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Las especies forestales Myroxylon balsamum, Tabebuia crhysantha y Tabebuia billbergii, son especies maderables
gue estan en proceso de erosion genética en la zona sur de Manabi (Ecuador), por la constante depredacion de su
medioambiente. La presente investigacion tuvo como objetivo, determinar |la adaptacion de las plantas producidas
in vitro (vitroplantas) a las condiciones de ambiente natural. Para esto, plantas obtenidas mediante micropropaga-
cién de M. balsamum, T. crhysantha'y T. billbergii, fueron transplantados a sustrato compuesto de 40% de arena de
rio, 40% de humus'y 20% de aserrin de madera descompuesta. El sustrato fue desinfestado con vapor de aguaa 121
oC durante tres h. El riego se aplico dos veces a dia con un aspersor durante 20 dias, reduciendo € riego paulati-
namente los siguientes 40 dias, regandolas a partir de este momento una vez a dia durante otros 20 dias. Para la
evaluacién delaaclimatacion se estimé la supervivencia, altura de planta y nimero de hojas (vigor) de las plantas.
Los resultados mostraron que M. balsamun, T. crhysantha y T. billbergii, tuvieron un 65, 80 y 70% respectiva-
mente de supervivencia. Los tamafios de las vitroplantas esuvieron entre 17.07 y 19.53 cm en e periodo de pre-
aclimatacion, con un vigor entre 7 y 14 hojas respectivamente. La atura de las plantas fue de 20.8 a30.8 cmy
fueron consideradas preparadas para la plantacion.
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Due to the constant depredation of their environment, the forest species Myroxylon balsamum, Tabebuia
crhysantha and Tabebuia billbergii, are timber species, which are in the process of genetic erosion in the southern
area of Manabi (Ecuador). The objective of the present research was to determine the adaptation of plants produced
in vitro (vitroplants) to the natural environment conditions. For this, plants obtained by micropropagetion of M.
balsamum, T. crhysantha and T. billbergii were transplanted to a substrate composed of 40% river sand, 40%
humus and 20% decomposed wood sawdust. The substrate was disinfested with steam at 121 ° C for 3 hours. The
irrigation was applied twice a day with a sprinkler for 20 days, reducing the irrigation gradually during the follow-
ing 40 days, watering them from this moment once a day for another 20 days. or the evaluation of the acclimatiza-
tion, the survival, plant height and leaf number (vigor) of the plants were estimated. The results showed that M.
balsamun, T. crhysantha and T. billbergii, had 65, 80 and 70% respectively survival. The vitroplants sizes were
between 17.07 and 19.53 cm in the pre-acclimatization period with strength between 7 and 14 leaves, respectively.
The heights of the plants were from 20.8 to 30.8 cm and were considered ready for planting.
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Introduccion

El canton Jipijapay la zona sur de Manabi, Ecuador
tiene una gran variedad de especies maderables, se
Cuenta alin con bosgues primarios, zonas de reserva
y a pesar de eso e hombre no ha respetado |a natu-
raleza, deforestando en forma indiscriminada los
bosques para hacer uso de este recurso en la elabo-
racion de artesanias, muebles y en gran escala la
mayor parte de esta madera es llevada a Guayaquil
y Manta parala exportacion.

La especie Tabebuia chrysantha (Jacg.) Nicholson,
es un arbol originario de la zona intertropical de
Ameérica. Es comln en toda la geografia ecuatoriana
en el rango altitudinal de 200 a 1200 msnm, es de-
cir, crece preferiblemente en regiones cdlidas. Loja,
en su cantdén Zapotillo, parroquias Mangahurco,
Bolaspamba y Cazaderos, se encuentra el bosque de
Guayacan mas vistoso debido a que aberga 40000
ha, de la especie. Lafloracion en el cantén Zapotillo
ocurre entre los meses de diciembre y enero, en esta
etapa es comun observar una alfombra de flores
amarillas cubriendo € suelo del bosgue (Ministerio
de Turismo 2014).

La especie Tabebuia billbergii (Bureau & K.
Scum.) Standl., es un &bol caducifolio, de tamafio
mediano que alcanza hasta 14 m de altura. Se distri-
buye en los valles secos de 0 a 500 msnm. Su made-
raduray pesada es cotizada en Ecuador para artesa-
niay carpinteria, por el contraste en el color entre la
alburaclaray el duramen muy oscuro. En el Pert su
madera es usada para fabricacion de parquet y en
construcciones rurales. Sus hojas se utilizan como
forrgje (INRENA 2002). T. billbergii es una especie
representativa del bosque estacionalmente seco
(BES), un ecosistema muy fragil que se extiende
desde la peninsula de Santa Elena, en el sur del

Ecuador, hasta el noroeste del Pert, comprendiendo
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la costa de las regiones Tumbes, Piura, Lambayeque
y €l norte de La Libertad asi como el piso inferior
del valle del Marafion, estas dos areas se comunican
através del Paso de Porculla, una depresion de 2100
msnm de elevacion, considerada la mas baja de los
Andes peruanos (Brack & Mendiola 2004).

La especie Myroxylon balsamum (L.) Harms (1908)
es un arbol originario de América tropical, se en-
cuentra distribuido en forma natural en Ameérica del
sur, su presencia se ha registrado en Bolivia, Brasil,
Ecuador, Paraguay, Per(, Venezuela, Guyana y €
noroeste de Argentina, en e Ecuador se encuentra
en las provincias de: Esmeraldas, sector de San
Mateo a 45 msnm, Manabi, sector La Isla de Jama,
La Unioén de San Vicente a 226 msnm, Jardin Bota-
nico de la Universidad Técnica de Manabi (UTM)
en Portovigo a 42 msnm, El Chontal de Pedro Pa
blo Gomez desde 484 hasta 588 msnm, Cantagallo
de Puerto Cayo a 45 msnm, comuna Agua Blanca
de Machdlilla en Puerto Lopez, Mirador San Anto-
nio de Jipijapa a 279 msnm, Choconcha de Jipijapa
y Las Coronas de Charapoté desde 244 a 339 msnm,
Guayas, sector Las Minas 57 msnm, El Aguacate
Petrillo a 103 msnm y Casas Vigas Chungon desde
317 a 360 msnm, Santa Elena, cantones Santa Elena
y La Libertad a 60 msnm, Los Rios, Finca La Re-
presa de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo
(UTEQ) a 90 msnm, Loja, sectores Cofrana Cotaco-
chaentre 1621 a 1631 msnm y Colanga entre 1487 a
1617 msnm, Napo, comunidad de Campococha
desde 380 a 557 msnm. El Jardin Botanico de Mis-
souri reporta la presencia del género en las provin-
cias de Sucumbios y El Oro. (Limongi 2012). En
Ecuador es una de las especies maderables nativas
amenazadas ante |la acelerada deforestacion que se
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registra en la ecorregion del bosque seco del Litora
ecuatoriano.

Una de las estrategias para superar las dificultades
de propagacién y evitar la extincion de especies
valiosas, es @ cultivo in vitro de tgido vegetal
(Delgado et al. 2008). Esta técnica permite obtener
plantas a partir de un fragmento pequefio de tgjido
cultivado en condiciones estériles (Murashige &
Skoog 1962). La propagacion in vitro via organogé-
nesis directa incrementa de forma rgpida e ndmero
de individuos, etapa importante en la produccion de
plantulas a nivel industrial y un banco de germo-
plasma con fines de rescate (Uribe et al. 2008).
Ademés, permite obtener plantas libres de enferme-
dades, en algunas ocasiones reduce € tiempo de
propagacién (Rebolledo-Camacho et al. 2006). De-
bido a las dificultades de propagacion sexua de
Myroxylon balsamum, (bdsamo) Tabebuia crhy-
santha (guayacan), Tabebuia billbergii, (madero
negro) y escasa informacién disponible de propaga-
cion in vitro (Vaverde et al. 1998, Collado et al.
2004, Pérez et al. 2002).

La aclimatacion es una etapa fundamental en un
sistema de micropropagacion porque dependen de
ellalaeficienciade procesoy lacaidad final delas
plantas producidas in vitro (Agramonte-Pefiaver et
al. 1998). Estas plantas en comparacion con las
cultivadas tradicionamente presentan un compor-
tamiento diferente en condiciones de invernaculo o
de campo. Es decir, sufren cambios morfolégicos y
fisiolégicos que ocasionan una pérdida importante
de plantas en el momento de transplante. Por esta
razon, es necesaria la aplicacion de técnicas de
adaptacion a pasar de las condiciones in vitro a ex
vitro. La aclimatacion permitira que la planta alcan-
ce un crecimiento autotrofico en ambientes de me-
nor humedad relativa, con méas luz y sustratos sépti-
cos (Preece & Sutter 1991). Estas son las condicio-

nes reinantes en invernadero y campo donde crece-
raén las plantas provenientes de cultivo in vitro.
El objetivo de la investigacion fue determinar la
adaptacion de las plantas producidas in vitro (vitro-
plantas) alas condiciones de ambiente natural.

Materialesy métodos

Localizacion y caracteristicas climéticas. El estudio
se redlizo en € Invernadero de Laboratorio de Bio-
tecnologia Vegetal de la Universidad Estatal del Sur
de Manabi, Ecuador, ubicada en el Campus “Los
Angeles”, Km 1.5 via Noboa e mismo que se en-
cuentra ubicada entre las siguientes coordenadas: 17
M 0548196, UTM 9850644.

Material vegetal. Para e experimento se utilizaron
plantulas de las especies Myroxylon balsamum,
Tabebuia crhysantha y Tabebuia billbergii, adquiri-
das a partir de la micropropagacion de yemas pro-
cedentes de materia del laboratorio de Biotecnolo-
gia, este material fue seleccionado de arboles supe-
riores de las fincas de los agricultores desde su ini-
ciaciéon considerando las caracteristicas morfol ogi-
cas en su desarrallo.

Condiciones del procesos de aclimatacion. Para e
desarrollo de esta fase, se emplearon plantas con
tamarfios entre 6 a 7 cm de longitud, las plantas fue-
ron adquiridas del laboratorio de Biotecnologia de
la Universidad Estatal del Sur de Manabi. Después
fueron llevadas a invernadero donde se redizd €
trasplante a los vasos de pre-aclimatacion, previa-
mente llenados con una mezclas de sustratos tierra
(humus) 40% arena de rio 40% y aserrin de madera
descompuesta 20% (3:3:1), se desinfestaron por
vapor a 121 °C durante tres horas. Los envases con-
teniendo la planta fueron cubiertos con otro envase
del mismo tamario, los mismos que fueron gradual-
mente aperturados mediante agujeros en la cobertu-
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ra hasta degjar la planta completamente expuesta al
ambiente natural del invernadero a una temperatura
promedio de 35 °C, y una humedad relativa de 90%,
después de cuatro semanas de pre-aclimatacién, dos
dias después fueron transferidas a bolsas de polieti-
leno, manteniendo el mismo sustrato para darles un
mayor espacio de desarrollo radicular, para su acli-
matacion por un periodo de cuatro semanas antes de
llevarlas a vivero, las pléntulas se ubicaron en un
cantero de hormigén, con un &rea de 3 m?, con una
densidad de 200 plantas que proporcionaba un 70%
de sombra en vivero, la humedad relativa se mantu-
vo por encima del 90% durante las dos primeras
semanas, aplicandose entre 12 y 14 riegos diarios en
forma de neblina entre las 8:00 y las 16:00 h, ain-
tervalos de 30 min y durante 5 min, procurando la
no incidencia del agua de riego directamente sobre
los sustratos, a partir de latercerasemana e interva-
lo se amplié a un riego cada 60 min en un 50% €
numero de riego y manteniendo el tiempo de aplica-
cion. El riego se aplico con un aspersor durante 20
dias dos veces a dia, reduciendo paulatinamente
hasta los 40 dias en que se sacaron las plantas del
vivero, regandolas a partir de ese momento una vez
al dia durante otros 20 dias. Se utilizo fertilizante de
formula completa abono (10-20-30) a los 25 dias de
iniciada la aclimatacion, arazon de 4 gL L. Se reali-
zaron aspersiones con oxicloruro de cobre a 0.3 gL-
1 cada 7 dias por un mes, esto debido a que en esta
etapa existe un alto indice de ataque de hongos alos
explantes principalmente. Esta metodologia es la
utilizada en el laboratorio de cultivo de tejidos vege-
tales de la UNESUM es similar a la empleada por
Gonzélez et al. (1987) para la aclimatacion de E.
saligna, mediante el empleo de estaquillas.
Evaluaciones. Se evalud la supervivencia de las
vitroplantas realizando mediciones de altura y nu-
mero de hojas por planta tomandose a azar 20 plan-
127

tas por tratamiento y especies. Se hicieron cuatro
mediciones posteriores a la pre-aclimatacion en un
periodo de 30 dias, época en que las plantas estaban
listas para su traslado a condiciones de trasplante a
bolsasy crecimiento en vivero.

Variables evaluadas. i) V1. Altura a inicio de la
pre-aclimatacion, ii) V2: Numero de hojas al inicio
de la pre aclimatacion. iii) V3: Alturade laplantaa
término de la aclimatacion. iv) V4: Namero de ho-
jas desarrolladas por la planta a término de la acli-
matacion. v) V5: Incremento en la atura de la plan-
ta en lafase de aclimatacion.

Andlisis estadistico. Cada especie y € sustrato re-
presentaron un tratamiento y las vitroplantas fueron
instaladas bajo un disefio completamente aeatorio.
El andlisis de varianza, se rediz6 con € paguete
estadistico Statistical Package for Social Science
(SPSS) (Pardo & Ruiz 2002).

Resultados

Sobrevivencia de vitroplantas. En € caso de las tres
especies, la susceptibilidad a cambio de humedad
micro ambiental y temperatura entre e espacio ce-
rrado de desarrollo dentro del frasco de vidrio y €l
espacio de desarrollo en transicion a ambiente natu-
ral, fue evidente. Ensayos preliminares realizados
fuera de su @mbito de desarrollo natural, cuando las
plantas fueron enraizadas in vitro y posteriormente
trasplantadas a condiciones ex vitro, no sobrevivie-
ron en la fase de aclimatacién en ninguno de los dos
sustratos evaluados (turba y arena), sus hojas mos-
traron una decoloracion marcada, enrollamiento y
marchitez rdpidamente una vez que fueron estable-
cidas ex vitro. Contrariamente, los tallos micro pro-
pagado y transferido directamente de la fase de mul-
tiplicacion, sin raices, mostraron una mayor adapta-
bilidad a las condiciones ex vitro, acanzando un
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87% de supervivencia cuando fueron establecidos
en el sustrato turba, y solo un 12% de los mismos
sobrevivieron cuando el trasplante se hizo en arena.
En los ensayos redizados se determind una supervi-
venciade M. balsamun, T. crhysantha y T. billbergii
de 65%, 80% y 70% respectivamente (Figura 1).

Tabla 1 Sobrevivencia promedio de vitroplantas

Especies Supervivencia (%)

65%
80%
70%

Myroxylon balsamum
Tabebuia crhysantha
Tabebuia billbergii

Estas se trasplantaron a bolsas de polietileno negro
de 4 x 9 cm, que contenian una mezclas de sustratos
con 40% de arena de rio, 40% de humus 'y 20% de
aserrin de madera descompuesta, las plantas micro-
propagadas tuvieron un aceptable porcentaje de
supervivencia y adaptacion a las condiciones nor-
males de campo, representado en una buena apa-
riencia morfoldgica, coloracion verde de las hojas y
formacion de filodios aproximadamente a las 10
semanas después de haber sido trasplantadas a con-
diciones ex vitro. Latransferencia directa de explan-
tes micropropagados del estado |1 (multiplicacion)

al estado IV (aclimatizacion) posibilité el ahorro de
recursos (medio de cultivo, hormonas, manipul acio-
nes, etc.) y tiempo para la produccién de materia
vegetal apartir de la micropropagacion.

La aclimatacion de vitroplantas de las tres especies
se logré en un periodo de diez semanas, correspon-
diendo las cuatro primeras semanas a un periodo de
pre-aclimatacién. En esta etapa, se tomo en cuenta
la temperatura y la humedad relativa a interior de
los envases de cobertura. Estos fueron manejados a
través de perforaciones graduales de la cobertura
hasta su retiro total y adaptacion a las condiciones
del ambiente de invernadero.

Las condiciones en las que se llevo a cabo la
etapa de pre-aclimatacion fueron de 35 °C du-
rante el diay 90% de humedad relativa.
Andlisis Descriptivo de la altura inicial. No
hubo diferencias notables en la altura de las
plantas de las tres especies a inicio de la acli-
matacion (Tabla 2), sin embargo, en la T. hill-
bergii maxima altura promedio fue de 19.53
cm, mientras que la minima altura promedio fue
para M. balsamum con 17.93 cm.

Tabla 2 Altura promedio de vitroplantas al final de la pre-aclimatacién

Desviacion

Especies Nimerosdedatos Minimo Méximo Promedio estandar Ccv
Myroxylon balsamum 30 13 25.00 17.93 4,394 24.50
Tabebuia crhysantha 30 12 25.00 18.47 4,116 22.29

Tabebuia billbergii 30 12 27.00 19.53 4,272 21.88
Tabla 3 Nimer o promedio de hojas al final dela pre aclimatacion
Especies Nimerosdedatos Minimo Méaximo Promedio Dea{lamén Ccv
estéandar
Myroxylon balsamum 30 6 22.000 10.80 3.377 31.27
Tabebuia crhysantha 30 7.00 28.00 12.53 4.453 35.61
Tabebuia billbergii 30 4.00 16.00 9.50 3.579 37.65
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Anadlisis Descriptivo del nimero inicial de hojas.
Analizando € numero promedio de hojas desarro-
Iladas por las vitroplantas a inicio de la aclimata-
cion (Tabla 3), se observa que la especie T. crhy-
santha tuvo 12 hojas, a diferencia de las vitroplantas
de M. balsamum que tuvo 10 hojas. En € caso de
las vitroplantas T. billbergii, mostré nueve hojas, a
pesar de que su alturafue superior (19.53 cm).
Anadlisis Descriptivo de la altura final. En términos
promedios, se observd que las vitroplantas de T.
billbergii mantienen la predominancia en atura
fina (30.80 cm), después de cuatro semanas de
crecimiento (Tabla 4). Esto no sucede de igual for-
ma con las vitroplantas T. crhysantha que logran
alcanzar la minima atura final de 22.76 cm y M.
bal samum que tuvo un promedio de altura de 20.80
cm.

Logrando €l incremento en la atura, en términos de
la primera y Ultima evaluacién segin las especies,
se nota en la Tabla 5, que se mantiene la tendencia
de crecimiento. Asi se observo que en las vitroplan-
tas de la especie T. billbergii, se presentd € mayor
incremento (5.27 cm.); mientras que & minimo
incremento se dio en M. balsamum (2.87 cm).
Andlisis Descriptivo del nimero de hojas. Anali-
zando el nimero de hojas desarrolladas por la planta
a final de la aclimatacién, no se distinguen diferen-
cias dgnificativas, sin embargo, en la especie T.
billbergii hubo 16.37 hojas, respecto de T. crhy-
santha que mostré un menor nimero de hojas (13)
(Tabla6).

Tabla 4 Altura devitroplantas al final del periodo de aclimatacion

Especies NUmerosdedatos Minimo Méximo Promedio Dea{la(:lon Ccv
estandar
Myroxylon balsamum 30 15.00 27.00 20.80 4.428 21.29
Tabebuia crhysantha 30 15.00 28.00 22.77 4,761 20.91
Tabebuia billbergii 30 16.00 30.00 30.80 4.294 17.31
Tabla 5 Promedio del incremento dela altura
Especies Nimerosdedatos Minimo Méaximo Promedio Dea{la(:lon Ccv
estandar
Myroxylon balsamum 30 1.00 5.00 2.86 0.819 28.58
Tabebuia crhysantha 30 2.00 7.00 4.30 1.263 29.39
Tabebuia billbergii 30 3.00 9.00 5.27 1.818 34.50
Tabla 6 Nimero promedio de hojas desarrolladas
. , - . . Desviacion
Especies Nimerosdedatos Minimo Méximo Promedio estandar Ccv
Myroxylon balsamum 30 9.00 27.00 14.17 4.243 29.95
Tabebuia crhysantha 30 8.00 28.00 13.03 4.937 37.88
Tabebuia billbergii 30 10.00 36.00 16.37 5.275 33.39
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Discusion

Se determiné la influencia del sustrato en la super-
vivencia y vigorosidad de las plantas expresada en
alturay nimero de hojas, asi como también se vali-
dé los parametros micro ambiental durante el proce-
so de aclimatacién. La mortandad de vitroplantas en
esta etapa es un factor de alto riesgo si no se tiene
establecido las condiciones propicias para este pro-
ceso de adaptacion y € estrés de cambio puede
afectar en pocas horas la supervivencia de la planta.
Las plantas producidas en estas condiciones pueden
resultar de facil aclimatacion, mientras que en otras
el déficit morfolégico y funcional dificultarid el tras-
plante y posterior aclimatacion (Reigosa-Roger &
Pedrol-Bonjoch 2003).

Las técnicas aplicadas durante la fase de sobrevi-
vencia, son las que van encaminadas a lograr gra-
dualmente menos humedad relativa, mas luz, creci-
miento autotréfico y un medio aséptico (Agramon-
te-Pefiaver 1998). En ese sentido la técnica de con-
trol individual de las vitroplantas de las tres especies
nativas en los primeros dias de transferencia a sus-
trato solido desinfectado, dio un resultado satisfac-
torio. En estas condiciones se mantuvieron con una
alta humedad relativa evitando el exceso de transpi-
racion de las plantas hasta que logren un adecuado
desarrollo de estomas y cuticula (Ziv 1991).

Segun Hartmann et al. (2002), e bajo porcentgje de
sobrevivencia se debe a que las plantas deben adap-
tarse de una nutricion heterétrofa a una autotrofa.
Aungue las plantas en el experimento habian desa-
rrollado raices, debieron también desarrollar brotes
funcionales e incrementar la resistencia a la perdida
de agua y € ataque de patdgenos. El drastico cam-
bio de estado heterotrofico a autotrofico, como mo-
do de nutricidn, es una de las etapas més criticas de
la micropropagacién, ya que podria causar en las

plantas serios dafios fisioldgicos. Es por esto, que en
muchos casos latasa de crecimiento y sobrevivencia
delas plantas es muy bgja (Degardins et al. (1987).
Otra causa, las plantas in vitro poseen una ata tasa
de transpiracion, que provoca una gran pérdida de
agua, debido a que poseen una delgada capa de cera
epicuticular y un anormal funcionamiento de los
estomas. Este estrés hidrico es la principa causa del
problema del transplante (Sutter & Langhans 1979,
Brainerd et al. 1981, Vega 2009).

Las raices formadas in vitro son poco funcionaes,
presentando epidermis no suberizadas y pocos pelos
radicales, los que generalmente mueren pos-
transplante y deben ser regenerados (V ega 2009).

Se reportd que las raices desarrolladas in vitro son
extremadamente fragiles y que, a ser colocadas en
el sustrato, mueren (Vega 2009). Este aspecto fue
mencionado por Pospisilova et al. (1999), quienes
sefidan que muchas plantulas mueren durante €
periodo de aclimatacién y que necesitan una dismi-
nucién gradual de lahumedad del aire.

Segun Torres et al. (2013), algunas de las particula-
ridades del cultivo in vitro radica en que las condi-
ciones ambientales dentro del recipiente garantizan
un ambiente con ata humedad relativa (100%) y
una nutricion heterétrofa por el suministro de fuen-
tes energéticas (sacarosa) en el medio de cultivo.
Estas condiciones propician una baja funcionalidad
en la raices producidas en condiciones in vitro, las
cuales son por o tanto poco eficientes en latoma de
agua y nutrientes, tornandose, en algunos casos en
vias parala pérdida de aguainterna, unavez la plan-
ta es trasplantada a condiciones ex vitro. Mc Crown
(2000), plantea que esta es una de las etapas més
dificil de un sistema de propagacién in vitro pues
las plantas regeneradas deben regresar a condiciones
naturales que son fisioldgicamente estresantes para
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plantas con finas cuticulas y con una reduccion en
metabolismo dado por las condicionesin vitro.

L as alteraciones morfol dgicas, anatémicas y fisiol6-
gicas, ocurridas en las vitroplantas como resultado
del ambiente in vitro, hacen que las pléntulas duran-
te las primeras semanas de la aclimatizaci6n presen-
ten incapacidad para controlar la pérdida de agua, lo
gue les provoca un incremento brusco de la transpi-
racion y que puedan alcanzar tasas reducidas en la
actividad fotosintética (Rogal ski et al. 2003).

Los valores acanzados en las tres especies, son
similares a otras especies como Eucalyptus grandis
y E. urophylla con 75 y 85% de sobrevivencia (Ore-
[lana 1997), Psidium salutare con 75% (Sotolongo-
Sospedra 2000) y Eucalyptus globulus con 90%
(Abdelnour & Mufioz 2005) pero muy superiores a
comportamiento de especies recacitrantes como
caoba y cedro que tuvieron un 27% de sobreviven-
cia (Azofeifa et al. 2009, Pérez et al. 2002). Salazar
et al. (2009), plantea que el porcentaje de plantas de
cocuy y que fueron adaptadas en esta fase fue de
60%, y las pérdidas de los explantes principal mente
se debieron a dafios en e sistemaradica, € cual se
desprendia con facilidad.

Por o que es preciso que en la fase de aclimatacion
(durante las primeras dos semanas después del tras-
plante), es necesario controlar adecuadamente los
factores ambientales y se requiere simular las con-
diciones del ambiente in vitro hasta que las plantas
se adapten a las nuevas condiciones, para evitar €
exceso de transpiracion de las jovenes plantas, hasta
que éstas logren un adecuado desarrollo de sus es-
tomasy cuticula, tal como lo mencionan Ziv (1991),
Haggman et al. (1999).

Las vitroplantas presentan cambios sustanciales
sobre todo en caracteristicas epidérmicas, hojas
delgadas y delicadas, con menor capacidad fotosin-
tética y estructuras cerosas superficiales escasas,
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estomas deficientes. Todo esto resulta en transpira
cion excesiva'y marchitamiento de las plantas s no
se someten a cuidados especiales para corregir estas
anormalidades, incrementar la sobrevivenciay ace-
lerar la aclimatacion o endurecimiento (Gan-
gopadhyay et al. 2002, PospoSilova et al. 1999).
También otros investigadores como De Fossard
(1976), Tisserat & Murashige (1977), afirman que
esta fase todavia presenta problemas, que pueden
implicar grandes pérdidas (marchitamiento, deseca-
cion, podredumbre de raices) y en definitiva una
disminucién de la supervivencia. La estabilidad
fenotipica es esencial y la forma en que ésta puede
medirse es a través de una evaluacién del compor-
tamiento en e campo de las plantas regeneradas
(Martinez-Pulido 1990).

Las diferencias observadas no fueron significativas,
se consideraron normales en vitroplantas y son de-
bidas a los digtintos factores de estrés que tienen
gue soportar durante las fases de la micropropaga
cion. Reigosa-Roger & Pedrol-Bonjoch (2003),
mencionan al respecto que todas las plantas produ-
cidas en recipientes con escaso intercambio gaseo-
so, pueden manifestar alteraciones o déficit en cuan-
to asu estructura anatémica, morfol gica fisioldgica
dependiendo de la especie e incluso de la variedad.
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