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RESUMEN

Los bosques del departamento de San Martin, habitat de Platycerium andinum B. viene siendo
destruido de manera desmesurada, ocasionado por actividades antropogénicas, lo que ha conducido
a la pérdida de la especie en su habitad natural, suméandose a ello la extraccién por su exuberante
belleza para su comercializacion como planta ornamental, asimismo sus esporas son dificiles de
germinar en condiciones naturales, ademas, no se cuenta con una metodologia para la propagacion
in vitro de esta especie. La presente investigacion tiene como objetivo determinar la concentracion
adecuada de hipoclorito de sodio para la obtencion de esporas de P. andinum libre de patégenos y
evaluar tres medios de cultivo para determinar el medio mas adecuado para la propagacién de
gametofitos. Las esporas fueron obtenidas de frondas fértiles de plantas adultas haciendo un raspado
de estas. La germinacién de las esporas fue evaluada a partir de los 10 dias, tiempo en el cual
comenzaron a germinar y a los 30 dias ya se tenia abundante tejido gametofitico; se evalué a través
del indice de Germinacion de las esporas (IG) utilizando la escala de abundancia-cobertura de
Braun-Blanquet llegando a los 60 dias a la escala 5 (cualquier namero de gametofitos con cobertura
mayor de 75%). En cuanto a la determinacion del mejor medio de cultivo para la propagacion in
vitro de gametofitos se trabajo con tres medios MSB (T1, T2 y T3) con aditivos de 0.4 ml. de
thiamina, 0.5 de &cido nicotinico, 2 gramos de carbdn activado y 20 gramos de sacarosa; con 100 ml
de agua de coco en T2, y 200 ml en T3, obteniéndose como mejor resultado al tratamiento T1: (M 'y
S Basal, con adicion de 0.4 ml. de thiamina, 0.5 de 4cido nicotinico, 2 gramos de carbén activado y
20 gramos de sacarosa).
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ABSTRACT

The forests of San Martin Region, habitat of Platycerium andinum B. have been destroyed in an
excessive way, caused by anthropogenic activities, which has led to the loss of the species in its
natural habitat, adding to it the extraction for its exuberant beauty to be market as an ornamental
plant, its spores are also difficult to germinate under natural conditions, in addition, there is no

methodology for the in vitro propagation of this species. The objective of this research is to
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determine the adequate concentration of sodium hypochlorite to obtain pathogen-free P. andinum
spores and to evaluate three farming media to determine the most suitable medium for the
propagation of gametophytes. The spores were obtained from the fertile fronds of adult plants by
scraping them off. The germination of the spores was evaluated after 10 days, time in which they
began to germinate and after 30 days there was already abundant gametophyte tissue; it was
evaluated through the spore germination rate (Gl) using the Braun-Blanquet abundance-coverage
scale, reaching scale 5 after 60 days (any humber of gametophytes with coverage greater than 75%).
Regarding the determination of the best farming method for the in vitro propagation of
gametophytes, three MSB media (T1, T2 and T3) were used with additives of 0.4 ml. of thiamine,
0.5 of nicotinic acid, 2 grams of activated carbon and 20 grams of sucrose; with 100 ml of coconut
water in T2, and 200 ml in T3, obtaining the best result for treatment T1: (M and S Basal, with the
addition of 0.4 ml. of thiamine, 0.5 of nicotinic acid, 2 grams of activated carbon and 20 grams of

sucrose).

Keywords: Gametophyte, haploid spores, in vitro culture.

INTRODUCCION

Los helechos son plantas muy
antiguas, ligadas al principio de la vida sobre
la tierra. No producen flores, frutos ni
semillas; por lo que su reproduccion,
fisiologia y caracteristicas intrinsecas los
hacen muy diferentes al resto de las plantas;
sin embargo poseen un gran atractivo visual
que los colocan en un sitial de honor entre las
plantas ornamentales.

Al no producir semillas su reproduccion
sexual depende de la produccién de esporas
(haploides) microscopicas, resistentes y que al
germinar en un medio adecuado desarrollan
una planta libre haploide denominada
gametdfito, generadora de  gametos
masculinos (mdviles) y femeninas (sesiles),
las cuales al unirse producen la forma
conocida del helecho, el esporofito.

Platycerium es uno de los pocos géneros de
helechos pantropical. Hay seis Especies en
Africa y Madagascar, 8 a 11 en Australia y
Asia, y sélo uno en América del Sur tropical,
este es Platycerium andinum B (Schneider
HP). P. andinum es el helecho epifito mas
grande de las Américas. Este se encuentra en
el Peru en localidades aisladas de San Martin

a Puno, con poblaciones asociadas a los
boques estacionalmente secos y en rangos de
altitud de los 100 a 1100 m. Segun Vail
(1984) esta especie es una planta epifita que
vive sobre otras plantas pero no es un
parasito, no dispone de flores y se reproduce
por esporas que son sopladas de un arbol a
otro por el viento, una nueva planta comienza
a crecer a partir de una espora que se adhiere
a una rama o tronco de un arbol; estas se
encuentran amenazadas dado a la pérdida de
su habitad ocasionado principalmente por las
actividades antropogeénicas, asimismo a que
sus esporas son dificiles de germinar en su
habitat natural y por su extraccion para la
comercializacion por su exuberante belleza.
Por otro lado, no se cuenta con estudios sobre
propagacion por cultivo in vitro de esta
especie lo que es una alternativa productiva
que nos permitira una produccién masiva de
P. andinum. EIl objetivo del presente estudio
es determinar la concentracion adecuada de
hipoclorito de sodio para la obtencion de
esporas libre de patdgenos para su Optima
germinacion y obtener el medio de cultivo
adecuado para la propagacion de los
gametofitos a traves de cultivo in vitro.
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METERIALES Y METODOS
Material vegetal. Se utiliz6 las frondas
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fértiles de P. andinum, en cuyo envés se
localizan los esporangios conteniendo las
esporas, de reciente colecta presentando color
madera formida (#DEB887); segun el codigo
hexadecimal de colores (Figura 1).

Figura 1. Frondas fértiles de P. andinum conteniendo esporangios.

Metodologia para la desinfeccion vy
germinacién in vitro de esporas. Se cortaron
las frondas que contenian los esporangios, del
cual se hizo un raspado muy suavemente con
un bisturi sobre un papel blanco. Las esporas
fueron expuestas por un periodo de 12 horas a
30 °C en estufa para favorecer la dehiscencia
de los esporangios. Un gramo de esporas
fueron colocadas en una jeringa de 20 ml
conteniendo un tapon de algodon hasta 5
centimetros, enseguida se succiond 10 ml de
hipoclorito de sodio (NaClO) en tres
concentraciones (0.5, 1 y 1.5 %) por un
tiempo de desinfeccion de 20 minutos. Se
hizo 4 enjuagues con agua destilada estéril.
Todo este procedimiento se desarrollé en
camara de flujo laminar.

Enseguida se procedi6 con la siembra
colocando cantidades similares de esporas de
manera homogénea en un medio de cultivo

Basico de Murashige y Skoog (1962) Bwms,
con adicién de 0.4 ml de thiamina, 0.5 de
acido nicotinico, 2 gramos de carbon activado
y 20 gramos de sacarosa, previa esterilizacion
por autoclavado a 15 libras de presion por 15
minutos, a 121 °C. La condicion de desarrollo
en camara fue a fotoperiodo de 16/8 horas
(luz/oscuridad), temperatura de 25 £+ 1 °C y
humedad relativa de 90 a 100%.

Metodologia para la propagacion in vitro de
gametofitos. Los gametofitos obtenidos
fueron introducidos en medio de cultivo de
Murashige y Skoog (1962) con adicién de
otros  reactivos (Cuadro 1) previa
esterilizacion por autoclavado a 15 libras de
presion por 20 minutos, a 121 °C. Su
desarrollo en cadmara fue a fotoperiodo de
16/8 horas (luz/oscuridad), temperatura de 24
+ 1 °C y humedad relativa de 90 a 100%.
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Cuadro 1. Medio para el desarrollo de los gametofitos.

Medios de
Reactivos Multiplicacién

T1 T2 T3
Macro y micronutriente C C C
MS  (Murashige  and
Skoog)
Acido nicotinico (mg/L) 0.5 0.5 0.5
Thiamina HCI (mg/L) 0.4 0.4 0.4
Agua de coco (ml/L) 100 | 200
Sacarosa g/L 20 20 20
Carbon activado g/L 2 2 2
Agar 9.5 9.5 9.5
pH 54-56

RESULTADOS Y DISCUSION

Desinfeccion y Germinacion in vitro de
esporas. La mejor concentracion de
hipoclorito de sodio para la desinfeccion de
esporas fue del 1.5% ya que influencio
significativamente sobre el porcentaje de
frascos libres de contaminacion por patdégenos

(Figura 2) y se pudo comprobar que no afecto
la germinacion de las esporas (Figura 3A), a
los 10 dias se pudo observar que estas
comenzaron a germinar y a los 30 dias ya se
tenia abundante tejido gametofitico con un
color verde oscuro y con la presencia de gotas
de aceite de color amarillo (Figura 3 B). El
indice de germinacion fue de 75 %.
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Figura 2. Frondas fértiles de P. andinum conteniendo esporangios.
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Figura 3. Formacion de‘ gametofitos de P. andinum B. (A). Tejido gametofitico joven de P.

andinum B. (B).

Vasquez et al, (2012), manifiesta que en siete
taxas epifitos de Polypodium (Polypodiaceae)
las esporas germinaron entre los 6 y los 8 dias
posteriores a la siembra; en este proceso se
observan grandes globulos de aceite (gotas
lipidicas) de color amarillo en la primera
célula protalica y que seguramente participan
en la division celular y el crecimiento del
gametofito, caracteristica que comparte con
muchas otras Polypodiaceae s. str.

Segin Parra  (2013), en el helecho
arborescente  Cyathea aff. caracasana
(KLOTZSCH) DOMIN, la germinacion de
esporas se presentd entre los 18 y 22 dias
después de la siembra con un porcentaje del
69% (IG: 3,75), Garcia, et al.,, (2013),
manifiesta que con los resultados obtenidos
en su investigacion definio que con el 2 % de
hipoclorito de sodio y 15 minutos de
exposicion  se  logr6  disminuir la
contaminacion microbiana y no se afecto la
germinacion de las esporas de C. bifurcatum,
asimismo indica que a los 60 dias de estar las
esporas dispersas en el medio de cultivo se
comenzd a observar su germinacion y ya a los
90 dias existia abundante tejido gametofitico.
La concentracion de desinfectante empleada
tuvo influencia en la variable de germinacion
de las esporas.

Con 3% disminuy0 el indice de germinacion
lo que se asemeja a los resultados obtenidos
por Evangelista et al. (2001), de similar forma
Morales, (2003), manifiesta que en el
tratamiento de esporas de Cyathea atrovirens
(Cyatheaceae) con 2% NaCIlO se observé un
mayor porcentaje de gametofitos cordiformes
a los 130 dias.

En el caso de Pteris inermis (Rosenst.) de la
Sota, estudiado mediante técnicas de cultivo
in vitro, antes de la siembra de las esporas, se
realizd la desinfeccion del material con
hipoclorito de sodio comercial al 5% v/v
durante 8 minutos, la germinacién de esporas
recientemente recolectadas comienza a los 6
dias, y a los 27 dias las que fueron
almacenadas durante un afo.

Gomez, et al., (2005), manifiesta que para la
desinfeccion de esporas de Platycerium
bifurcatum realiz0 una exposicion a luz
ultravioleta por 5 minutos, y posteriormente
inmersiones de 30 segundos en Etanol,
seguido de Vitavax® por 3 minutos y a
continuacion en Hipoclorito de Sodio al
5,25% por 5 minutos, posteriormente las
esporas fueron separadas de la fronda
mediante el uso de una espatula por raspado.
Estas altimas  fueron desinfectadas
nuevamente en un tubo de ensayo con
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Hipoclorito de Sodio al 2,62% por 5 minutos.
De acuerdo al trabajo desarrollado la
desinfeccion de esporas de P. andinum no
requiere de métodos complejos para lograr
una desinfeccion optima.

Propagacion in vitro de gametofitos. Los
gametofitos obtuvieron un mejor desarrollo
con el medio de cultivo M y S Basal (Bwms),
con adicion de 0.4 ml. de thiamina, 0.5 de
acido nicotinico, 2 gramos de carbon

Ruiz et al., 2020

activado, 20 gramos de sacarosa, a los 60 dias
ya se diferencian perfectamente los
gametocitos y entre los 80 y 90 se tiene un
protalo maduro en forma espatulada, con
pelos tanto en los bordes como en la
superficie, con la presencia de raicillas en
forma de barbilla de color marron (Figura 4
A), a partir de los 120 dias se percibe la
formacion de esporofitos jovenes (Figura 4
B).

Figura 4. Formacion de raicillas de P. andinum B. (A). Formacion esporofitos jovenes P. andinum

B. (B).
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Los gametofitos de P. fraternum (70-75 dias),
P. plebeium (42-46 dias), P. polypodioides
var. aciculare (40-45 dias) y P. rhodopleuron
(60-90 dias), son espatulado-cordiformes y
ocasionalmente cordiforme, muestran pelos
unicelulares secretores y bicelulares no
secretores, que se distribuyen tanto en el
borde como en la superficie de la ldmina (30-
37 dias). En la parte posterior del gametofito
se localizan abundantes rizoides, hialinos o de
color pardo claro y sin cloroplastos,
resultados similares a los obtenidos en la
presente investigacion.

Garcia, et al., (2013), indica que la mayor
multiplicacién de los gametofitos se logro con
el medio de cultivo que contenia 50% de las
sales My S, 1 m g I de tiamina, 2% de
sacarosa en esporas de Platycerium
bifurcatum, de igual manera Parra, (2013)
manifiesta que la germinacion in vitro de
esporas de Cyathea aff. caracasana se
presentd en el tratamiento con el medio de
cultivo MS al 50% sin carbén activado y
sacarosa, con el antibiotico rifampicina (0,02
mg/L).

Segun Gomez, (2005), en cultivo in vitro de
Platycerium bifurcatum, el medio de cultivo
constituido por las sales basicas de Murashige
y Skoog fue significativamente mejor para la
germinacién y sobrevivencia de las esporas
que el medio con las sales basicas de Miller y
Miller e indistintamente en la literatura
cientifica se ha utilizado para la
multiplicacién in vitro de plantas de helechos
de diferentes géneros el medio de cultivo MS
con el 100% de sales o menos, lo que nos
indica es que las sales de Bwms tienen
influencia positiva en la propagacion del
tejido gametofitico.

CONCLUSIONES

La mejor concentracion de hipoclorito de

Ruiz et al., 2020

La germinacién de las esporas fue evaluada a
través del indice de Germinacion de las
esporas (IG) utilizando la escala de
abundancia-cobertura de  Braun-Blanquet
Ilegando a los 60 dias a la escala 5 (Cualquier
numero de gametofitos con cobertura mayor
de 75%).

El mejor medio de cultivo para la
propagacion in vitro de gametofitos fue el
medio basal M y S (Bws), con adicion de 0.4
ml. de thiamina, 0.5 de &cido nicotinico, 2
gramos de carbon activado y 20 gramos de
sacarosa, lograndose formar esporofitos.
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