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RESUMEN.-

El uso de herramientas biotecnolégicas como la micropropagacion se constituye en una alternativa
de reproduccién de especies amenazadas y con tamafios poblacionales reducidos. Sin embargo,
uno de los problemas criticos en el uso de la micropropagacién como herramienta de reproduccién
es la calidad de las pldntulas resultantes en cuanto a su crecimiento y vigor. En el presente trabajo se
evalua los efectos de la micropropagacién sobre los patrones de crecimiento y sobrevivencia de pldn-
tulas in vitro de Cinchona officinalis L., una especie que ha sido fuertemente impactada por procesos
de tala dentro de bosques naturales durante la época de la colonia. Se realiz6 un monitoreo de un
total de 120 pldntulas in vitro y 1988 plantulas ex vitro por 8 meses a partir del dltimo repique. Adi-
cionalmente, en cada plantula se contabilizé la cantidad de brotes axilares. Los resultados obtenidos
mostraron un efecto remanente de los procesos de micropropagacion, los cuales inicialmente inciden
en la cantidad de brotes de las pldntulas y en el crecimiento; sin embargo, este efecto no influye de
forma negativa en la sobrevivencia de las plantulas durante la fase ex vitro.

PALABRAS CLAVES: conservacion, cultivo in vitro, efectos micropropagacion, especies forestales,
sobrevivencia de plantulas

ABSTRACT.-

The use of biotechnological tools such as micropropagation constitutes an alternative to reproduction
of endangered species and with small population sizes. However, one of the critical issues in the
use of micropropagation as a reproduction tool is the quality of seedlings with regard to growth
and vigor. In this paper we evaluated the effects of micropropagation on patterns of growth and
survival of in vitro seedlings of Cinchona officinalis L. This species has been heavily impacted by
logging processes in natural forests during colonial times because of their medical use. We monitored
during 8 months after the last peal a total of 120 in vitro and 1988 ex vitro seedlings. Additionally, we
measured in each seedling the number of axillary buds. The results showed that there is a residual
effect of micropropagation process, which initially affects the number of shoots of seedlings and
growth. However, this effect had a negative influence on seedling survival during ex vitro phase.

KEYWORDS: conservation, forest species, in vitro cultivation, micropropagation effects, seedling
survival
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INTRODUCCION

Los bosques de montafia o bosques montanos
representan uno de los ecosistemas mads diver-
sos del mundo (Myers ef al., 2000). A pesar de
esta elevada diversidad, los bosques de mon-
tafia enfrentan una acelerada pérdida de hébitat
provocada por la actividad humana (Dinerstein
et al., 1995; Myers, 1986). Segun cdlculos por lo
menos el 70% de bosque interandino del Ecua-
dor ha desaparecido (Morocho y Romero, 2003).
Esta pérdida de hdbitat sumado a la alta con-
centracion de especies endémicas ha hecho que
la conservacion de estos bosques sea prioritaria
a nivel de Ecuador (Sierra, 1999). Existen po-
cos estudios que evaltan los efectos de la pér-
dida del hédbitat sobre especies amenazadas,
no obstante muchas especies de distribucién
restringida como Cinchona officinalis (Linnaeus,
Carl von) podrian haber perdido alrededor del
60% de su distribucién potencial (ej. Espinosa
no publ.). La pérdida de hébitat y el consecuente
aislamiento de las poblaciones se prevé tenga
consecuencias negativas para el éxito reproducti-
voy el flujo de genes de las especies de drboles
tropicales (Nason y Hamrick, 1997; McCauley,
1995; Young et al., 1993; Templeton et al., 1990) De
esta forma, el éxito de reproduccién sexual de
las especies puede verse gravemente afectado,
lo cual, a su vez repercute en la implementacién
de acciones de repoblacién eficientes. En este
contexto la propagacion de especies que utilizan
herramientas biotecnolégicas como el cultivo in
vitro 0 micropropagacion se constituye en una
alternativa de reproduccién viable. La micropro-
pagacion consiste en producir plantas a partir de
porciones muy pequefias tejidos o células culti-
vadas asépticamente y bajo control estricto de las
condiciones del ambiente (Lara et al., 2003). Esta
técnica se ha convertido en una importante al-
ternativa dentro de los métodos convencionales
de propagacion en una amplia gama de especies
(Hartmann y Kester, 1995), es utilizado como
herramienta fundamental en la investigacion, la
produccién vegetal (Engels, 2003; Lira, 2000,) y
como una alternativa de preservaciéon y manejo
de especies nativas (Pierik, 1990), o en vias de
extincién (Mufioz de Malajovich, 2006).
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A pesar de las ventajas de la micropropagacién
existen puntos considerados como criticos en
el uso de esta técnica para procesos de repobla-
cién. Las condiciones a las cuales son sometidas
las plantulas in vitro de alta humedad relativa,
bajo o nulo intercambio gaseoso, escasez de CO?
y baja densidad fotosintética induce perturba-
ciones en las plantas desarrolladas bajo esas con-
diciones (Rai et al., 2011; Hazarika, 2003). En la
mayor parte de los procedimientos empleados
en la micropropagacién no se hace referencia al
control efectivo del desarrollo de las plantas in
vitro (Brainerd et al., 1982). El ambiente fisico,
quimico y gaseoso de los recipientes donde se
realiza la reproduccién in vitro puede afectar las
tasas de crecimiento, desarrollo y muchas de
las caracteristicas fisiol6gicas y morfoldgicas de
las plantulas (Buddenford-Joosten y Woltering,
1994; Kozai et al., 1992). Las concentraciones de
hormonas vegetales utilizadas en los procesos
de micropropagacién pueden desbalancear las
concentraciones endégenas de hormonas, por lo
cual el tejido podrd desarrollar caminos morfo-
génicos alternativos (Ascon-Bieto y Talon, 1993),
asf las células involucradas en crecimiento que
deberfan permitir la elongacién de la planta,
inician procesos de diferenciaciéon e incremen-
tan, por ejemplo, la cantidad de brotes axilares
(Lomax et al., 1995). De esta manera determinar
los efectos del proceso de micropropagacién
sobre el tejido vegetal es vital para optimizar los
protocolos de propagacién (Holdgate y Zand-
voort, 1992; Kozai et al., 1992).

En el presente trabajo se evalua los efectos de la
micropropagacién sobre los patrones de creci-
miento y sobrevivencia de plantulas in vitro de
Cinchona officinalis, una especie que se encuentra
fuertemente amenazada y para la cual los pro-
cesos de micropropagacién pueden convertirse
en una herramienta importante de restauracion
de poblaciones. Especificamente nos interesa
responder las siguientes preguntas; i. Las plan-
tulas que han sufrido procesos de micropropa-
gacién poseen un mayor potencial de brotaciéon
que el material no micropropagado? ii. La tasa
de crecimiento y el crecimiento total de los indivi-
duos estan influidos por el potencial de brotacién?



iii. La probabilidad de supervivencia de las plan-
tulas es dependiente de la micropropagacion y
estd afectada por las caracteristicas de tamarfio de
la plantula?

METODOLOGIA

Especie de Estudio.-

Cinchona officinalis habita las estribaciones de
Los Andes desde los 2300 hasta los 3100 m.s.n.m
(Garmendia, 2005), y es endémica del valle de
Loja, sur del Ecuador (Garmendia, 2005; Ander-
son, 1998). C. officinalis enfrenté una reducciéon
significativa en el tamafio de la poblacién du-
rante la época de la colonia y posteriormente
durante la segunda guerra mundial, lo cual ha
puesto la especie al limite de su desaparicién
(Madsen, 2002; Espinosa et al., en prep.). Las
poblaciones cercanas a la ciudad de Loja fue-
ron particularmente afectadas, los mercados
europeos de cascarilla durante 1640-1776 (el
comienzo de su explotacién) se suministraron
casi exclusivamente con las poblaciones de los
alrededores de esta ciudad (Madsen, 2002). Hoy
en dia la pérdida de hébitat y la fragmentacion
de las pocas poblaciones remanentes colocan a
la especie en un estado critico de conservacién
(Espinosa no publ.).

Algunos estudios han mostrado que la capacidad
de germinacién y regeneracién bajo condiciones
naturales es reducida o deficiente, encontrando-
sela tnicamente en lugares donde existe la aso-
ciacién o crecimiento con otro tipo de especies
(Aguirre et al., 2002; Pérez, 1998) y generalmente
se da a partir de rebrotes de plantas que estan cre-
ciendo en sitios bastante inclinados donde la vege-
tacion estd menos alterada (Aguirre et al., 2002).

Obtencion del material y establecimiento del
cultivo.-

La introduccién in vitro se la realizé a partir
de semillas recolectadas en la parroquia San
Pedro de Vilcabamba (Cerro Aguarango), Loja,
Ecuador. En este sector especificamente en el cerro
Aguarango, en la Zona de Amortiguamiento
del Parque Nacional Podocarpus se encuentra
una poblacién remanente de C. officinalis. Las
semillas colectadas pasaron por un protocolo de

desinfeccidn, el cual consiste en lavar las semillas
con agua destilada, desinfectar con alcohol al
70% por un minuto y finalmente enjuagar con
agua destilada (Willan, 1991).

Las semillas desinfectadas fueron sembradas
in vitro, en medio nutricional Gamborg (B5)
(1968) al 50%, el cual se ha utilizado en el
cultivo C. officinalis y C. pubecsens Vahl, Martin
(Henrichsen) (Schripsema et al., 1999; Ramos-
Valdivia et al., 1997). Adicional al medio Gamborg
se agregaron 7gr/l agar y 10 gr/l sacarosa.
Una vez homogenizado el medio de cultivo se
ajusté a un pH de 5.8 £ 0.02, pHs mads bdsicos o
dcidos puede frenar el crecimiento y desarrollo
in vitro (Pierik, 1990). Cuando las semillas
germinadas alcanzaron una edad de 2 meses
se dividieron dos lotes de pldntulas. El primer
lote se mantuvo bajo condiciones de cultivo
in vitro para su desarrollo y el segundo lote se
utilizé6 en un proceso de micropropagacion.
El protocolo de micropropagacién consisti6
en una combinacién de 0.5 mg/l de BAP
(bencilaminopurina) y 0.1 mg/1 de ANA (4cido
naftaleno acético) segun lo propuesto por
Armijos (Armijos, no publ.).

A los 12 meses de edad de las plantulas y una
vez que uno de los lotes fue sometido a dos ciclos
de micropropagacién, las plantulas de los dos
lotes fueron repicadas a frascos esterilizados con
un medio de cultivo B5 al 50% sin reguladores
de crecimiento. En cada frasco se sembraron 4
segmentos de tamarfios que oscilaban entre 1 cm
y 3 cm de tamafo. El material fue mantenido en
una cdmara de crecimiento, las condiciones de
cultivo se mantuvieron en 23° C con fotoperiodo
de 12 h/ luz — 12h/ oscuridad (Pierik, 1990).

Monitoreo de crecimiento.-

Una vez culminada la fase de micropropagacién
y repicadas las pldntulas de las dos proveniencias
se inici6 la fase de desarrollo de plantulas. A
partir del mes de crecimiento de los segmentos
nodales se marcaron 15 frascos provenientes
de material micropropagado y 15 frascos de
material proveniente de semillas, en total se
monitorearon 120 plantulas en laboratorio.
Durante 4 meses entre junio y octubre del 2011
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durante la fase de crecimiento se monitorizé
mensualmente los frascos marcados, en cada
individuo se evaluaron: los brotes iniciales
(al iniciar el monitoreo), incremento de brotes
(brotes incrementales) y crecimiento en altura de
las plédntulas (mm).

Cuando las pldntulas repicadas alcanzaron los 4
meses de edad se inici6 la fase de aclimatacién.
Las plantulas de C. officinalis fueron sembradas
en macetas con un sustrato compuesto por:
cascarilla de arroz (25%), turba (25%) y humus
(50%). El sustrato fue esterilizado utilizando
fungicida comercial vitavax en una concentracién
de 1gr/l para evitar contaminacién fungica
(Sanchez y Arguedas, 1997). Las plantulas se
trasplantaron en macetas pldsticas de 17 onzas
con agujeros laterales para la respiracion y
para drenar el agua. Se colocé 6 cm de sustrato
htimedo y se trasplanto 4 pldntulas por maceta,
los tamafios iniciales de las plantulas en
condiciones ex vitro oscilaban de 3 cm a 10 cm.
Las plantulas en aclimatacién fueron colocadas
en un cuarto con ambiente controlado a una
temperatura de 23°C, con fotoperiodo de 12h/
luz — 12h/ oscuridad (Pierik, 1990).

Durante las 2 primeras semanas las plantulas se
mantuvieron cubiertas individualmente para evi-
tar estrés hidrico. El riego se mantuvo constante
cada 3 difas. Durante los meses de marzo y abril,
cada 15 dias las plantulas fueron fertilizadas uti-
lizando 1gr /1 de VITAFOL con concentraciones
30.10.10 (nitrégeno, fésforo, potasio, respectiva-
mente). Se monitoreé mensualmente el crecimien-
to en altura (mm) y mortandad durante 4 meses
entre diciembre y abril del 2011. En total se mo-
nitoreo en invernadero 1988 plantulas de las dos
proveniencias micropropagadas y de semillas.

Analisis de datos.-

Se hizo un andlisis de normalidad para evaluar
el tipo de distribucién de las variables de
respuesta. Utilizamos la prueba de ajuste
de Kolmogorov-Smirnov (KS), con el fin de
determinar el ajuste de nuestros datos a la
distribuciéon normal, lognormal o de poisson.
Si el ajuste era significativo para mds de una
distribucién usamos el criterio de Akaike (AIC)
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para determinar el mejor ajuste. Para determinar
si existen diferencias significativas en la cantidad
de brotes iniciales, brotes incrementales y
brotes totales entre proveniencias (semillas-
micropropagadas) se utiliz6 el andlisis de
T-Student. Este andlisis compara las medias
y las desviaciones estdndar para definir si las
diferencias son estadisticamente significativas
(Clifford y Taylor, 2008).

Se utiliz6 un modelo lineal (LM) para evaluar si
el crecimiento y tasa de crecimiento in vitro estan
influidos por proveniencia de plantulas y los
brotes. Para evaluar si el crecimiento y tasa de
crecimiento ex vitro estan influenciados por tamarfio
inicial y la proveniencia de semillas utilizamos
un modelo lineal (LM). Los analisis fueron
implementados en el entorno R (R Development
Core Team, 2014). El crecimiento fue medido
como el valor total en mm de la diferencia entre el
tamafio inicial y final de las pladntulas. La tasa de
crecimiento de las pldntulas fue calculada como
la pendiente de la regresién lineal de los cuatro
periodos de crecimiento de las plantulas.

Se desarrollaron curvas de sobrevivencia para
cada proveniencia mediante el método de Kaplan
Meier y evaluamos si las curvas de las plantu-
las provenientes de semillas o micropropagadas
eran significativamente diferentes, los andlisis
fueron realizados mediante el uso de la funcién
survdiff implementada en el paquete Survival
del entorno R (Harrington y Fleming, 1982). La
funcién survdiff permite efectuar contrastes de
hipétesis para verificar la igualdad o diferencia
de dos o mds curvas de sobrevivencias, basado
en las familias de pruebas G-rho propuesto por
Harrington y Fleming (1982). Adicionalmente,
utilizamos el andlisis de Coxh para determinar
si las covariables de tamafio de plantula influyen
en la mortandad de las plantulas.

RESULTADOS

El monitorizacién se desarrollé durante 8 meses
entre julio del 2011 a abril del 2012, esta activi-
dad incluyo 4 meses de seguimiento in vitro (de
julio a octubre) y 4 meses ex vitro (de noviembre
a febrero). Durante la fase ex vitro se contabili-



zaron 732 plantulas provenientes de la micro-
propagacion y 1256 provenientes de semillas.

Durante la etapa in vitro las plantulas provienen-
tes de semillas crecieron a una tasa promedio
(rango) de 5.06 mm (1.09 - 16.06 mm) menor a lo
registrado para las plantulas que se obtuvieron
de material micropropagado con 6.2 mm (1.46
- 15.06 mm). Mientras que el crecimiento pro-
medio para las plantulas obtenidas de semillas
fue de 22.3 (5.1 - 62 mm) menor comparado con
las plantulas de material micropropagado que
mostré una tasa promedio de 24 mm (6.3 - 52.6).
El incremento de brotes axilares también fue
dependiente de la procedencia, las plantulas

provenientes de semillas tuvieron un valor pro-
medio de 5 brotes (rango entre 0 y 16), menor al
encontrado en las plantulas micropopagadas con
un valor promedio de 7 brotes (rango entre 0 y
16 brotes).

En la etapa ex vitro las plantulas provenientes de
semillas crecieron a una tasa promedio (rango)
de 7.6 mm (1.65 - 19.6 mm) menor a lo registrado
en pldntulas micropropagadas con un promedio
de 5.6 mm (1.3-12.4 mm). El crecimiento prome-
dio para las pldntulas provenientes de semillas
es de 26.3 mm (7.5 - 60.5 mm) mayor en pldntu-
las micropropagadas con un valor de 20.5 mm
(6.8 - 40.5 mm).

Tabla 1. Efecto de la proveniencia y la cantidad de brotes sobre el crecimiento y la tasa de crecimiento

in vitro. La significancia de las variables dentro del modelo lineal se muestra como:

*** para P valores

<0.001, **>0.01, *0.05.
Crecimiento  Tasa de Crecimiento
Estimador P valor Estimador P valor
Intercepto 39,329 ek 10,614 ek
Brotes Iniciales -1.679 i -0.5005 i
Semillas -23.542 i -5.716 >
B.Iniciales x Semillas 2.404 i 0.5793 *

Los resultados muestran que existe una dife-
rencia significativa en el potencial de brotacion
entre el material proveniente de semilla y el
material micropropagado. La cantidad de brotes
incrementales de las pldntulas provenientes de
semillas segtin el andlisis t-student son significa-
tivamente menores (P-valor 0.022) que lo encon-
trado en las plantulas micropropagadas.

Tasa de crecimiento y crecimiento in vitro y ex
vitro.-

Los resultados de los modelos lineales mues-
tran un efecto significativamente negativo de los
brotes iniciales sobre el crecimiento y la tasa de
crecimiento de las pldntulas. Las plantulas con
menor cantidad de brotes iniciales tienen un
crecimiento y una tasa de crecimiento mayor a
las pldntulas con mayor ntimero de brotes. La

procedencia de las plantulas afect6 significati-
vamente al crecimiento, en donde registré una
menor tasa de crecimiento de las pldntulas prove-
nientes de semillas.

La interaccion entre brotes y procedencia afecta
significativamente la brotacién y el crecimiento
segtin los modelos lineales. En las plantulas
provenientes de semillas, las pldntulas con
mayor brotacién tienen también un mayor
crecimiento (Tabla 1).

La procedencia demostr6 afectar significativa-
mente tanto el crecimiento como la tasa de creci-
miento bajo condiciones ex vitro, de acuerdo con
los modelos lineales utilizados. Las plantulas
procedentes de semillas tienen un mayor creci-
miento y una mayor tasa de crecimiento. La
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interaccién entre tamafio inicial y la proveniencia
tuvo un efecto significativo sobre el crecimiento
y la tasa de crecimiento, en el caso de las plantu-
las provenientes de semillas existe una relacion

negativa entre tamarfio inicial y crecimiento, lo
cual implica que las plantulas provenientes de
semillas con menor tamafio inicial tienen un cre-
cimiento mayor y mds acelerado (Tabla 2).

Tabla 2. Efecto de la proveniencia y el tamafio inicial sobre el crecimiento y la tasa de crecimiento ex

vitro. La significancia de las variables dentro del modelo lineal se muestra como:

*** para P valores

<0.001, **>0.01, *0.05.
Crecimiento Tasa de Crecimiento
Estimador P valor Estimador P valor
Intercepto 17.45 i 4.86 e
Tamafio Inicial 0.09 0.02
Semillas 13.54 b 4.28 i
T. Inicial x Semillas -0.19 > -0.05 *

Factores que determinan la sobrevivencia.-

Los andlisis de supervivencia no mostraron diferen-
cias significativas en la supervivencia de plan-
tulas entre las dos proveniencias (P-valor=0.948)
por lo cual rechazamos la hipétesis nula que la
probabilidad de supervivencia de las plantulas
es dependiente de la proveniencia.

Segun el andlisis de Coxh (Coeficiente -0.04;
P-valor= 0.058) las plantulas con mayor tamafio,
al inicio del proceso de aclimatacién, tienen
una tasa de sobrevivencia mayor en compara-
cién con las pldntulas mds pequefias que igual-
mente iniciaron la fase de aclimatacién siendo
mas pequefias.

DISCUSION

Varios estudios muestran que las pldntulas obte-
nidas a partir de procesos de micropropagaciéon
pueden mostrar efectos residuales de los regula-
dores de crecimiento (Ej. Soarez et al., 2011; Souza
et al., 2010; Jacyna y Barnard, 2008) en estos estu-
dios se han evidenciado efectos en la etiolacion,
formacién de brotes y la pérdida de dominancia
apical. Los resultados del presente estudio corro-
boran lo indicado por Soares et al. (2011); Souza
et al. (2010); Jacyna y Barnard (2008) y se demues-
tra que las plantulas micropropagadas tienen una
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mayor produccién de brotes y reducen la domi-
nancia apical durante la fase in vitro.

Souza et al. (2010) reporta que la BAP es la
citoquinina que mayor efecto residual tiene en
el proceso de micropropagaciéon de Hancornia
speciosa, con una producciéon de brotes 5 veces
mayor; en el caso de C. officinalis se encontré una
menor diferencia entre las plantulas inducidas
y el control (plantas generadas a partir de semi-
llas); sin embargo, las diferencias encontradas
podrian ser atribuibles a efectos residuales de
la BAP, en concordancia con lo encontrado por
Souza et al. (2010).

Los efectos residuales mostrados podrian estar
afectando el potencial de crecimiento de las
plantulas. En donde, las plantulas que tuvieron
un mayor nimero de brotes iniciales demostra-
ron un menor crecimiento, algunos autores plan-
tean que la formacién de brotes afectaria al cre-
cimiento de las mismas (Kubota et al., 2002). Sin
embargo, los resultados muestran efectos dife-
rentes entre las plantulas provenientes de semillas
y micropropagadas. En el caso de las primeras
tuvieron una relacién directa entre ntimero de
brotes y crecimiento; es posible que en el caso
de estas pldntulas el niimero de brotes esté direc-
tamente relacionado con el vigor, de esta manera



plantulas més vigorosas tienen un mayor ndmero
de brotes y un mayor crecimiento esta respuesta
ha sido observada normalmente en otras especies
de drboles (Zaidman et al., 2010) donde el vigor de
las plantulas estd directamente relacionado con el
crecimiento y el incremento del drea foliar .

Durante la fase ex vitro se pudo evidenciar un
cambio en el patrén de crecimiento; asi las plantu-
las provenientes de semillas tuvieron un mayor
crecimiento que las pldntulas micropropagadas.
Varios estudios han mostrado que el cultivo in
vitro genera cambios en algunos aspectos ana-
témicos y fisiolégicos de las plantas (Budden-
ford-Joosten y Woltering, 1994; Kozai et al., 1992;
Zérate et al., 1988). Estas modificaciones podrian
alterar las respuestas de las plantulas, de esta
forma es posible que los efectos residuales de
los reguladores de crecimiento en el caso de las
plantulas micropropagadas ya no actien duran-
te la fase de aclimatacién.

Los resultados muestran que en el caso de las
plantulas provenientes de semillas, el tamafio
inicial en la etapa de aclimatacién tuvo un
efecto sobre el crecimiento; esto coincide con
lo encontrado por Atarés (2010), quien plantea
que el estrés en plantulas de menor tamafio en
condiciones in vitro a ex vitro implica un coste
energético que supone un menor crecimiento en
etapa inicial de la aclimatacién.

Las plantulas al pasar de fase in vitro a fase de
aclimatacién ex vitro necesitan adaptarse a nue-
vas condiciones. Las pldntulas que han crecido
en ambientes con una humedad relativa muy
elevada, generalmente tienen estomas no com-
pletamente funcionales frente a descensos de la
humedad relativa, son poco eficientes para evitar
la desecacién provocar una disminucién de la
sobrevivencia (Castillo, 2004). Bajo estos paréa-
metros la aclimatacién de las plantas de condi-
ciones in vitro a condiciones de invernadero es
lo que realmente determina la sobrevivencia; en
este sentido la procedencia de las pldntulas no
afecta significativamente la sobrevivencia.

El tamafio de las plantulas durante el proceso de
aclimatacién es fundamental para su desarrolloy

sobrevivencia (Amancio et al., 1999). Las plantu-
las de mayor tamafio tienen la ventaja de captar
de mejor manera la energia mediante el proceso
fotosintético y obtener los nutrientes del medio
a través de las raices, lo cual estimula el creci-
miento y desarrollo (Céceres, 2004). En el caso
de C. officinalis el tamafio inicial de aclimatacién
tuvo un efecto negativo sobre la sobrevivencia
de las plantulas procedentes de semillas, a pesar
de contar con pléntulas de tamafios homogéneos
en la etapa de aclimatacién, con una diferencia
de 1.5 cm entre el primero y tercer cuarto, y
mostrar una reducida heterogeneidad del tamafio
inicial de plantulas.

CONCLUSIONES

* En conclusién, el trabajo muestra que exis-
ten diferencias en las respuestas de las plan-
tulas micropropagadas, posiblemente debido
a efectos residuales de los reguladores de cre-
cimiento utilizados en la micropropagaciéon
de C. officinalis; sin embargo, este efecto es
evidente sobre todo durante la fase in vitro,
ya que se incrementa la tasa de produccién
de brotes y el crecimiento de la plantu-
las micropropagadas. En esta fase el poten-
cial de brotacién se relacion¢ indirectamnte
con el crecimiento de las pldntulas. Durante
la fase ex vitro este patrén se invierte y las
plantulas provenientes de semillas muestran
tener un mayor crecimiento que las plantu-
las micropropagadas. Finalmente, aunque
la proveniencia afecta algunos procesos
morfo-fisioldgicos de la planta, crecimiento
y brotacién, no se observé que estos efectos
modifiquen la sobrevivencia de las plantulas
en la fase ex vitro.

* Los resultados obtenidos muestran que aun-
que existen efectos residuales de los proce-
sos de micropropagacién, estos no afectan
significativamente el desempefio de las
plantulas por lo cual se considera que se
podria utilizar esta técnica para la reproduc-
cién de esta especie.
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