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RESUMEN

Kalanchoe blossfeldiana Poelln. es una especie ornamental usada como planta para macetas y
jardin. Aunque se encuentran estudios sobre su propagacion por métodos biotecnolégicos, no
han sido descritas las condiciones para garantizar altos porcentajes de supervivencia en la
fase de aclimatizacion de las plantas in vitro. El objetivo del presente trabajo fue evaluar el
desarrollo de plantas in vitro de K. blossfeldiana durante la fase de aclimatizaciéon. Se emplearon
plantas enraizadas en un medio de cultivo sin reguladores de crecimiento. Para la plantacion
se usaron dos mezclas de sustrato en proporcién 80:20, humus de lombriz:zeolita y humus de
lombriz:arena. Durante la aclimatizacion se calcul6 el porcentaje de supervivenciaalos 7, 15y
30 dias, y se midio la altura de las plantas a los 30 dias. En el enraizamiento se obtuvo un
promedio de 9.8 raices y una altura de 0.9 cm por planta. La supervivencia en la aclimatizacion
fue 97.5% para ambos sustratos, y no hubo diferencias significativas para la variable altura de
la planta. De acuerdo con los resultados, con los sustratos empleados para la aclimatizacion
de plantas in vitro de K. blossfeldiana, pueden ser obtenidos altos porcentajes de supervivencia
bajo las condiciones estudiadas en el presente trabajo.
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Ex vitro acclimatization of Kalanchoe blossfeldiana Poelln.

ABSTRACT

Kalanchoe blossfeldiana Poelln. is an ornamental specie used as a plant for pots and garden.
Although are found studies on its propagation by biotechnological methods, the conditions to
guarantee high survival rates in the acclimatization stage of in vitro plants have not been
described. The aim of this work was to evaluate the development of K. blossfeldiana in vitro
plants during the acclimatization stage. Rooted plants were used in a culture medium without
growth regulators. For planting, two mixtures of substrate were used in proportion 80:20,
earthworm humus:zeolite and earthworm humus: sand. During the acclimatization the
percentage of survival was calculated at 7, 15 and 30 days, and the plants height was
measured at 30 days. In the rooting stage an average of 9.8 roots and a 0.9 cm height per
plant was obtained. The survival in the acclimatization was 97.5% for both substrates, and
there were no significant differences for the variable height of the plant. According to the
results, with the substrates used for the acclimatization of K. blossfeldiana in vitro plants,
high percentages of survival can be obtained under the conditions studied in the present
work.
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INTRODUCCION y antitumoral; aunque su mayor valor radica

en su uso como planta ornamental (Kaviani

El género Kalanchoe de la familia Crassulaceae
agrupa alrededor de 130 especies de
crecimiento anual o perenne. Kalanchoe
blossfeldiana Poelln. es una especie a la cual
se le atribuye gran importancia por su actividad
antimicrobiana, antinflamatoria, antidiabética

etal., 2014).

Algunas de las caracteristicas de esta planta
son la tolerancia a ambientes con escasa
humedad, y la presencia durante la época de
floracion, de bellas y llamativas inflorescencias
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de diversos colores. Debido a lo anterior, puede
ser usada como planta de exterior e interior,
ya sea para jardin (rocoso o arenoso) o para
macetas (Garcia-Sogo et al., 2010).

K. blossfeldiana esta considerada como la
planta con flores para macetas mas popular
en Europa, donde su produccion puede
alcanzar 90 millones de plantas al afio con
una recaudacion de 61 millones de euros seguin
Royal Flora Holland (2016). En Cuba, su cultivo
por parte de productores de plantas
ornamentales también se ha extendido en los
ultimos afios por ser una planta muy
demandada por la poblacion.

Para la propagacion de esta especie la via
empleada tradicionalmente, es la vegetativa
a partir de hojas y esquejes de tallo. Sin
embargo, se ha informado que es una planta
de crecimiento lento, y por ello es necesario
recurrir al cultivo de tejidos para su produccion
rapida con fines comerciales y medicinales
(Khan et al., 2006).

La propagacion in vitro constituye una
alternativa eficaz en ese sentido ya que
permite obtener grandes volimenes de
plantas a partir de poco material vegetal
inicial, y en un menor tiempo que por la via
tradicional. En este sentido se han realizado
varios estudios (Castelblanque et al., 2010;
Kordi et al., 2013; Kaviani et al., 2014). Por
otro lado, existe a nivel mundial un gran
interés en la obtencion de nuevas variedades
atractivas para el mercado, por lo cual
también han sido desarrollados trabajos
sobre transformacién genética e hibridacion
entre especies (Garcia-Sogo et al., 2010;
Kuligowska et al., 2015).

Los resultados de los trabajos citados con
anterioridad han estado enfocados
fundamentalmente al crecimiento y desarrollo
de las plantas durante las diferentes fases
del cultivo in vitro. Sin embargo, no han sido
especificadas las condiciones ambientales de
la fase de aclimatizacion de plantas, por
ejemplo iluminacién, temperatura, humedad
relativa y frecuencia de riego, necesarias para
permitir el éxito en la adaptacion al ambiente
ex vitro y obtener altos porcentajes de
supervivencia.

Por otro lado, como sustratos para la
aclimatizacion K. blossfeldiana han sido

Biotecnologia Vegetal Vol. 18, No. 1, 2018

empleadas por varios autores diferentes
mezclas de suelo, arena, turba, y perlita
(Sanikhani et al., 2006; Kaviani et al., 2014;
Goraj-Koniarska et al., 2015). En este sentido,
el uso de humus de lombriz y zeolita para
esta fase en esta especie no ha sido
informado.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar
el desarrollo de plantas in vitro de K.
blossfeldiana durante la fase de aclimatizacion,
con el uso del humus de lombriz, zeolita y
arena como sustratos.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Como material vegetal se utilizaron brotes in
vitro de K. blossfeldiana en el sexto subcultivo
de la fase de multiplicacion, en el medio de
cultivo propuesto por Kordi et al. (2013) con
acido naftalenacético (ANA) 0.5 mg I' y 6-
bencilaminopurina 1.0 mg I'X. Para la fase de
enraizamiento se utiliz6 un medio de cultivo
compuesto por sales MS (Murashige y Skoog,
1962) 4.3 g I'Y, sacarosa 30 g I%, Vitaminas
MS 10 ml Iy agar® 3.8 g I, sin reguladores
de crecimiento. Al medio de cultivo se le ajusté
el pH a 5.8 con NaOH 0.1 My HCI 0.1 M. Su
esterilizacion se realiz6 por método quimico
con la adicion de Vitrofural® (116 mg It)
posterior a su elaboracion y antes de ser
vertido en los recipientes de cultivo de
policarbamato con 500 ml de capacidad total
y 60 ml de medio de cultivo.

La fase de enraizamiento tuvo una duracion
de 30 dias, tiempo al cual se cuantifico el
numero de raices y se midio la altura de las
plantas (desde la base del tallo hasta el punto
de emisioén de las hojas) para caracterizarlas
morfolégicamente previo a la fase de
aclimatizacion.

Aclimatizacion de plantas

La aclimatizacioén de las plantas se realiz6 en
casa de cultivo. Para la plantacion se
compararon dos tratamientos. El primero con
una mezcla de humus de lombriz y zeolita, y
el segundo con mezcla de humus de lombriz y
arena, ambos en una proporcion 80:20. La
zeolita utilizada fue del tipo litonita de
granulometria <4mm. El humus de lombriz fue
tamizado a un tamario de particulas de 4 mm.
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La plantacion se realiz6 en bandejas de
polieturano de 150 orificios con alveolos de
4x4x7 cm. Para cada tratamiento fueron
empleadas 40 plantas. Como variables para
evaluar la adaptacion de las plantas al
ambiente ex vitro a los 7, 15 y 30 dias se
cuantificé el niumero de plantas vivas y se
calculd el porcentaje de supervivencia, y a
los 30 dias se midi6 la altura de las plantas
(cm). A partir de este ultimo tiempo y hasta
los 60 dias el desarrollo de las plantas fue
evaluado de manera visual; se tuvo en cuenta
Su supervivencia, y que su crecimiento fuera
continuo, progresivo y homogéneo en cuanto
al tamafio.

Durante la aclimatizacion las plantas fueron
mantenidas a una temperatura promedio de 31+
2 °C (méax. durante el dia) y 22+ 2 °C (min.
durante la noche), intensidad luminosa que oscilé
entre 248 y 472 yumol m=2 s, fotoperiodo de
aprox. 14 h al dia, humedad relativa media de
60% vy frecuencia de riego de una vez al dia
durante 10 min entre 7:00-7:15 am.

Procesamiento estadistico

Para el andlisis estadistico se empled el
programa SPSS (Statistical Package for Social
Sciences) ver. 18.0 para Windows. Para el
procesamiento de los datos se comprobaron
los supuestos de normalidad y homogeneidad
de varianzas por las pruebas de Shapiro-Wilk
y Levene, respectivamente. Debido a que los
datos no cumplieron con estos supuestos,
para buscar diferencias entre los tratamientos
se realiz6 la prueba U de Mann Whitney para
un intervalo de confianza del 95% (p<0.05).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Durante la fase de enraizamiento de las plantas
in vitro de K. blossfeldiana, la emisiéon de raices
con el medio de cultivo empleado comenzo a
observarse a partir de cinco dias, para un
100% de enraizamiento a los 15 dias. A los
30 dias el promedio de raices por planta fue
9.8 y su altura promedio fue 0.9 cm. Aunque
la longitud de las raices no fue medida, el
sistema radical fue entre dos y tres veces la
altura de la parte aérea de las plantas;
ademas, estas crecieron de manera compacta
en forma semejante a roseta (Figura 1).

Sobre el enraizamiento in vitro de las plantas
sin la presencia de reguladores de crecimiento
en el medio de cultivo, se plantea que en
plantas donde las raices se regeneran
espontaneamente, las auxinas endégenas
producidas en el apice del tallo se transportan
basipetalmente a la superficie de corte y
actuan como desencadenantes del proceso.
Ademas, en estas plantas la aplicacion de
auxina exégena aumenta fuertemente el
numero de raices regeneradas (De Klerk et
al., 1999). Lo anterior podria explicar la
respuesta observada en material vegetal
utilizado en el presente estudio durante la
fase de enraizamiento. Como se especifico
previamente, los brotes empleados estuvieron
expuestos a la auxina ANA adicionada al medio
de cultivo durante seis subcultivos en la fase
de multiplicacion. Esto pudo favorecer también
la acumulacion endégena del regulador de
crecimiento mencionado, en los tejidos del
material vegetal al momento de iniciarse la
fase posterior.

Figura 1. Plantas in vitro de Kalanchoe blossfeldiana Poelln. A:
presencia de raices a los 30 dias de cultivo en medio de cultivo
semisolido sin reguladores de crecimiento, B: Plantas listas para
la transferencia a la fase de aclimatizacion (barra igual 1 cm).
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Durante la fase de aclimatizacion se obtuvo
97.5% de supervivencia de las plantas para
cada sustrato bajo las condiciones
evaluadas. Al cabo de los 30 dias las plantas
desarrollaron un sistema radical compuesto
por abundantes raices fibrosas y su altura
promedio fue 1.9 y 2.0 cm, sin diferencias
significativas entre ambos tratamientos
(Figura 2 A). Durante todo el periodo
experimental (60 dias) el crecimiento de las
plantas fue continuo y progresivo y la altura
homogénea (Figura 2 B). El porte fue
compacto, con entrenudos cortos y casi al
finalizar el experimento se constato la
presencia de ramificaciones a partir de las
yemas axilares del tallo presentes en la base
de las hojas (Figura 2 C).

El enraizamiento sin el uso de reguladores
de crecimiento en K. blossfeldiana fue
logrado también por Firay Clapa (2009) en
un medio de cultivo semejante al usado en
el presente trabajo, y por Pagter et al.
(2013) quienes utilizaron una solucién
hidropdnica solamente con macro y micro
nutrientes. Estos resultados demuestran
la buena respuesta morfogenética para la
induccion de raices de la especie
trabajada.

Durante la fase de aclimatizacion los altos
porcentajes de supervivencia de las plantas,
su forma de crecimiento, su desarrollo
homogéneo y las caracteristicas de su
sistema radical evidenciaron que la
adaptacion al ambiente ex vitro fue
adecuada. El éxito en esta fase pudo
deberse tanto a las caracteristicas con las
que el material vegetal procedi6 de la fase
de enraizamiento, asi como a las condiciones
ambientales en las cuales se desarrollo
durante la Ultima etapa experimental.
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Por otro lado, las mezclas de sustratos
empleadas y la proporcion de sus componentes
también pudieron influir en esos resultados. La
arena ha sido utilizada como parte del sustrato
para favorecer el drenaje del suelo en la
aclimatizacion de plantas del género Kalanchoe
por Kaviani et al. (2014) y Goéraj-Koniarska et
al. (2015), aunque en sus trabajos estos
autores no realizan una descripcion de las
caracteristicas de las plantas estudiadas. La
zeolita, aunque no se ha informado su uso con
tales propdésitos en la especie trabajada, si ha
sido utilizada como componente del sustrato
en la aclimatizacién de plantas in vitro por
autores como de Feria et al. (2016) en Solanum
tuberosum L. y Valdés et al. (2016) en
Saccharum spp., entre otros. Este componente
de origen natural, ademas de mejorar la
aireacion de los sustratos, posee propiedades
fisicas que pueden mejorar la capacidad de
intercambio i6nico del sustrato, los contenidos
de fosforo y potasio asimilables por las plantas
y contrarrestar la disminucién del pH del suelo.
Ademas, es capaz de retener los nutrientes y
aportarlos lentamente de acuerdo con la
demanda de las plantas (Mayea, 1995).

La respuesta mostrada por las plantas durante
el periodo de aclimatizaciéon también pudo
estar influenciada por el humus de lombriz
empleado como materia organica en el
sustrato. Segun Jiménez-Terry et al. (2013),
entre las caracteristicas generales de este
componente estan los altos contenidos de
nitrégeno y otros elementos minerales que
garantizan la asimilaciéon y acumulacion de
sustancias de reserva. Se ha demostrado que
este material aporta nutrientes que favorecen
un crecimiento rapido de las plantas que se
cultivan en él (Santos et al., 2010), y ademas
se refiere que es muy apropiado para cualquier
tipo de cultivo (Escobar, 2013).

Figura 2. Plantas de Kalanchoe blossfeldiana Poelln. aclimatizadas. A: Altura
de laplanta y desarrollo del sistema radical a los 30 dias. B: homogeneidad
en el tamafio de las plantas a los 60 dias. C: desarrollo de ramificaciones a
partir de yemas axilares del tallo en la base de las hojas a los 60 dias.
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Resultados favorables en la aclimatizacion de
plantas con el uso de mezclas de humus de
lombriz y zeolita como sustratos, también han
sido informados por Jiménez-Terry et al. (2013)
en Solanum tuberosum L. y Barbén et al.
(2014) en Coffea arabica L. cv. ‘Caturra rojo’.
Los resultados del presente trabajo
constituyen el primer informe de que ambos
materiales pueden ser usados para la
aclimatizacion ex vitro de K. blossfeldiana.
Con ellos es posible lograr durante esta ultima
fase del proceso de micropropagacion, plantas
de calidad evidenciado por la respuesta
mostrada durante la adaptacion a las
condiciones ex vitro.

CONCLUSIONES

Plantas in vitro de K. blossfeldiana pueden
aclimatizarse ex vitro con alto porcentaje de
supervivencia y adecuado desarrollo con el
empleo de mezclas de humus de lombriz:
zeolita (80:20) y humus de lombriz: arena
(80:20).
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