashige y Skoog
(MS) (1962), se evalud: 25, 50, 75 y 100%.
Producto de estas pruebas fue seleccionado el
MS al 50%, en adelante MS/50 (resultados no
mostrados).

Los explantes fueron inoculados en un
MS/50 suplementado con 3% de sacarosa 'y 0,8%
de agar. El pH del medio fue ajustado a 5,8 antes
del autoclavado, el cual se realizé por 25 min a
120°C y a 2 kg cm. El medio fue dispensado en
frascos tipo Gerber pequefios.

Condiciones de cultivo. Los tejidos fueron culti-
vados a una temperatura de 24°C, con un fotope-
riodo de 16 h y luz fluorescente a 50 umol m2s!.

El ensayo fue dispuesto en un disefio irres-
tricto al azar con 20 repeticiones por tratamiento.
La unidad experimental correspondié a una semi-
1la o un brote, respectivamente. Se evalu la ger-
minacién de semillas, el crecimiento de brotes, y
la contaminacion.

Multiplicacién

El material vegetal utilizado en esta etapa
consisti6 de las plantulas obtenidas de las semillas

germinadas in vitro y de los brotes establecidos en
la etapa anterior. A ambos tipos de explante se les
elimind las hojas y las raices, dejando una mi-
croestaca de 1,0-1,5 cm; las cuales fueron inocu-
ladas en un MS/50 con: 0,1, 0,5 y 1,0 mg 1" de
6-bencilaminopurina (BAP).

Se utiliz6 un disefo irrestricto al azar, con
20 repeticiones, donde cada explante fue consi-
derado como una unidad experimental. Las eva-
luaciones para determinar el nimero de brotes
obtenido en cada tratamiento fueron realizadas
cada 2 semanas y por un periodo total de 8 sema-
nas, sin que se realizara ninguna renovacién del
medio de cultivo durante las 8 semanas. Las con-
diciones de cultivo fueron las mismas de la etapa
anterior.

Enraizamiento

Para esta etapa de la investigacion se utili-
76 los brotes obtenidos durante la fase de multi-
plicacién. Los brotes fueron inoculados en un
MS/50 suplementado con 1, 2 y 3 mg 1! de 4ci-
do 3-indol-acético (AIA). Para medir el efecto de
estos 3 tratamientos, 4 semanas después, fue eva-
luado el desarrollo aéreo de las pldntulas y la lon-
gitud de las raices por brote. Las plantulas fueron
ubicadas en 2 grupos segun el desarrollo aéreo
y radical. Un primer grupo consistié de plantu-
las cuya altura fue >2 cm, las cuales fueron di-
vidas en 2 sub-grupos segun el desarrollo de las
raices: raices >3 cm y raices <3 cm de longitud.
El segundo grupo consistié de plintulas cuya al-
tura fue <2 cm, al igual que en el caso anterior
hubo 2 sub-grupos dependiendo de la longitud
de las raices. Para este experimento se utilizé un
disefo irrestricto al azar. La unidad experimen-
tal fue un brote y cada tratamiento consistio de
32 repeticiones.

Aclimatizacién

Las plantulas enraizadas fueron sacadas de
los frascos de cultivo y las raices lavadas con
agua abundante para eliminar el medio de cultivo.
Posteriormente fueron llevadas al invernadero y
sembradas en bandejas que contenian un sustra-
to compuesto por fibra de coco molida y suelo
en proporcion 1:1, el cual fue esterilizado por
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calor. Una vez en las bandejas, las plantulas fue-
ron colocadas en un tinel de plastico transpa-
rente, donde se les aplicé 2 riegos por dia.
También cada semana las plantulas fueron as-
perjadas 3 veces, utilizando en forma alterna,
uno de los siguientes productos: Raizal (2 g I'!),
Multiminerales (2 ml 1), Urea (2 g I'"), 12-60-0
(5 g1 y 20-20-20 (2 g I'"). Cada 3 semanas fue
aplicado el funguicida Daconil (5 ml1-") y 1 vez
por semana, en forma alterna, los insecticidas:
Basudin (5 ml I'"), Lorsban (2 ml I'"), Vydate
(2,5 ml I'") y Decis (2 ml I'}).

Las plantulas fueron mantenidas en el ti-
nel por 4 semanas y en el invernadero por 4 se-
manas més.

Analisis de los datos

Para analizar los resultados se realizé un
andlisis de varianza (ANDEVA) y la prueba de
comparacion de medias de Duncan.

RESULTADOS Y DISCUSION
Establecimiento

Las figuras 1 y 2 muestran el efecto
combinado de las diferentes concentraciones
de NaOCl y del tiempo de inmersion sobre el
porcentaje de contaminacién de semillas y bro-
tes, respectivamente. Para ambos drganos, la
contaminacion, causada por hongos en su ma-
yoria, fue controlada en un 100% cuando se
utilizé los tratamientos de NaOCI al 5% por 25
y 30 min.

En la figura 3, se presenta el resultado de
los mismos tratamientos de desinfeccion sobre la
germinacion de las semillas. Al igual que en el
caso anterior fue el tratamiento de 5% de NaOCl
en combinacién con 25 y 30 min de inmersién
donde se obtuvo un 100% de germinacién. En
general no se presentaron sintomas de oxidacién
en los explantes.

Segin el ANDEVA realizado a los resul-
tados de desinfeccién de las semillas y de los
brotes, existen diferencias a P< 0,05 entre los
tratamientos para las pruebas de contaminacién y
de germinacion.
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Figs. 1-3. Efecto del proceso de desinfeccion sobre 1. La
contaminacién de semillas 2. La contaminacién
de brotes 3. La germinacion de semillas.

Tanto para la eliminacién total de los
contaminantes como para el crecimiento y de-
sarrollo de los explantes, se escogié como me-
jor tratamiento el de 5% de NaOCI en
combinacién con 25 min de inmersién, debido
a que este fue donde los brotes y las pldntulas
mostraron un crecimiento 6ptimo. Cuando se
utilizé la misma concentracién de NaOCl y
30 min de inmersion, los tejidos mostraron da-
fios, los cuales interfirieron con el desarrollo
normal de las pldntulas. Segin Mroginski y
Roca (1991) las concentraciones de NaOCl
utilizadas para desinfectar los diferentes 6rga-
nos de la planta varian de 0,5 a 2%. Sin em-
bargo, se debe considerar que en algunos
casos, debido a la morfologia de la planta y a
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las condiciones ambientales en las que crece,
se puede acumular una mayor cantidad de
contaminantes en los tejidos, méaxime si las
condiciones son propicias para la prolifera-
cién de los mismos. En estos casos, regular-
mente, se requiere de concentraciones
mayores de NaOCI o inclusive de desinfectan-
tes mas fuertes como el hipoclorito de calcio o
el cloruro de mercurio. Cuando es necesario
utilizar concentraciones altas de hipoclorito
de sodio, se debe extremar los cuidados, ya
que aunque dichas concentraciones podrian
eliminar los contaminantes, también podrian
dafiar seriamente los tejidos, lo que impide un
crecimiento normal de los mismos. Por otro
lado, el uso de desinfectantes mas fuertes, co-
mo los antes mencionados, debe realizarse con
mucha cautela ya que son altamente téxicos
para los humanos.

Con respecto al medio de cultivo, las
pruebas preliminares indicaron que de las 4
concentraciones de las sales del medio basico
de Murashige y Skoog (1962) evaluadas, la
mayor germinacién de semillas, asi como el
mejor desarrollo de los brotes y las plantulas se
obtuvo cuando se utilizé las sales al 50%
(MS/50) (Datos no mostrados) (Figura 4). Este
resultado es concordante con las observaciones
de Harbage (2001) quien encontré que el me-
jor desarrollo del tallo y las hojas de E. purpii-
rea var. Bravado, ocurre cuando se utiliza las
sales del medio de cultivo a la mitad de la con-
centracién original.

Fig. 4. Brote lateral de E. purpurea en la fase de estable-
cimiento.

Cabe mencionar que debido a que las se-
millas utilizadas en esta investigacién fueron ob-
tenidas de plantas creciendo en Costa Rica, no
hubo necesidad de efectuar algtn tipo de estrati-
ficacion, caso contrario ocurre con las semillas
producidas en las zonas templadas (Harbage
2001, Zinati et al. 2000).

Multiplicacion

En la figura 5 se muestra el efecto de las
diferentes concentraciones de BAP: 0,1, 0,5 y 1
mg 1! sobre la induccién de brotes. El ANDEVA
indico diferencias a P< 0,05 entre los tratamien-
tos. El tratamiento con la concentracién de 0,5
mg 1! fue el que mostré la mayor cantidad de
brotes con 12 rebrotes por explante a las 6 sema-
nas. Como se puede observar, en la tercera y
cuarta evaluacién se obtuvo 12 brotes, respecti-
vamente, esa estabilizacion en el numero de bro-
tes por explante a las 8 semanas pareciera indicar
que es a las 6 semanas donde esta especie logra
su tasa de multiplicaciéon maxima. Aunque exis-
te la posibilidad de que el nimero de brotes por
explante fuera mds elevado si se hubiera renova-
do el medio de cultivo a las 4 semanas. Algunos
autores indican que en ciertas especies, luego de
un periodo de estabilizacién como el aqui obser-
vado, los brotes producidos aumentan su poten-
cial de multiplicacién, debido posiblemente a un
fenémeno de habituacién de los tejidos al cultivo
in vitro. Evans y Bravo (1985) mencionan que
muchos tejidos comienzan a producir sus propias
citoquininas en estas condiciones, lo que hace
que haya una mayor estimulacién hacia la forma-
cion de brotes axilares y adventicios. En algunas
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Fig. 5. Diferentes dosis de BAP sobre la induccion de brotes
en E. purpurea.
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plantas esto ha sido considerado una gran venta-
ja, pues se podria aumentar el nlimero de ciclos
de multiplicacién; sin embargo, hay especies
donde multiplicar los explantes durante muchos
ciclos de propagacion, estd relacionado con el
aumento en la frecuencia de aparicion de varian-
tes somaclonales. Las causas fundamentales de
la variacion somaclonal, son la variacion asocia-
da a la formacién de yemas adventicias, que
ocurre en algunas especies, cuya presencia es
proporcional al niimero de sub-cultivos, y la otra
es el aumento de la posibilidad de cambios en el
nivel de ploidia (Lorz y Scowcroft 1979, Meins
1983, Vasil 1984). Las variaciones en los soma-
clones que han sido reportadas incluyen cambios
en los patrones enzimdticos, la precocidad, el
crecimiento, la produccién, la calidad, la pig-
mentacion, y la resistencia a factores bidticos y
abidticos (Sahijram et al. 2003).

Con 0,1 mg I'! de BAP se obtuvo un ma-
ximo de 3,6 brotes a las 6 semanas mientras
que con la concentracién de 1 mg 1-' el ndmero
de brotes maximo fue de 5,4 a las 4 semanas.
Estos resultados representan solo un 30 y un
45%, respectivamente, de la cantidad de brotes
obtenida en el tratamiento con 0,5 mg 1-'. Una
alta tasa de multiplicacién obtenida con un con-
tenido bajo de citoquininas es muy deseable, ya
que la tendencia actual en la propagacién de
plantas, es el empleo de medios de cultivo cada
vez mds simples, lo que ha sido posible debido
al conocimiento, cada vez mayor, que se tiene
de los demds factores que influyen en el culti-
vo in vitro. En nuestro caso, la dosis donde se
obtuvo los mejores resultados fue de 0,5 mg 1!
de BAP, la cual es considerada baja; sin embar-
go, hay trabajos como los de Feldmann et al.
(1994) quienes lograron la micropropagacién
de cafia de azticar sin emplear ningtin regulador
de crecimiento. Esto es importante ya que se re-
ducen los costos de obtencién del material de
propagacién y a la vez se minimiza la variabi-
lidad que se presenta durante el cultivo in vitro
de esta especie (Villalobos y Arias 1987 a,b).
Es muy posible que la bisqueda de medios de
cultivo cada vez mds simples, particularmente
en lo que se refiere al uso de reguladores de
crecimiento, haya sido propiciada por la aparicién
de mudltiples y variados efectos tanto in vitro co-

mo ex vitro en los materiales reproducidos en pre-
sencia de altas concentraciones de reguladores de
crecimiento. Pérez (1998) indica que en la década
de los 80s la mayoria de los medios de cultivo pa-
ra la multiplicacién in vitro de plantas contenian
concentraciones de BAP mayores a 5 mg '\,

Por otra parte, aunque lo deseable seria tra-
bajar con niveles muy bajos de reguladores de
crecimiento hay algunas especies que son difici-
les de multiplicar in vitro, por lo que requieren de
los reguladores de crecimiento en concentracio-
nes variables y en forma independiente o en com-
binaciones, tal es el caso de Dracaena deremensis
var. Janet Craig, donde se utilizan mezclas de au-
xinas y citoquininas para propiciar la multiplica-
ciéon (Blanco et al. 2004). También en la
micropropagacion de algunas especies de Philo-
dendron, para su multiplicacién son necesarias
concentraciones mayores a 5 mg 1'! de BAP, asf
como el apoyo de otra citoquinina y sustancias
con efectos similares a los de este tipo de regula-
dores de crecimiento (Blanco y Valverde 2004).

La figura 6 muestra la proliferacién de
brotes, a las 4 semanas, a partir de una microes-
taca proveniente del desarrollo de un brote de la
fase de establecimiento.

Fig. 6. Proliferacion de brotes en la etapa de multiplicacion
de E. purpurea.

Enraizamiento

En el cuadro 1 se presenta el efecto de 1, 2
y 3 mg I'' de AIA sobre la induccién de raices a
los 30 dias de iniciada la prueba. El tratamiento
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Cuadro 1. Produccién de raices y desarrollo de plantulas de Echinacea purpurea en un MS/50 suplementado con diferentes con-

centraciones de AIA.

AIA (mg I'h) Plantulas > 2 cm de altura Plantulas < 2 cm de altura
Raices Raices
> 3cm <3cm >3 cm <3cm
1 37,50% 12,50% 6,25% 43,75%
2 28,50% 46,50% 0,00% 25,00%
3 45,00% 45,00% 10,00% 0,00%

con 3 mg I'! fue donde se obtuvo, no solo la ma-
yor cantidad de plantulas con una altura >2 cm,
con un 90%, sino que también la mayor canti-
dad de plantulas con raices >3 cm. El mayor ta-
mafio de las plantulas estaria asociado tanto a
una mejor absorcién de nutrimentos, por las
raices, como a una exploracién y utilizacién
mads amplia del medio de cultivo, por las raices
mas largas.

Con las concentraciones de 1y 2 mg 1! de
AIA, fue donde se obtuvo la mayor cantidad de
plantulas <2 cm de altura, cuyas raices fueron pe-
quefias en su mayoria. Cuando se obtuvo plantu-
las >2 cm, estas aunque alcanzaron la altura, su
apariencia fue endeble y el sistema radical pobre.
En otros trabajos con esta especie, se ha encon-
trado que el uso de auxinas no es necesario para
promover el enraizamiento de los brotes (Harba-
ge 2001).

El manejo de la concentracién de sales
minerales es recomendado ampliamente para
estimular el enraizamiento (Murashige 1982,
Laksmi y Seeni 2003), lograndose la forma-
cién abundante de raices al disminuir las sa-
les a ',, ', 6 ',. de la concentracién del
medio, segin la especie (Hu y Wang 1983,
Zhao et al. 2003, Beena et al. 2003). Lakshmi
y Seeni (2003), trabajando con Calophyllum -
un arbol medicinal- encontraron que con una
reduccién de sales del medio de cultivo a la
mitad y la adicién de algunos reguladores de
crecimiento, fue posible la induccién de rai-
ces y una vez que las raices fueron visibles,
los brotes fueron transferidos a un medio de
cultivo con '/, de la concentracién de las sa-
les, para promover el crecimiento de las rai-
ces. En nuestro caso la reduccién de sales a

un 50% promovié un buen enraizamiento cuan-
do el medio fue suplementado con 3 mg 1'! de
ATA (Figura 7).

Fig. 7. Plantulas de E. purpurea en la etapa de enraiza-
miento.

Aclimatizacion

Al final de 8 semanas en el invernadero, se
obtuvo un 100% de sobrevivencia de las plantu-
las (Figura 8). Este resultado es atribuido a la
combinacion del sustrato, la alta humedad relati-
va dentro del tinel y las pricticas culturales rea-
lizadas. Donde, el sustrato de fibra de coco y
suelo en proporcién 1:1 presentd una alta reten-
cion de humedad, excelente drenaje, ausencia de



24 AGRONOMIA COSTARRICENSE

Fig. 8. Crecimiento de las plantulas de E. purpurea en el invernadero a las 4 semanas de aclimatizacion.

patégenos y lenta descomposicion. Las raices pe-
netran mejor el sustrato, formando un mejor ado-
be, lo cual facilita su trasporte y sobrevivencia.
Por su parte, George (1996) indica que en el cul-
tivo in vitro, por las caracteristicas propias del
sistema, las plantulas son basicamente heterotro6-
ficas y poseen cuticulas sumamente delgadas. De
alli que la confeccién de tineles con plastico
transparente para su aclimatizacion, tiene como
objetivo mantener una alta humedad relativa, que
impida la deshidratacién de las plantulas. Tam-
bién, el pldstico transparente permite el paso de
luz en una cantidad suficiente para que las plan-
tulas empiecen a fotosintetizar. Las practicas cul-
turales permitieron una fertilizacién y proteccion
adecuada de las plantulas.

En resumen, la mayor tasa de multiplica-
cién, 12 brotes por explante cada 6 semanas, se
obtuvo en un MS/50 con 0,5 mg 1'! de BAP. Se
logr6 un 100% de enraizamiento cuando los bro-
tes fueron subcultivados en el mismo medio de
cultivo pero suplementado con 3 mg 1! de AIA;
ademas, la sobrevivencia de las plantulas, duran-
te la aclimatizacion, fue del 100%.
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