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Resumen

En este trabajo de investigacién se propagaron, bajo condiciones 7 vitro, propagulos de Marchantia polymorpha
evaluando su desarrollo vegetativo mediante observaciones y registros semanales a cada cultivo por tratamien-
to en funcién del tiempo de desarrollo. En este contexto, se evalué cualitativamente la forma y las caracterfsti-
cas del talo, las cuales se valoraron mediante observaciones y registros semanales. Se analizaron los resultados
cuantitativos mediante un analisis de varianza con disefio al azar y arreglo factorial 4 x 2, mediante la prueba
estadistica de Fisher. Las condiciones apropiadas de cultivo para propagulos de M. polymworpha se establecieron
en una concentracion de 25% de sales minerales Murashige y Skoog (1962), incubados a una temperatura de
25+ 1 °C. Luego de 13 semanas de desarrollo bajo condiciones i vitro, se adaptaron a condiciones naturales
mediante un cambio de sustrato, y controlando la temperatura y humedad en el lugar de desarrollo. En esta
etapa se evaluo la sobrevivencia de plantas durante 10 semanas; posteriormente al cambio de condiciones,
y como caracteristica cualitativa, se tuvo en cuenta el vigor del talo. Este protocolo de propagacion de M.
polymorpha, pionero en Colombia, es un modelo que permite conservar y cultivar de manera masiva diferentes
especies de briofitos, especialmente aquellos que se encuentran en vias de extincién en nuestro pafs.
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Abstract

Marchantia polymorpha propagules were propagated in this research in iz vitro conditions to assess their growth
in terms of development time. Development rate and contamination regarding each treatment were also
evaluated by weekly observations and crop records for each experimental unit per treatment. Talus shape and
characteristics were also qualitatively evaluated by weekly observations and records. Fisher’s statistical test
was used for analysing quantitative results by variance analysis with random design and 4 x 2 factorial arran-
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gement. Appropriate conditions for cultivating M. polymorpha propagules were established at 25% Murashige
and Skoog mineral salt concentration (1962), incubated at 25°C £ 1°C. After 13 weeks development in 7 vitro
conditions, they were adapted to natural conditions by changing development site substrate and controlling
temperature and humidity. Plant survival was evaluated for 10 weeks during this stage. Conditions were then
changed and (as qualitative characteristic) talus vigour was taken into account. In was also determined that
the ex vitro cultivation level should allow for gradual adjustment to new humidity, temperature and substrate
conditions, taking special care that these conditions were not so altered as to become insurmountable. This
pioneering M. polymorpha propagation protocol in Colombia is a model for the future maintenance and mass
development of different bryophyte species, especially those which are endangered in our country.

Key words: bryophyte, iz vitro culture, ex vitro culture.
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Introducciéon

En el mundo, la conservacion de briéfitos
ha tomado vital importancia desde hace mas
de cien afios, esta preservacion se ha llevado a
cabo en el lugar donde habitan estos organis-
mos / situ; sin embargo, debido a la dificultad
de su estudio, al lento crecimiento y fragilidad
del habitat donde se hallan, se ha optado por
la conservacion ex situ, siendo la propagacion
bajo condiciones 7z vitro la mas usada en es-
pecial en paises europeos (Constantino, 1994;
Elias et al., 2001; Hernandez, 2007). La técnica
de cultivo de tejidos vegetales iz vitro se ha uti-
lizado ampliamente para la propagacion, con-
servacion e investigacion de plantas vasculares,
especialmente criptogamas en vias de extincion
(Chaparro et al., 1997; Barba ez al., 2001; Pedro-
za, 2008). En Londres se ha investigado el cul-
tivo de briéfitos bajo condiciones 7 vitro desde
hace cerca de cien afios; dentro de las multi-
ples investigaciones realizadas se han propaga-
do especies en riesgo de extincién, de interés
comercial, y especies poco comunes, estable-
ciendo metodologias precisas para su propaga-
cion, tales como Funaria, Ceratodon y Sphagnum,
entre otras (Duckett e al., 2004). En Colombia
no se han realizado investigaciones de esta in-
dole, puesto que el interés de muchos investi-
gadores es la propagacion de plantas de interés
comercial, o bien conservar plantas en riesgo
de extincion pertenecientes a la flora fanero-
gama, donde sélo se han evaluado comunida-

des de briofitos y se ha determinado el riesgo de
extincion para mas de 60 especies, sin aplicarse
ninguna estrategia de conservacion, teniendo en
cuenta que en varios ecosistemas como los pa-
ramos altoandinos tienen una larga historia de
disturbio y un estrecho vinculo con las activida-
des humanas, porque los modelos productivos,
desarrollados e implementados en la geografia
nacional, llevan siglos ocasionando graves altera-
ciones en los bosques tropicales, transformando
grandes extensiones para el desarrollo de mo-
nocultivos, ganaderfa y la minetfa a cielo abierto
(Parra ez al., 1999; Linares y Uribe, 2002; Orrego
y Uribe, 2004; Lagos ¢t al., 2008; Insuasty, ¢f al.,
2009; Mosquera, 2009). Estas perturbaciones
generan alteraciones en las comunidades vege-
tales altoandinas (Cupitra, 2009).

En esta investigacién se pretende es-
tablecer la propagacién y conservacion del
desarrollo de propagulos de la hepatica Mar-
chantia polymorpha L., mediante la evaluacion de
diferentes concentraciones de sales minerales,
para determinar cudl es la concentracién mas
apropiada, porque los britfitos propagados
bajo condiciones 7z vitro toleran diversidad de
medios de cultivo y diferentes concentraciones.
Por esta razon se eligié el medio Murashige y
Skoog (1962) debido a que contiene una formu-
lacién basica que sirve de fuente de nutrientes
a gran variedad de plantas, ademas es usado en
el cultivo de helechos, los cuales se relacionan
un poco con los briofitos, aunque este medio
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tiene un contenido elevado de sales (Hurtado y
Merino, 1987; Pierik, 1990). Los 19 nutrientes
esenciales para la mayoria de plantas, incluyen-
do los bri6fitos, se encuentran en estos medios
de cultivo, tanto los micronutrientes como los
macronutrientes (Taiz y Zeiger, 1998; Jaques,
1998; Glime, 2000).

La propagacion de briéfitos mediante téc-
nicas de cultivo de tejidos vegetales abrird nuevas
posibilidades en la conservacioén de estos orga-
nismos, porque se podran establecer metodolo-
gias de cultivo para cada especie. Por otra parte,
servird de herramienta para la propagacién masi-
va de especies de interés comercial, la obtencion
de hepaticas y musgos libres de patégenos, asi
como la conservacion del germoplasma de espe-
cies raras o de crecimiento tardio como sucede
con los antoceros; asimismo, permitira realizar
revisiones de algunas especies y subespecies, las
cuales pueden ser incluidas en un nuevo taxén
de acuerdo con las caracteristicas de los tejidos y
las células en cultivo porque la vegetacién cum-
ple un papel fundamental en la mayor parte de
los ecosistemas (Magdaleno, 2009).

Materiales y métodos

La caracterizacion cuantitativa y cualitati-
va del desarrollo de propagulos de Marchantia

polymorpha L., se obtiene realizando los siguien-
tes pasos:

a) Coleccion del material vegetal. 20
brifitos de M. polymorpha fueron
colectadas manualmente en zona cet-
cana al edificio de los laboratorios de
la sede Macarena B de la Universidad
Distrital Francisco José de Caldas, lo-
calizada en la Macarena, Bogota, D.

C. (figura 1).

b) Desinfecciéon del material vegetal.
Las hepaticas M polymorpha fueron
desinfectadas en solucién de deter-
gente durante 10 min, y enseguida
enjuagadas con agua destilada estéril.
Posteriormente, se sumergieron en
solucién de hipoclorito de sodio al
0,5% por 10 min y se enjuagaron tres
veces con agua destilada estéril, bajo
condiciones asépticas en el laborato-
rio.

c) Siembra de los propagulos bajo
condiciones iz vitro. De las 20 uni-
dades colectadas de M. polymorpha
se extrajeron 120 propagulos y se lo-
calizaron en cajas de Petri. Luego se
sembr6 un propagulo en cada frasco
(Unidad experimental) con los me-
dios de cultivo MS enriquecidos con
3% de sacarosa, 0,1 gl.-1 de Myo-

Figura 1. Marchantia polymorpha 1.. (Marchantiaceae).
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inositol y 2,0 gL.-1 de Phytagel. El
pH de todos los medios fue ajusta-
do a 5,8, antes de ser esterilizados a
una presiéon de 1,06 kg cm-2 por 20
minutos. Los tratamientos aplicados
en esta investigacion fueron obteni-
dos de un arreglo al azar 2 x 4, en el
cual se evalué la interaccion entre dos
temperaturas de incubacion (19 * 1
°Cy 25 £ 1 °C) y cuatro diferentes
concentraciones de sales minerales
MS en el medio de cultivo, para un
total de ocho tratamientos, cada uno
con 15 réplicas (tabla 1).

d) Incubacion de las unidades ex-

perimentales. De acuerdo con los
dos tratamientos de temperatura los
cultivos fueron incubados en luz
blanca (20 umol m-2s-1 dada por
luz fluorescente) (tubos fluorescen-
tes de luz dia FL-20D/18, 20 W,
China Electric Co., Taipei), a 19 £
1 °C en una camara estéril, y a 25 £
1 °C en un Fitotrén con un fotope-
riodo de 16 h.

e) Evaluacion del desarrollo de los

propagulos de Marchantia po-
lymorpha L. Durante 13 semanas,
en cada una de las unidades experi-
mentales de cultivo por tratamiento
se evalud si presentaba en su inte-

rior desarrollo de los propagulos de
Marchantia polymorpha, al final se
determiné el porcentaje de propagu-
los desarrollados en cada tratamiento
evaluado, las que se contaminaron y
las que no presentaron crecimiento.

Cada semana se registr6 la forma del talo
y sus caracteristicas, se tomaron las unidades
experimentales de cultivo por tratamiento y
se midi6 el talo con una regla milimétrica,
teniendo en cuenta su longitud aproximada
en milimetros. Cada semana se observaron
las caracteristicas mds determinantes a nivel
cualitativo como la forma que presentaba el
talo, siendo redondeada, lobulada o acinta-
da las mds comunes. Ademds, se registra-
ron otras caracteristicas adicionales como
la presencia de rizoides y la disposicién del
talo con respecto al medio de cultivo. Con
estas observaciones se pudo establecer la re-
lacién entre cada tratamiento y la respuesta
del desarrollo de los propagulos en funcién
del tiempo y con mayor cantidad de unida-
des experimentales. Esto permitié discernir
de manera cuantitativa el tratamiento mas
adecuado para propagar esta estructura ve-
getativa.

Con respecto ala aclimatacion a condicio-
nes naturales, tan pronto se finaliz6 la semana

Tabla 1. Efecto de la temperatura y concentracion de sales MS en el desarrollo
de propagulos de Marchantia polymorpha L. M.

Temperatura (°C)

Concentracion de sales MS

(%)

Tratamiento

100

50

25+ 1

25

0

100

50

191

25

O (N[O ||~ |WwW N
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13 de evaluacién 7 vitro se procedié a adaptar
las plantas a condiciones ex vitro. Esto se rea-
liz6 tomando suelo fresco, el cual se tamizé
con ayuda de un colador para separar las partes
grandes, medianas y pequefas del suelo. En el
fondo de los semilleros se colocaron las partes
mas grandes, seguidas de las medianas y, por ul-
timo, se colocaron las partes mas pequefias del
suelo, luego se regaron con agua hasta alcanzar
la capacidad de campo. Posteriormente, se saco
cada planta del frasco de cultivo, se lavo con
agua destilada y a continuacién se colocé en el
suelo del semillero.

Para mantener la humedad se cubrieron
los semilleros con su correspondiente cubier-
ta transparente, la cual mantenia la humedad
relativa y permitia a la vez el paso de luz.
Estos semilleros a su vez se ubicaron dentro
de un invernadero en el cual la temperatura
promedio era de 22 = 2 °C y la humedad de
90%. Posteriormente se pudo observar que
las plantas continuaron con su desarrollo
normal y se inicié con la evaluacién ex vitro
durante 10 semanas. Se observé el aspecto y
vigor que presentaba el talo, teniéndose en
cuenta cuatro valores cualitativos: excelente
(E), bueno (B), regular (R) y malo (M).

Amndlisis estadistico

Se analizaron los datos numéricos que
se obtuvieron del disefio al azar con arreglo
factorial 2 x 4. Este arreglo significa dos tem-
peraturas de incubacién (19 £ 1°Cy 25 £ 1
°C) y cuatro concentraciones de sales minera-
les Murashige y Skoog (100, 50, 25 y 0%), para
un total de ocho tratamientos que evaluaron el
porcentaje de desarrollo y tamafio de las propa-

gulos de M. polymorpha.

Cada tratamiento tuvo 15 repeticiones lo
que totalizé 120 unidades experimentales que
fueron evaluadas mediante analisis de varianza
con la prueba de Fisher, de acuerdo con el si-
guiente modelo: »; =v+o, +B+(af), +E; donde
L es la media geométrica, o y B las variables
por evaluar, y Ej el error experimental (Steel y
Torrie, 1985).

Resultados y discusién

En la evaluacion cuantitativa y cualitativa
del desarrollo de los propagulos de Marchantia
polymorpha 1. M., el efecto de las temperaturas
de incubacién y las concentraciones del medios
MS presentd diferencias estadisticas altamen-
te significativas (p<0,01) entre los ocho tra-
tamientos evaluados, que a continuacién son
analizados.

Establecimiento bajo condiciones

in vitro de M. polymorpha L. M.

La influencia del material vegetal esco-
gido para realizar la experimentacién, en este
caso los propagulos, determina en buena parte
los resultados obtenidos, debido a diversos fac-
tores. Como primera instancia esta el genotipo,
teniendo como referente la capacidad de rege-
neracion, que en este caso esta determinada por
la capacidad de multiplicacién celular que tiene
el propagulo, la cual solo se presenta cuando
las condiciones ambientales son apropiadas,
estas condiciones las obtuvo de cada uno de
los tratamientos, los cuales provefan de tem-
peratura adecuada, y de concentracion de sales
minerales. Por otra parte, los propagulos estin
especializados en la propagacion vegetativa y se
encuentran protegidos al interior de los con-
ceptaculos, por tanto poseen un tejido que no
ha sido expuesto a las condiciones del medio y,
ademas, no ha presentado actividad metabdli-
ca. Adicionalmente, su estado vegetativo para
los propagulos permite que se desarrolle mu-
cho mias facil que las esporas en estado gene-
rativo (Pierik, 1990; Jensen ef al., 1998; Molphe
et al., 1999; Strasburger ez al., 2004; Wickett y
Goffinet, 2008).

El éxito en el desarrollo y crecimiento de
los propagulos también se atribuye a que los
medios de cultivo fueron solidificados con ayu-
da de Phytagel y no con Agar como suele ha-
cerse en la mayorfa de cultivos z vitro, esto se
hizo debido a que esta sustancia gelificante es
menos toxica para el tejido cultivado, debido
a la menor cantidad de impurezas; asimismo,
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es mas eficaz para el desarrollo de hepaticas,
sumado a que permite ver mas facilmente las
plantas y su proceso de crecimiento, y los sig-
nos de presencia de contaminantes (Montoya,
1991; Duckett ez al., 2004).

Esta especie, al igual que la mayorfa de
hepaticas talosas, se desarrolla generalmente
sobre suelo o arcilla himeda, y cuando un pro-
pagulo inicia su crecimiento tan soélo necesita
de suficiente humedad relativa, la cual se pre-
sentaba en todos los tratamientos al 100%, es-
pecialmente en aquellos que estaban incubados
a 25 + 1 °C en el Fitotrén (tratamientos 1-4),
esta humedad estaba relacionada con la luz y la
temperatura, por tanto no era necesario regu-
larla. También necesita un sustrato que le pro-
vea nutrientes cuando la planta tenga un grado
de madurez mayor, el cual fue sustituido por el
medio de cultivo con sales Murashige y Skoog
(1962), que es adecuado para diversas especies
vegetales, incluidos los briéfitos (Scagel, 1973;
Hurtado y Merino, 1987; Vasil, 1984).

La contaminacién que presentaron algunas
unidades experimentales a lo largo de la experi-
mentacién puede atribuirse a diversos factores
inherentes a la planta, puesto que el material ve-
getativo, generalmente, contiene gran cantidad
de microorganismos en su superficie (Hurtado
y Merino, 1987). Ante esta situacion, las mues-
tras que presentaron desarrollo estaban libres de
patogenos, porque el proceso de desinfeccion
con hipoclorito de sodio es muy efectivo para
eliminar los agentes presentes en los propagu-
los y cualquier parte del tejido de la hepatica, en
especial las esporas de bacterias, las bacterias en
estado vegetativo, protozoarios, hongos, algas y
virus (Pedroza y Tupaz, 2008).

Evaluacion cuantitativa

Cuando se inici6 este proceso investigativo,
el propagulo se observé de coloracion verde hiali-
no a modo de l6bulos redondeados, aunque algu-
nos propagulos permanecian sin desarrollarse.

Con respecto a la evaluacion del tamafio
y las caracteristicas morfologicas de las plan-

tas, en los resultados obtenidos semanalmente
la mayorfa de las plantas presentaban un cre-
cimiento de 1 a 2 mm por semana, el cual era
verificado teniendo como punto de referencia
su parte apical, puesto que M. polymorpha tiene
un grupo de células meristematicas situadas en
esta parte las cuales permiten el crecimiento del
gametofito. Este crecimiento era relativamente
rapido, puesto que en general las hepaticas tie-
nen un crecimiento lento, aunque algunas es-
pecies en condiciones favorables pueden crecer
hasta 30 cm al afio (Scagel, 1973; Abbayes et
al., 1989).

Se observo que desde la primera hasta la
tercera semana de evaluacion, el crecimiento es
gradual aumentando de 3 a 12 unidades expe-
rimentales por tratamiento, lo que demuestra la
rapida respuesta que tienen los propagulos ante
el medio de cultivo en que se hallan. Asimismo,
se observo que la cantidad de propagulos que
se desarrollaron se mantiene constante hasta la
ultima semana de evaluacion 7z vitro, es decir,
hasta la semana 13.

Todos los tratamientos permitieron que
se desarrollaran los propagulos incubados en
el interior de cada unidad experimental; sin
embargo, presentaron diferencias en cuanto al
tiempo de respuesta y desarrollo. Al cabo de
la primera semana, en los tratamientos 4 y 8
se evidencié un crecimiento inmediato. En el
tratamiento 4 (0% medio MS y 25 £ 1 °C), 14
de las 15 unidades experimentales permitieron
el desarrollo de propagulos lo cual indica que
estos tratamientos activan el desarrollo de los
propagulos mas rapidamente. El tratamien-
to ocho (0% medio MS y 19 = 1 °C) por su
parte, permiti6 el crecimiento de seis unidades
experimentales en la primera semana y durante
las 12 semanas siguientes siete unidades expe-
rimentales lograron desarrollar los propagulos
en su interior (figura 2).

El tratamiento 3 (25% medio MS y 25 + 1
°C) evidenci6 un rapido desarrollo de propagu-
los en cada una de sus unidades experimentales,
puesto que en la segunda semana, 11 unidades
experimentales desarrollaron propagulos. Pos-
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Figura 2. Crecimiento de las unidades experimentales en cada tratamiento durante las 13 semanas

de evaluacién i vitro.

teriormente, en la tercera semana, aumento a
14 unidades experimentales y al final de la eva-
luacion, en la semana 13, las 15 unidades ex-
perimentales en total permitieron el desarrollo
de la planta. Los propagulos de M. polymorpha,
al ser estructuras de reproduccién vegetativa,
poseen una ventaja porque crecen directamen-
te sin pasar por la fase de protonema, que en
condiciones naturales se origina por la germi-
nacion de la espora, lo cual permitié evidenciar
su desarrollo a simple vista en cada unidad ex-
perimental. Esta condicién a su vez hizo posi-
ble que el desarrollo de la planta fuera mucho
mas rapido, sumado a la asepsia existente en los
tratamientos, los cuales facilitaron el desarrollo
de talos libres de patégenos (Izco e al., 2004;
Hurtado y Merino, 1987).

En los tratamientos 1 y 5, 1a concentracion
de sales minerales Murashige y Skoog (1962) en
el medio de cultivo era del 100%, esto revela
que recibian la misma cantidad de nutrientes;
sin embargo, hay diferencia en el volumen de
la planta o cantidad de biomasa, y en el tamafio
del talo.

Es por ello que la influencia de la tempe-
ratura determiné esa diferencia entre los trata-
mientos, siendo 25 * 1 °C la temperatura que
permitié un desarrollo superior de las plantas
incubadas en el tratamiento 1, debido a que los
briéfitos en condiciones 7 vitro se desarrollan
bien entre 5 y 25 °C; no obstante, para espe-
cies tropicales se recomienda entre 20 y 25 °C
(Duckett ez al., 2004; Vasil, 1984).

Enlos tratamientos 2 y 6, la concentracion
de sales minerales Murashige y Skoog (1962) en
el medio de cultivo era del 50%. No obstante,
se observan plantas con mejor vigor y mayor
biomasa que las anteriores, notandose asi que
un medio diluido a la mitad presenta mejores
resultados, puesto que los requerimientos de
minerales no son tan altos, provocando un ma-
yor potencial hidrico que favorece su desarro-
llo vegetativo.

Adicionalmente, el desarrollo era eviden-
temente superior en el tratamiento dos, lo cual
de nuevo se relaciona con la temperatura de in-
cubacién. Que estos tratamientos permitieran
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un aumento de biomasa aceptable se atribuye
al hecho no solo de las condiciones de cada
tratamiento en si, sino a que estas condiciones
facilitaron la accién de las citoquininas que la
planta sintetiza; este fitorregulador de creci-
miento esta presente en sus células, al igual que
en muchas plantas vasculares y, en este caso,
se encarg6 de incrementar la multiplicacion ce-
lular, que se puede evidenciar en el aumento
de biomasa (Hurtado y Merino, 1987; Pedroza,
2008).

En los tratamientos 3 y 7, la concentra-
ciéon de sales minerales Murashige y Skoog
(1962) en el medio de cultivo era del 25%, esta
concentracion tuvo el mejor efecto en el desa-
rrollo de los propagulos puesto que, al observar
las plantas, el vigor, la biomasa y la coloracion
de los talos era notoriamente superior al de los
demas tratamientos. Pero tal como sucedié con
dichos tratamientos, existe una clara diferencia
entre el tratamiento incubado a temperatura
de 25 £ 1 °C, el cual tiene un talo con mayor
biomasa, y el incubado a 19 * 1 °C, que pre-
senta un talo muy delgado y de gran longitud.
Generalmente, los cultivos se mantienen en
una temperatura constante entre los 20-30 °C.
En este contexto, los termoperiodos y los pre-
tratamientos de temperatura (incluyendo una
temperatura de enfriamiento) han mostrado
efectos en la morfogénesis. Dentro del mismo
tejido han sido observados diferentes éptimos
de temperatura para la formacion de brotes y el
enraizamiento (Cheng y Voqui, 1977; Rumary
y Thorpe, 1984).

En atencién a que en esta experimenta-
ciéon no se utilizaron los fitorreguladores de
crecimiento, en el tratamiento 7 se ve una clara
accion de las auxinas que la propia planta sin-
tetizo, porque la elongacién del talo se debe a
la acciéon de este fitorregulador de crecimiento
que actia directamente en la elongacién celu-
lar, evidenciandose un crecimiento por alarga-
miento. En este contexto, es importante tener
en cuenta que la proliferacion de los diferentes
explantes que se utilizan en el cultivo 7 vitro
puede lograrse con el uso de reguladores de
crecimiento como componentes principales de

un medio de cultivo previamente establecido y
un adecuado manejo del proceso 7 vitro cuando
en los explantes evaluados no existe un balance
de fitorreguladores (Pedroza, 2008).

Adicionalmente, en el tratamiento 3 se
ve una accion combinada de auxinas como de
citoquininas, al igual que con los tratamientos
2 y 6, por su notorio aumento de biomasa se-
manal. Este aumento también se puede atribuir
a la concentracion adecuada de Nitrégeno pre-
sente en el medio de cultivo, el cual tiene una
influencia directa sobre el aumento de la bio-
masa y elongacion del talo (Salemaa ez al., 2008;
Sabovljevic ¢ al., 2003).

Enlos tratamientos 4 y 8, 1a concentracién
de sales minerales Murashige y Skoog (1962) en
el medio de cultivo era del 0%, lo que indica
que los nutrientes obtenidos por las plantas los
extrafan del aztcar inmerso en el medio (myoi-
nositol) y del gelificante en si, en este caso
Phytagel, puesto que contiene pequefias canti-
dades de micronutrientes (Duckett e al., 2004;
Pedroza, 2008). Ademas, es evidente la defi-
ciencia de nutrientes que sufrieron las plantas
durante su desarrollo, puesto que tenfan poco
vigor en el talo, su coloracién verde casi no era
aparente, ademas de su corta longitud y area de
cobertura. Es importante tener en cuenta que
las hepaticas suelen crecer de manera apropia-
da en medios de cultivo libres de nutrientes, in-
cluso en ocasiones tienen mejor desarrollo que
los tratamientos con algin tipo de solucion de
nutrientes en el medio. Si bien esto puede ser
algo inadvertido, la falta de crecimiento de al-
gunos propagulos en el tratamiento 8, también
se puede atribuir a que sufrieron un dafio seve-
ro en su tejido al momento de ser sometidos al
proceso de desinfeccién, y por tanto no pudie-
ron iniciar el desarrollo (Vasil, 1984).

Evaluacion cualitativa

El registro de caracteristicas cualitativas
del talo evidencié un leve desarrollo el cual
se pudo observar por el aumento en volumen
del propagulo, convirtiéndose en el talo de la
planta, en esta etapa inicial también se obser-
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varon pequefios rizoides que crecian de forma
desorientada sobre la superficie del medio de
cultivo. Este desarrollo estuvo coadyuvado
porque el propagulo, al igual que el gametofito,
contiene en su interior células mucilaginosas
y oleaginosas que le proveen nutrientes para
iniciar su desarrollo (Scagel, 1973; Bold ez al.,
1989; Abbayes ¢# al., 1989; Gimeno ef al., 2001;
Wickett y Goffinet, 2008). Ademas, se esperaba
una respuesta positiva a los tratamientos, pues-
to que estas plantas se reproducen facil y apro-
piadamente de forma vegetativa de cualquier
parte de la planta, pero debido a que se usé una
estructura especializada, como los propagulos,
que tienen la capacidad de producir un game-
tofito de forma rapida y efectiva, los resultados
obtenidos dan muestra de la confianza de la
técnica de cultivo i vitro.

De acuerdo con las caracteristicas del talo
que fueron observadas y registradas, se detet-
minaron 2 tipos de crecimiento: talo lobulado y
talo acintado, estas formas de crecimiento po-
dian cambiar a medida que se desarrollaba la
planta, ademads de ser formas alternas una entre
otra (figura 3). El desarrollo de los propagu-
los se iniciaba generalmente con un aumento
del volumen del propagulo que se observaba
en forma lenticular, sin embargo, esta fase era
muy corta, porque el propagulo adquirfa una

forma lobulada que podia permanecer durante
varias semanas o bien tener un alargamiento,
lo que cambiaba la forma del talo a una forma
acintada.

Igualmente, dentro del desarrollo de los
propagulos era evidente la simetria dorsoven-
tral caracteristica de las hepaticas talosas como
M. polymorpha, puesto que sobre la cara ventral
se desarrollaban los rizoides y sobre la dorsal
el tejido fotosintético. Adicionalmente, se ge-
neraliza la forma del gametofito a una forma
laminar laciniada que es caracteristica de este
tipo de talos (Scagel, 1973). No obstante, es-
tas formas de crecimiento son variadas, puesto
que presentan diversidad de acuerdo con los
medios donde vivan, si se cambia la humedad o
el sustrato, la forma de la planta cambia, es por
ello que las formas de los briéfitos se usan para
determinar la naturaleza de un microclima.

De otra parte, el talo podia presentar tres
formas de crecimiento con respecto al sustrato,
como se observa en la figura 4: 1) talo postrado,
el cual permanecia con la superficie ventral del
talo completamente adherida al medio de culti-
vo y solamente las partes apicales presentaban
un levantamiento; 2) talo levemente erguido, el
cual desde el inicio del desarrollo presentaba
una inclinacién causada por los rizoides, que
no penetraban en el medio y que mantenian el

Figura 3. Formas del talo durante el desarrollo: a) talo lobulado, b) talo acintado.
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Figura 4. Formas de crecimiento del talo con respecto al sustrato: a) talo postrado,

b) talo levemente erguido, ¢) talo erguido.

talo un poco hacia arriba; 3) talo erguido, el cual
desde el inicio del crecimiento presentaba una
disposicion casi perpendicular con respecto al
sustrato, al igual que el talo levemente erguido;
esta posicion se debia a que los rizoides mante-
nfan el talo en esa posicién, aunque cuando el
talo adquirfa un mayor desarrollo, esta posicién
variaba un poco.

Otra posible causa de los crecimientos
erguidos y levemente erguidos es la polaridad
del propagulo, pues esta determina la direc-
ci6n hacia donde se debe dirigir el crecimiento.
También se puede atribuir a la dureza del me-
dio de cultivo en algunas unidades experimen-
tales y tratamientos, puesto que los rizoides, en
ese caso, no pudieron penetrar la superficie del
medio y por tanto no pudieron fijarse como lo
hacen en medio natural, es decir, no se exten-
dieron dentro del sustrato ni tampoco paralela-
mente sobre €él, caracteristica que es inherente
a los patrones de crecimiento de los rizoides,
por tanto, ejercieron una presion sobre el talo,
de tal manera que lo obligaron a tener este tipo
de inclinacién. Adicionalmente, el dosel de los
bri6fitos a pequefia escala contribuye al flujo
de agua en los ecosistemas, por tanto es muy
importante en la diversidad microbiana y de
microinvertebrados (Scagel, 1973; Sastre ef al.,
2009).

A pesar de esto, los rizoides tienen la fun-
cién importante de la conduccién capilar de
agua, independientemente de la posicién que

adopten con respecto al sustrato (Schofield,
1996; Abbayes ¢t al., 1989). Un método que
pudo evitar el tipo de crecimiento erguido y le-
vemente erguido era usar cajas de Petri como
recipientes de cultivo, puesto que son los mas
convenientes en cuanto al establecimiento, ma-
nipulacién y manutencién del material vegetal
proveniente de los briéfitos, ademas de que
pudo evitar que el talo se elongara en esas posi-
ciones, haciendo que se adhiriera de forma casi
total al sustrato durante su desarrollo (Duckett
et al., 2004).

El tratamiento 1 evidencié crecimiento a
partir de la segunda semana, sin embargo, el
talo presenté pocos cambios al transcurrir la
evaluacion, solo hasta la sexta semana comen-
zaron a evidenciarse cambios de estructura y
aumento de volumen de una manera eficiente,
y en las ultimas 3 semanas aument6 el area de
cobertura sobre el sustrato y las ramificaciones
dicotémicas

El tratamiento 2 demostré crecimiento
a partir de la segunda semana, el talo presen-
t6 cambios notorios a partir de la semana 4,
adquiriendo un aspecto vigoroso y con rami-
ficaciones dicotoémicas que posteriormente
continuarfan aumentando el volumen y la co-
bertura del talo sobre el medio. A partir de la
semana 8, el talo de la planta adquiri6 un vigor
excelente, presentando un desarrollo apropia-
do, gran cantidad de rizoides y un talo con
una coloracién uniforme, que finalmente darfa
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como resultado una planta de muy buen porte,
lista para el trasplante al finalizar la evaluacion
bajo condiciones 7 vitro

El tratamiento 3, al igual que los dos tra-
tamientos anteriores, evidencié crecimiento a
partir de la segunda semana, el talo presentd
cambios muy notorios semana a semana, el
desarrollo de las unidades experimentales que
se hallaban en este tratamiento fue muy rapi-
do, con cambios evidentes con respecto a los
demis tratamientos. Este fue, sin duda, uno
de los mejores tratamientos de la experimenta-
cién. El talo tuvo un aspecto vigoroso a partir
de la sexta semana, aumentando su volumen y
grosor casi el doble cada semana. Present6 un
desarrollo apropiado, gran cantidad de rizoides
y un talo con una coloracién uniforme, inclu-
so al finalizar la evaluacién bajo condiciones 7
vitro las partes apicales del talo que se encon-

traban mas adheridas al sustrato comenzaron
a adherirse a las paredes del frasco de cultivo
(figura 5).

El tratamiento 4 evidenci6 crecimiento a
partir de la primera semana, siendo uno de los
primeros en mostrar respuesta al mismo. Sin
embargo, en este tratamiento los propagulos
se caracterizaron con pocos cambios de desa-
rrollo porque su evolucién fue minima y con
algunas deficiencias.

Ademis de esto, la planta no aumenté el
area de cobertura sobre el sustrato. Por esta ra-
z6n, se consider6 que es uno de los tratamien-
tos con menor efectividad sobre el desarrollo
de los propagalos.

El tratamiento 5 favoreci6 el crecimien-
to a partir de la segunda semana, el talo pre-

Figura 5. Tratamiento 3, Unidad Experimental 15, durante la evaluacién semanal (a - 1), semana 2 a semana 13.
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sent6 cambios notorios progresivos a partir de
la cuarta semana; el grosor del talo, su vigor y
area de cobertura aumentaban semana a sema-
na de una manera gradual sin presentar cam-
bios abruptos. Las plantas tuvieron un tamafio
relativamente pequefio comparado con otros
tratamientos en que el vigor del talo era similar.
Al finalizar la evaluacion las plantas de este tra-
tamiento, aunque no tuvieron un tamafio ideal,
tenfan un vigor suficiente para ser traspasadas
a condiciones naturales.

El tratamiento 6 revel6 crecimiento a
partir de la segunda semana, el talo presentd
cambios notorios a partir de la quinta semana,
adquiriendo un talo ramificado, vigoroso y con
un volumen adecuado. La cobertura del talo
sobre el sustrato era algo limitada debido a que
su crecimiento era erguido, lo cual impedia que
se postrara sobre el medio de cultivo.

Sin embargo, la planta adquirié un vigor
excelente, presentando un desarrollo apropia-
do, gran cantidad de rizoides y una coloraciéon
uniforme en el talo.

El tratamiento 7 evidenci6 crecimiento a
partir de la segunda semana, pero en contra-
posicion a los demas tratamientos en esta se-
mana tenfa un tamafio que hacfa los talos muy
evidentes a simple vista. En este tratamiento
se observa claramente como, de una semana
a la siguiente, el cambio morfoldgico del talo
es muy amplio, y en particular, el talo crece en
forma erguida (figura 6).

El tratamiento 8 presentd pocos cam-
bios, el desarrollo de su talo fue muy lento,
con escasos rizoides y un vigor regular del talo.
Ademas de esto, el grosor del gametofito y el
area de cobertura eran minimos, debido a que

Figura 6. Tratamiento 7, Unidad Experimental 12, durante la evaluacion semanal (a - 1), semana 2 a semana 13.
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la planta estaba creciendo de forma erguida. A
partir de la novena semana la planta comenzo
a perder la coloracion verde, presentando una
coloracion marron. Adicional a esto, el talo no
aumento de manera sustancial su volumen ni
su tamafo. Por esta razén, se considerd que es
el tratamiento con menor efectividad sobre el
desarrollo de los propagalos.

En términos generales, los resultados
obtenidos permiten sefialar que el tratamiento
mas efectivo para el cultivo de propagulos de
M. polymorpha fue el tratamiento 3, en el desa-
rrollo de los propagulos, de acuerdo con el ob-
jetivo de esta investigacién. De hecho, se logré
el 100% de propagulos desarrollados en este
tratamiento en la semana 13, mientas que los
tratamientos 1, 4 y 7 alcanzaron el 93,3% de
desarrollo vegetativo, el tratamiento 2 el 73,3%,

los tratamientos 5y 6 el 66,6%, y el tratamiento
8 el 46,6% (figura 7).

En este contexto, el Anava evidencia que
la varianza de respuesta de los tratamientos
(Medio MS y temperatura) tiene una diferencia
estadisticamente significativa entre la media de
respuesta entre un nivel de tratamiento y otro,
con un nivel del 95,0% de confianza (tabla 2).

Evaluacion de la aclimatacién y
desarrollo en condiciones ex vitro de

M. polymorpha

Se inici6 la evaluacion con 94 vitrogame-
tofitos los cuales estaban en su correspondiente
contenedor del semillero. Se determiné la so-
brevivencia a las nuevas condiciones ambien-
tales mediante observacién del vigor del talo y

Figura 7. Porcentaje de propagulos desarrollados i vitro de Marchantia polymorpha L. en la semana 13.

Tabla 2. Resultados del Anava del efecto de la temperatura y concentracion de sales MS en el
desarrollo de propagulos de Marchantia polymorpha L. M.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado
.. . . F calculado Valor-P
variacion libertad cuadrados medio
Tratamientos 7 2342,93 334,704 12,80 0,00002
Error 95 2483,93 26,1466
Total 102 4826,85
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su capacidad fotosintética, la cual se compro-
baba por la presencia de coloracién verde en el
talo del gametofito. Cuando la planta carecia de
esta pigmentacion (clorosis), era indicio de que
habfa perdido la clorofila y, por tanto, su capa-
cidad de mantener vivo el tejido, razén por la
cual se conclufa que la planta no se adapto a las
condiciones ex vifro. Semanalmente se realizo
este registro, el cual no indic6 pérdidas de plan-
tas durante la evaluacion, salvo en la semana
10, en la cual murieron 24 plantas posiblemen-
te debido a un aumento fuerte en la tempera-
tura que super6 los 30 °C en el invernadero,
que es irremediable para las plantas o que causa
grandes dafios en su estructura. De hecho, los
estudios realizados en las ultimas décadas han
establecido las potenciales amenazas del cam-
bio climatico para la biodiversidad (Duckett ez
al., 2004; Wickett y Goffinet, 2008; Jacome y
Vieira, 2009).

Durante la fase de aclimatacién al nuevo
sustrato las plantas continuaron con el desarro-
llo de forma adecuada, tal como lo venian ha-
ciendo desde la fase iz vitro, incluso las plantas
que tenfan pocas probabilidades de sobrevivir,
debido a la poca biomasa de su talo, lograron
aumentar su tamafio y mejorar su vigor. Al mo-
mento de cambiar el sustrato se not6 que en la
parte basal del talo se hallaba una formacion
negruzca, la cual contenia las partes necrotiza-
das del talo, es decir, las partes mas veteranas
del gametofito (Abbayes e a/., 1989). Este ma-
terial necrotizado evidencia la formacion de un
nuevo sustrato, el cual es la base sobre la cual
continua la sucesion vegetal, puesto que esta
materia organica puede acumular agua y la li-
beracion de bidéxido de carbono a la atmodsfera,
sales minerales sobre el cual puede llegar una
planta vascular y adaptarse a este nuevo sustra-
to (Scagel, 1973; Strasburger ¢# al., 2004; Cue-
vas ¢t al., 2009).

Otra de las caracteristicas que se notd en
las plantas en la evaluacién bajo condiciones
vitro es que los talos presentaban una superficie
muy delgada, la cual se debia a que las pare-
des de las células de la epidermis se encuentran
poco cutinizadas, ademas, los briéfitos como

M. polymorpha carecen de tejidos vasculares,
presentan células capaces de lignificar debido a
la alta humedad que se presenta en cada unidad
experimental, razén por la cual las plantas es-
taban mas susceptibles a no sobrevivir al tras-
paso a nuevas condiciones naturales, puesto
que la cuticula protege el tejido interno de la
planta y evita la obstruccién de los poros de la
superficie. De hecho, las plantas no vasculares
son utilizadas como bioindicadores gracias a
sus caracteristicas morfologicas. La ausencia de
cuticula y sistema excretor permite que tanto
agua y nutrientes, como agentes contaminantes
sean absorbidos por todo el organismo (Novo,
2008; Simijaca ez al., 2009).

Adicionalmente, las plantas que se encon-
traban en muy mal estado fisiologico fueron
traspasadas al nuevo medio a fin de proveer-
le un sustrato similar, en el que finalmente las
plantas se renovaron. Es importante tener en
cuenta que los bri6fitos tienen la caracteristica
inherente de colonizar diversidad de sustratos,
algunos muy inusuales, los cuales no serfan
colonizados por plantas vasculares, lo que les
confiere cierta ventaja en este procedimiento;
de hecho, M. polymorpha forma asociaciones
simbidticas con especies de cianobacterias
siendo las especies de Nostoc las mas frecuen-
temente encontradas (Pierik, 1990; Schofield,
1996; Frahm, 2003; Mayz, 2004).

En este procedimiento es muy alta la tasa
de mortalidad de plantas, puesto que implica
un cambio un poco destemplado, al cual mu-
chas plantas no logran aclimatarse y por tan-
to no sobreviven. Es por ello que posterior al
cambio de sustrato se controlaron los factores
ambientales, haciéndolos intermedios al cultivo
in vitro y al cultivo ex vitro, sin olvidar mante-
ner la ecofisiologia propia de estas plantas en
la que debe predominar la humedad; asimismo,
es especialmente importante que la capacidad
de retenciéon de agua del nuevo sustrato sea la
adecuada. Ademas, uno de los requisitos fun-
damentales que debe cumplir el sustrato para
su utilizacion es la sanidad. Cuando no se al-
macenan o manejan correctamente, pueden
contaminarse y provocar serios dafios a las
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plantas durante la aclimatizacién (Hurtado y
Merino, 1987; Abbayes e al., 1989; Schofield,
1996; Suarez, 2005; Pedroza, 2008; Wickett y
Goffinet, 2008).

Las plantulas 7z vitro son con frecuencia
mixotroficas o heterotréficas (Grout, 1988),
aunque la fijaciéon del carbon puede ser esti-
mulada al incrementar la intensidad de luz y
la concentraciéon de CO: (Kozai, 1991). De
esta manera, durante la aclimatacién se debe
desarrollar un metabolismo autotréfico. Las
plantulas 7z vitro crecen normalmente en una
densidad de flujo de fotones fotosintéticos
baja. Un incremento repentino en la intensidad
de luz durante la aclimatizacién orienta a la fo-
toinhibicién y sirve como una fuente estresante
(Van Huylenbroeck, 1994; Van Huylenbroeck
et al., 1995).

Todos los vitrogametofitos se adaptaron
bien, de hecho los provenientes de los tratamien-
tos 2, 3, 6y 7 presentaron un desarrollo perma-
nente, sin embargo a partir de la semana 8, de
forma aleatoria algunas plantas fueron atacadas
por algunos patégenos. Se percibi6 que los talos
presentaban zonas mordidas, las cuales fueron
atribuidas a moluscos del género Arion, encon-
trados ocasionalmente en los contenedores.
Ademis de estos ataques, se presentaron zonas
con clorosis, debido posiblemente a un déficit
de nutrientes, y otras con necrosis, que igual-
mente pueden atribuirse a déficit nutricional o a
una elevada temperatura ambiental. A pesar de
esto, la secuencia de las plantas evidencié que el
crecimiento en esta etapa se acelera, demostran-
do la efectividad de las nuevas condiciones y el
buen estado de la mayorfa de gametofitos.

El tratamiento 3 facilité gametofitos con
variados estados de vigor de talo, la mayorfa en
estado bueno al momento del trasplante, algu-
nas con vigor del talo excelente. Permanecieron
con este vigor, mejorando progresivamente;
pasaron a un estado excelente a partir de la sex-
ta semana, y continuaron con este mismo vigor
hasta la novena semana.

En la décima semana, al igual que sucedio
con el tratamiento anterior (2), el talo presento
necrosis general en todo el gametofito (figura

8).

En términos generales, los gametofitos
obtenidos bajo condiciones 7 vitro presentaron
notorias diferencias, especialmente en cuanto a
su desarrollo iz vitro, el cual determiné su faci-
lidad de aclimatacién a condiciones ex vitro, pot
ello se encontraron diversas respuestas ante el
nuevo sustrato y las condiciones ambientales a
las cuales fueron sometidas las plantas. En esta
fase, cada planta tuvo una aclimatacion diferen-
te, y por tanto, sus caracteristicas no eran tan
homogéneas como en la fase 7z vitro. Debido
a que todos los tratamientos se sometieron a
condiciones similares, lo que se evalué prin-
cipalmente fue la capacidad para adaptarse al
nuevo medio, teniendo como referencia el vi-
gor del talo.

Ademas, se observd que las plantas que
provenian de condiciones 7 vitro con mayor
biomasa tuvieron mas probabilidad de sobre-
vivir. Es por ello que los tratamientos 2, 3, 6
y 7, mantuvieron un buen vigor del talo en
casi toda la evaluacién, debido principalmen-
te a que al poseer mayor biomasa, tienen ma-
yor cantidad de tejido parenquimatico, el cual
permite que el gametofito pueda regenerarse o
continuar el desarrollo, debido a la presencia
de reservas nutricionales (Abbayes ez /., 1989).
En los gametofitos del tratamiento 3 también
se observo la presencia de conceptaculos hacia
los margenes del talo, como es caracteristico
en esta especie, lo cual es un indicio de la efi-
ciencia del tratamiento y la madurez que llega
a alcanzar la planta (Schofield, 1996). La sobre-
saliente biomasa presente en los tratamientos,
especialmente en los 2y 3, no solo es indicio de
un buen desarrollo, sino que ademas facilita en
el talo el almacenamiento de agua, puesto que
tanto a nivel simplasto y apoplasto, la hepatica
mantiene el agua que recibe del entorno hime-
do (Frahm, 2003; Strasburger ¢ al., 2004).

Adicionalmente, los gametofitos prove-
nientes de los tratamientos 1 y 5 iniciaron con
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Figura 8. Desarrollo de Marchantia polymorpha 1. del tratamiento 3 durante la evaluacion ex vitro (a-j),

semana 1 a semana 10.

un vigor muy regular en casi todas las uni-
dades experimentales, y con el transcurrir de
la evaluaciéon fueron mejorando; a pesar de
esto, al menos la mitad de las unidades expe-
rimentales de ambos tratamientos lograron
adaptarse a estas condiciones. Por ultimo, los
gametofitos provenientes de los tratamien-
tos 4 y 8, tenfan un vigor del talo malo y no
se predecia un buen resultado en cuanto a
aclimatacién; no obstante, los gametofitos
del tratamiento 4 mantuvieron un desarrollo
general regular, sin aumento significativo de
la biomasa, y los gametofitos del tratamiento
8 lograron finalizar la evaluaciéon con talos
buenos y algunos excelentes.

La mortandad de plantas en la semana 10,
en la cual finalizaba la evaluaciéon de la fase ex
vitro, fue relativamente alta, puesto que el 20%
de los talos se murieron. Estos gametofitos te-
nfan un aspecto seco, sin embargo, al tocarlos
se evidenciaba que estaban humedos y el talo
no estaba acartonado (como es caracteristico
de una planta seca), ademds presentaban una
coloracién marrén negruzco.

Estos resultados indican que un aumen-
to violento de temperatura, que superd los 30
°C dentro del invernadero, fue la causa de este
suceso, no obstante es una circunstancia extra-
fla, puesto que las hepaticas pueden tolerar la

100

Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XI No. 2 Diciembre 2009 85-104



desecacion y reponerse cuando las condiciones
vuelven a ser favorables, a menos que el perio-
do de deshidratacion del gametofito haya sido
muy extenso. Incluso las M. polymorpha suelen
enrollarse hacia dentro con el fin de soportar
la desecacion, aunque esta caracteristica no se
evidenci6 en ninguna de las plantas. La cifra de
plantas muertas no incluye aquellas que estaban
parcialmente necrotizadas, ni las que tenfan el
talo destrozado por ataques de patogenos, los
cuales pudieron ser prevenidos al esterilizar
el suelo antes del trasplante (Schofield, 1996;
Duckett ez al., 2004; Oliver ez al., 2005).

De acuerdo con Hernandez (2007), las
técnicas ex situ se configuran actualmente como
una eficaz medida para la proteccién de espe-
cies y ecosistemas en sus habitats naturales. Su
caracter complementario no altera su funcion
imprescindible a la hora de garantizar la con-
servacion de la diversidad vegetal en el planeta.
Se ha producido un profundo cambio en sus
objetivos, métodos y perspectivas: son medidas
preferentemente adoptables en todos los pai-
ses del mundo, que no alteran sino refuerzan
la soberanfa y accesibilidad a los recursos ge-
néticos. Manejan ahora técnicas innovadoras,
desde la biologia molecular a los sistemas de
informacién geografica, conservan cada vez
mas integramente la variacion genética de las
especies, estimulan la cooperacién internacio-
nal, y son una respuesta muy eficaz ante pro-
blemas tan setrios para la biodiversidad como
el cambio climatico. Las oportunidades que
les brinda el nuevo marco internacional regu-
lado por convenios y tratados como Cites, IT
(FAO), y especialmente CBD, junto a las opor-
tunidades que les pueden brindar el desarrollo
del Régimen Internacional de Acceso y Distri-
bucién de Beneficios, de la Estrategia Mundial
de Conservacién de Plantas y la respuesta al
Cambio Global, deben ser causa de un inme-
diato refuerzo institucional que permita a los
jardines botanicos, herbarios, arboretos y, mas
singularmente, a los bancos de germoplasma,
gozar del apoyo y reconocimiento adecuado
sin menoscabo ni tergiversacion de sus fines y
objetivos.

En términos generales, esimportante tener
en cuenta que la propagacion y conservacion de
los bri6fitos es un procedimiento indispensable
para evitar su extincion y la afectacion ambien-
tal de nuestro planeta; de hecho, el estableci-
miento del protocolo de micropropagacion de
M. polymorpha es una alternativa de gran interés
en la recuperacion y el mantenimiento de nues-
tros ecosistemas afectados. La diversidad de
una comunidad depende tanto de la diversidad
de especies como de la diversidad de las inte-
racciones ecolégicas (Melgarejo, 2009; Zamora,
2009). En este contexto, los bribéfitos como M.
polymorpha rapidamente colonizan los sustratos
desnudos que de acuerdo con las caractersti-
cas fisicas de pendiente, micrositio disponible,
especies y formas de crecimiento, confieren di-
verso grado de compactacion y estabilidad al
sustrato, en consecuencia controlan el impacto
de la gota de lluvia y atentian la erosion, ya que
tienen la capacidad de retener el agua, proteger
los suelos, y ser el habitat de miles de especies
de microfauna, entre otras (Bolafios ez al., 2009;
Rivera y Linares, 2009). Adicionalmente, una
de las herramientas con mayor potencial para
la gestién de conservacion es la restauracion de
poblaciones, a fin de conectar la restauraciéon
con la biologia de conservacioén de una manera
directa (Escudero e Iriondo, 2009).

Conclusiones

En esta investigacién se evidencidé que
M. polymorpha L. se desarrolla adecuadamente
en condiciones 7z vitro. Todos los tratamientos
permitieron que se desarrollaran los propa-
gulos incubados en el interior de cada unidad
experimental, aunque presentaron diferencias
en cuanto al tiempo de respuesta y desarrollo,
siendo su crecimiento mas rapido y notorio en
aquellas que se encontraban incubadas a 25 + 1
°C de temperatura, con una concentracion de
sales minerales MS de 25%.

En la evaluacion cuantitativa y cualitati-
va de la longitud de los talos se encontr6 una
diferencia significativa entre los tratamientos.
En este contexto, el tratamiento 3 fue el que
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presentd el 100% de desarrollo vegetativo con
mejores caracteristicas puesto que el vigor de
las plantas fue excelente y su biomasa era noto-
riamente superior a la encontrada en los game-
tofitos de los demds tratamientos.

De la misma manera, se observo que las
plantas que provenian de condiciones iz vitro
con mayor biomasa tuvieron mayor probabi-
lidad de sobrevivir. Es por ello que los trata-
mientos 2, 3, 6 y 7, mantuvieron un buen vigor
del talo en casi toda la evaluacion, debido prin-
cipalmente a su mayor biomasa, la cual tiene
mas cantidad de tejido parenquimatoso, el cual
permite que el gametofito pueda regenerarse
o continuar el desarrollo debido a las reservas
nutricionales. No obstante, al finalizar la eva-
luacién se presentd una muerte masiva de plan-
tas por causas que se atribuyen a un aumento
de la temperatura ambiental.
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