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Resumen. Se establecio un protocolo para la conservacion, en condiciones
de crecimiento minimo, en la especie Billbergia rosea hortus ex Beer, a
partir de brotes en etapa de multiplicacion. Se utilizaron 5 tratamientos:
T1 = Agua destilada, T2 = %2 MS, T3= % MS + 30 gL sacarosa, T4 = ¥
MSy T5 = ¥ MS + 30 gL™ sacarosa; todos con 9 gL™* de agar. Se aplicé
un disefio completamente al azar con 5 tratamientos y 40 repeticiones por
trata-miento. Se empled la prueba de Tukey para la comparacion de
medias y la via no paramétrica (Kruskal-Wallis), por comparacion de
rangos multiples. Las variables evaluadas, por un periodo de nueve meses,
fueron: sobrevivencia, altura del brote (cm), namero de hojas por brote y
longitud de las raices (cm), mientras que el vigor se evalud al final del
experimento. Los brotes de B. rosea cultivados en medio MS a ¥ de su
concentracién en presencia de sacarosa, crecieron lenta y gradualmente,
manteniendo altos porcentajes de sobrevivencia y vigor, asi como los
mayores promedios para las variables evaluadas. De esta manera, el
almacenamiento de B. rosea puede realizarse en este medio por un
periodo de nueve meses sin necesidad de nuevos subcultivos,
disminuyendo los costos, el empleo de mano de obra y los requerimientos
de espacio en el laboratorio. El tratamiento con agua destilada estéril con
agar, puede considerarse como un medio alternativo para la conservacion
in vitro de B. rosea por periodos de almacenamiento no superiores a los
seis meses. Recibido: 15 mayo 2007, Aceptado: 24 septiembre 2007.

Palabras clave. Billbergia rosea, conservacién in vitro, Bromeliaceae,
crecimiento minimo.
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IN VITRO CONSERVATION OF BILLBERGIA ROSEA (BROMELIACEAE)

Abstract. A protocol was established to conserve Billbergia rosea hortus
ex Beer under minimal growth conditions, using shoots in the
multiplication stage. Five treatments were used as follows: T1 = distilled
water, T2 = % MS, T3= % MS + 30 gL™* sucrose, T4 = ¥4 MS, and T5 = ¥
MS + 30 gL sucrose; all with 9 gL™ of agar. A random design was used
with 5 treatments and 40 replications/treatment. We used the Tukey test to
compare means, and the Kruskal-Wallis test for multiple range
comparison. The variables: survival, shoot height (cm), number of
leaves/shoot, and root length (cm) were measured for nine months, and
vigor was determined at the end of the study. Billbergia rosea shoots
cultured in MS media at ¥4 concentration, in presence of sucrose, grew
slowly and gradually, and maintained high survival and vigour
percentages, as well as the highest means of all variables measured.
Storage of B. rosea can be made at ¥4 MS with sucrose during a nine
month period without using new subcultures, resulting in lower costs, and
less hand labor and laboratory space. The treatment with sterile distilled
water with agar may be considered as an alternative medium to conserve
in vitro B. rosea for storage periods not exceeding six months. Received:
15 May 2007, accepted: 24 September 2007.

Key words. Billbergia rosea, in vitro conservation, Bromeliaceae,
minimal growth conditions.

INTRODUCCION

Venezuela es un pais privilegiado que posee una gran diversidad de
bromeliaceas endémicas. Dentro de éstas, destaca como autoctona Billbergia
rosea hortus ex Beer; conocida popularmente como flor de junio o parésita de
San Juan (Esteva y Steyermark 1987). Esta especie es la mas exuberante de su
género ya que presenta inflorescencias colgantes de llamativos colores y
extraordinaria belleza; ademés de ventajas comparativas frente a otras
bromeliaceas, debido a su tolerancia a la sequia y a su baja exigencia en
nutrimentos (Esteva y Steyermark 1987). En la actualidad esta especie se
encuentra en la categoria de vulnerable o amenazada de extincién, careciendo
a diferencia de las orquideas, de una regulacion en el dmbito nacional e
internacional que prohiba su comercio y distribucion (Llamozas et al. 2003).

En bromeliaceas, sélo se ha reportado la conservacion in vitro de la pifia
(Ananas comosus) (Zee y Munekata 1992), por lo que el reto actual esta en
desarrollar un método eficiente en B. rosea que facilite su coleccion,
multiplicacion, almacenamiento e intercambio internacional. Las técnicas de
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cultivo de tejidos permiten la rapida propagacion de materiales vegetales en
ambientes controlados y asépticos, es decir, libres de plagas y enfermedades,
obviandose las fluctuaciones de temperatura, cambios de clima, ataques de
patdgenos y otros problemas que constantemente afectan a las colecciones de
campo (Hogkin et al. 2001). Asimismo, el tamafio de los explantes (2 cm
promedio), disminuye los requerimientos de espacios, reduciendo con ello el
costo de mantenimiento y el empleo de mano de obra (Engelmann 1997, 1998;
Malaurie 2001).

Se han propuesto dos métodos bésicos de conservacion in vitro: el
crecimiento minimo y la criopreservacion (George 1993). El crecimiento
minimo se basa en la regeneracion via organogénesis y tiene por finalidad
reducir el metabolismo celular, manteniendo asi el crecimiento de los
materiales vegetales a tasas minimas. De esta manera, se realizaria un solo
subcultivo al afio sin afectar con ello la viabilidad de los materiales
(Engelmann 1998). Para ello, deben ser considerados diferentes factores,
principalmente el estado fisioldgico del explante, las temperaturas de
almacenamiento, la concentracion de minerales y azUcares, adicion de agentes
osmaticos, asi como la presencia de reguladores del crecimiento, entre otros
(Boxus 1998).

El método de conservacién bajo condiciones de crecimiento minimo, ha
sido aplicado a una amplia variedad de especies vegetales, siendo hoy en dia
rutinariamente utilizado para la conservacion de recursos genéticos de especies
como yuca (Manihot esculenta), papa (Solanum tuberosum), taro (Alocasia
grandis), cambures y platanos (Musa sp.), batata (Ipomoea batata), ajo (Allium
sativum) y cafia de azlcar (Saccharum officinarum) (Engelmann 1997, 1998;
Mandal 1997; Malaurie 2001).

A los fines de contribuir con la preservacion y/o mantenimiento de la
biodiversidad de Billbergia rosea Hortus Ex Beer, la presente investigacion
tiene como objetivo desarrollar un protocolo para su conservacion in vitro bajo
condiciones de crecimiento minimo.

MATERIALES Y METODOS

Los experimentos se realizaron en el Laboratorio de Cultivo in vitro de la
Unidad de Biotecnologia Vegetal, del Decanato de Agronomia, Universidad
Centroccidental “Lisandro Alvarado” (UCLA), en Tarabana, estado Lara,
Venezuela.
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Se utilizaron brotes en etapa de multiplicacion con una altura de 3 a 4 cm
y con 3 a 4 hojas/brote, provenientes del cultivo de apices caulinares (Pardo
2007). El protocolo empleado para la conservacion bajo crecimiento minimo
fue el utilizado en pifia (A. comosus) por Zee y Munekata (1992). El medio
Murashige y Skoog (MS) se prepar6 manteniendo la concentracién total de los
componentes: tiamina-HCI (30 mgL™), glicina (2 mgL™), 4cido nicotinico (10
mgL™), piridoxina (1 mgL™) e inositol (100 mgL™). El pH se ajust6 a 5,8 +
0,1. Los tratamientos se conformaron de la siguiente manera: T; = Agua
destilada, T, = %2 MS, T; = % MS con 30 gL'1 sacarosa, T4 =Y% MSy Ts=%
MS con 30 gL sacarosa; todos los tratamientos con 9 gL de agar.

Los brotes se cultivaron en tubos de ensayo de 25 x 150 mm con 10 mL
de medio y se mantuvieron durante nueve meses, sin subcultivos, en un
ambiente controlado en cuarto de crecimiento con temperatura de 25 + 2 °C,
iluminacion de 13,5 umolm™s™y fotoperiodo de 16 h.

Se aplicd un disefio completamente al azar con 5 tratamientos, 40
repeticiones por tratamiento y un brote por tubo de ensayo como unidad
experimental. Las variables evaluadas por un periodo de nueve meses, fueron:
sobrevivencia, altura del brote (cm), nimero de hojas por brote y longitud de
las raices (cm). La sobrevivencia de los brotes se determind como el total de
plantas que permanecieron viables hasta el final del experimento, empleandose
un arreglo factorial (5 x 3), correspondiente a 5 tratamientos y 3 fechas de
evaluacion (90, 180 y 270 dias). Asimismo, se evalud el vigor de los brotes a
los 270 dias, empleando una escala del 1 al 4. De acuerdo a ésta: 1 = Ausencia
de color verde, 2 = Color verde en un 25%, 3 = Color verde en un 50% y 4 =
Brotes totalmente verdes.

Los datos que cumplieron con los supuestos del andlisis de la varianza, se
procesaron mediante esta técnica, utilizandose la prueba de Tukey para la
comparacion de medias. En aquellos casos donde no se cumplieron dichos
supuestos, se utilizé la via no paramétrica (Kruskal-Wallis) con la prueba de
medias por comparacion de rangos mdultiples, indicandose sus respectivos
promedios. En todos los casos, el nivel de significancia fue de 5%.

RESULTADOS Y DISCUSION

Durante el cultivo de B. rosea en los cinco medios de conservacion in
vitro, los brotes en ¥4 MS con de sacarosa mostraron 100% de sobrevivencia
hasta los 90 dias, manteniéndose la viabilidad en 86% al final del experimento
(Tabla 1). Los brotes conservados en %2 MS con sacarosa y en agua destilada,
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Tabla 1. Sobrevivencia de los brotes en Billbergia rosea,
cultivados en diferentes medios de conservacién bajo
condiciones de crecimiento minimo.

Tratamiento Sobrevivencia
90 dias 180 dias 270 dias
1 96,0ab 93,3abc 74,0c
2 97,7ab 81,3abc 37,0d
3 98,0ab 95,3ab 78,7bc
4 95,3ab 82,0abc 41,3d
5 100,0a 99,3ab 86,3abc

CV (%) = 8,29
1 = Agua destilada, 2= MS, 3="%MSy 30 gL'1 sacarosa,
4="%MSy 5="%MSy30gL" sacarosa.

Valores con la misma letra, no difieren al nivel de P < 0,05,
segun la prueba de Tukey.

exhibieron 95 y 93% de sobrevivencia hasta los 180 dias; mientras que a los
270 dias la sobrevivencia de los mismos disminuyd en ambos tratamientos.
Contrariamente, los brotes cultivados en ¥2 MS y ¥4 MS, ambos sin sacarosa,
presentaron los menores valores de sobrevivencia durante el transcurso del
experimento, y perecieron en su mayoria a los 270 dias (Tabla 1).

El vigor de los brotes cultivados en ¥4 y %2 MS con sacarosa, registraron,
segun la escala establecida, un promedio de 3, seguidos por el tratamiento con
agua destilada; mientras que los brotes conservados en ¥y %2 MS sin sacarosa,
presentaron los menores promedios con 2 y 1, respectivamente (Tabla 2).

Tabla 2. Vigor de los brotes de Billbergia rosea, cultivados en
diferentes medios, a los 270 dias de su conservacién bajo
condiciones de crecimiento minimo.

Tratamiento Vigor
2,35b
1,00c
3,00a
2,00b
3,00a

Los valores de la mediana con la misma letra, no difieren al
nivel de P < 0,05, segun comparacién multiple no paramétrica.

o B~ W N -
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En base a los resultados obtenidos se observd que la sobrevivencia y el
vigor dependan en gran medida del tiempo de almacenamiento de los
materiales bajo estas condiciones. Esto concuerda con lo sefialado por Zee y
Munekata (1992), quienes observaron que independientemente de los
tratamientos de conservacion utilizados, todos los brotes de pifia (A. comosus)
se tornaron marrones 'y se secaron después de trascurridos los diez meses de
almacenamiento, afectando con ello el vigor y la sobrevivencia de los
genotipos.

Lisek y Orlikowska (2001) trabajando con fresa (Fragaria sp.) y Reed
(1999) con menta (Mentha sp.), encontraron que los brotes conservados bajo
condiciones de crecimiento minimo, permanecieron vigorosos hasta los seis y
nueve meses, respectivamente, tornandose posteriormente necréticos,
sugiriendo la importancia del tiempo de almacenamiento de los materiales
independientemente de los medios de cultivo utilizados. Por consiguiente, la
respuesta observada en B. rosea, a los nueve meses de almacenamiento, siguio
la misma tendencia que la reportada en pifia, fresa y menta.

Los analisis de las variables altura de brotes (cm), nimero de hojas/brotes
y longitud de las raices, en B. rosea, revelaron diferencias significativas entre
los tratamientos a partir de los tres meses de iniciado el experimento. Para la
variable altura de brotes, la prueba de Tukey conformé tres grupos a los 270
dias. En el primero se ubicaron los brotes cultivados en % MS con
sacarosa(Tratamiento 5), con un incremento de 2,96 cm de altura desde los 30
hasta los 270 dias (Tabla 3). En un segundo grupo, los brotes cultivados en %
MS con sacarosa y en agua destilada, mostraron esta misma tendencia, ya que
se observaron incrementos en altura desde los 30 hasta los 270 dias en cultivo.
En un tercer grupo, los brotes conservados en %2 MS y ¥ MS en ausencia de
sacarosa, incrementaron su altura hasta los 210 dias, fecha a partir de la cual
dichos promedios disminuyeron. Estos resultados sugieren que en ausencia de
sacarosa, la mayoria de los brotes se deterioraron drasticamente entre los 240 a
270 dias, lo cual afect6 el vigor y la sobrevivencia de los mismos.

Para la variable nimero de hojas/brotes, la prueba de Tukey detect6
diferencias significativas entre los tratamientos, conformando tres grupos a los
270 dias de evaluacién (Tabla 4). En un primer grupo, los brotes cultivados en
Y4 MS con sacarosa (Tratamiento 5), incrementaron el nimero de sus hojas
desde los 30 (7,3) hasta los 270 dias (13,9); mientras que los brotes
conservados en ¥ MS con sacarosa (Tratamiento 3) incrementaron el nimero
de sus hojas hasta los 210 dias (14,5). Seguidamente, los tratamientos con
agua destilada y %2 MS sin sacarosa aumentaron el nimero de hojas hasta los
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210 dias. En un tercer grupo, los brotes cultivados en ¥ MS alcanzaron un
promedio de 7,9 hojas /brotes, al final del experimento.

Los resultados indicaron que los tratamientos con Y2 MS y % MS en
presencia de sacarosa presentaron los mayores promedios en altura y nimero
de hojas. Debido a que las plantas en condiciones in vitro no son
completamente autotréficas (George 1993), probablemente el suministro de
este carbohidrato como fuente de energia permitié que los brotes cultivados en
estos medios, procesaran las sales y otras sustancias contenidas en los mismos
para realizar las actividades implicadas en el metabolismo del carbono y su
conversién en nuevos tejidos o biomasa, tal como lo plantea Foyer (1988).

En relacion a la rizogénesis, la cual ocurrié en todos los tratamientos a
partir de los 90 dias, la comparacion de los rangos multiples detecto
diferencias significativas entre los cinco medios de conservacién (Tabla 5).

Las raices de los brotes cultivados en el medio ¥ MS con sacarosa,
incrementaron la longitud de sus raices hasta los 180 dias (5,16 c¢cm). Sin
embargo, esta variable experiment6 una disminucion entre los 210 y 240 dias,
para luego incrementar 4,19 cm de longitud a los 270 dias. Similarmente, los
brotes cultivados en ¥ MS con sacarosa y en agua destilada, registraron
aumentos en la longitud de sus raices hasta los 210 y 180 dias, para
posteriormente disminuir al final del experimento. EI comportamiento
observado en ambos tratamientos puede estar relacionado con el
necrosamiento de los extremos de las raices y posterior muerte, que
experimentaron el 18 y 12% de los brotes en ambos tratamientos.

En los tratamientos con ¥ MS 'y % MS las raices crecieron hasta los 150
dias. Posteriormente, las raices se tornaron necréticas y a partir de los 210
dias, el 44 y 39% de los brotes cultivados perecieron en ausencia de sacarosa,
lo cual explico los menores promedios observados a los 270 dias del
experimento (0,93 y 1,00 respectivamente).

El comportamiento observado en las raices probablemente se asocia a que
en B. rosea, especie epifita-CAM, la absorcion de nutrimentos se realiza por
las hojas, mientras que las raices funcionan, exclusivamente, como estructuras
de soporte de la planta (Luttge 2002, 2004). De esta manera, con pocos
nutrimentos y sales en el medio de cultivo, el mecanismo fisioldgico de los
brotes se dirigié mas hacia la produccién de hojas que de raices. Por ello, el
sistema radical en todos los tratamientos de conservacion utilizados, se
desarrollé escasamente.



525

Conservacion in vitro de Billbergia rosea

Vol. 41, 2007]

‘Aayny ep

eqganid ej unbas ‘G0°0 S g 8P [EAIU [B UBISIIP OU ‘SBUWIN|OD SB| 9P 0USP ‘BJIS| BWISIW B] UOD SBI0JBA
T ojuBiwelel] = jesf ‘esoledes

6 0cASW% =6 SNY% =t ‘esoiedes 6 0c ASW% =€ ‘SW% =2 ‘epesap enby = |

1"8¢ ¢ee '€ 8°CE 86t 8LT 86T (4 S8l (%)AD
Bo'El eg°¢l qeTel B9°C1 26°CI qeg’ol qel’6 B6'L BgL S
%6°L 'L T8 28°8 oL’8 2L qs’L elL qz'9 ¥
61 LIy eSpl qec'Tl qegill 2601 £9°6 B8 qe69 ¢
2968 q0°8 q8°8 q1°6 249°6 24’8 qe6’L BLL qeg’9 <

MT6 qeT’6 26 2q1°6 290°6 29¢°8 qeC’8 el 979

0LT 0¥¢ 0lc 081 0S1 0c1 06 09 0t

se1(q ey

"OWIUIW 0JUSIWIOEID 9P S3UOIDIPUOD ofeq
UQIOBAIBSUOD 9p SOIpalU SaJualayip U SOPBANIND ‘easos eiblaq)g ua s8)0iq/seloy ap oBwWnNN v e|qe)



526 Pardo et al. [Bol. Centro Invest. Biol.

Tabla 5. Longitud de las raices (cm) en brotes de Billbergia rosea, cultivados en
diferentes medios de conservacion, bajo condiciones de crecimiento minimo.

T Rango y promedio de la longitud de raices (cm)

90 dias 120 dias 150 dias 180 dias
1 1229ab 164 1059bc 1,72 1258b 2,81 143,1ab 3,31
2 102,4b 0,86 86,0c 1,14 1055bc 1,77 109,0b 1,64
3 129,82 2,73 1436ab 2,89 130,3b 3,04 138,3ab 3,15
4 1132b 1,31 94,7c 139 1236b 250 102,1b 1,59
5 132,6a 3,12 150,5a 344 1946a 5,16 173,3a 5,16

210 dias 240 dias 270 dias

114,7ab 3,07 82,2ab 2,17 103,3bc 1,75
94,3b 1,47 71,5b 1,39 96,4c 1,00
151,92 3,43 119,92 313 1426ab 3,17
91,7b 1,45 61,7b 1,00 96,4c 0,93
152,3a 3,50 126,8a 3,90 149,2a 4,19

aga b w N |-

T = Tratamiento, 1 = Agua destilada, 2="%MS, 3="% MSy 30 gL1 de sacarosa,
4="%MS, 5="%MSy30 gL'1 de sacarosa. Valores con la misma letra, dentro de
las columnas, no difieren al nivel de P < 0,05, segun comparacién multiple no
paramétrica.

Los resultados obtenidos durante la conservacion bajo condiciones de
crecimiento minimo, revelaron que los brotes cultivados en el medio ¥4 MS
con 30 gL™ de sacarosa, presentaron los mayores promedios de altura, nimero
de hojas/brotes y longitud de raices, seguido por los cultivados en ¥2 MS y 30
gL™ de sacarosa. Esto reafirma la importancia de este carbohidrato en los
medios de cultivo para mantener el balance carbohidratos-sales necesario en
los tejidos (George 1993). Esto fue confirmado por Valladares et al. (2002) al
mencionar que la incorporaciéon de la sacarosa es necesaria para activar el
mecanismo fisiolégico y mantener una relacion carbohidratos-sales adecuada
en las plantas. Posiblemente, esto permitié una eficiente traslocacion del agua
y nutrimentos desde las hojas hasta los diferentes 6rganos, a pesar del lento
crecimiento observado en las plantas.

Contrariamente, en ausencia de sacarosa los brotes no lograron evitar la
pérdida de agua y turgencia celular, causandose por ende la deshidratacion en
los tejidos (Foyer 1988). Esto explica los menores valores de sobrevivencia y
vigor, asi como para las otras variables evaluadas. Similares resultados fueron
obtenidos por Zee y Munekata (1992), quienes al evaluar diferentes entradas
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de A. comosus, encontraron que bajo condiciones de crecimiento minimo, las
plantas cultivadas en ¥4 y ¥ MS con 30 gL™ de sacarosa, experimentaron un
mayor crecimiento en biomasa en comparacion con los brotes cultivados en
medios de cultivo sin sacarosa.

En cuanto a la concentracion del medio MS, los mejores resultados se
obtuvieron cuando se usé a ¥ de su concentracion, lo cual sugiere la existencia
de cierta susceptibilidad a la salinidad de B. rosea bajo condiciones in vitro.
La mayoria de las evidencias indican que las plantas epifitas-CAM son
altamente sensibles a la salinidad, ya que al absorber agua y nutrimentos por
las hojas, no estan forzadas a desarrollar un mecanismo de tolerancia a la
presencia de sales (Moradshahi et al. 1977, Luttge 2004).

El tratamiento con agua destilada estéril, igualmente se puede considerar
como un medio adecuado para la conservacion in vitro de B. rosea, ya que los
brotes presentaron incrementos en biomasa superiores a aquellos conservados
en ausencia de sacarosa. Esta respuesta se debid a que estos brotes no se
sometieron a condiciones de estrés salino, logrando mantener el balance
osmético en ausencia de sales y azlcar en el medio, por lo cual no se
deterioraron tan rapidamente como aquellos cultivados en medio MS sin
sacarosa. Se han observado resultados similares en pifia (Zee y Munekata,
1992), ya que el tratamiento con agua destilada estéril resultd igualmente un
medio aceptable para el mantenimiento de los brotes de diferentes entradas de
esta especie.

El protocolo establecido constituye un aporte a la preservacion y/o
mantenimiento de la biodiversidad de esta especie, lo cual resulta de gran
valor considerando que ha sido ubicada en la categoria de vulnerable o
amenazada, de acuerdo al libro Rojo de la Flora Venezolana (Llamozas et al.
2003).

CONCLUSIONES

El almacenamiento de B. rosea puede realizarse en ¥ MS con sacarosa
por un periodo de nueve meses sin necesidad de realizar nuevos subcultivos,
garantizando que este germoplasma se encuentre disponible de manera
inmediata para la ejecucion de programas de mejoramiento genético. El
empleo del agua destilada estéril con 9 gL™ de agar, constituye un medio
alternativo para la conservacién de brotes de B. rosea por periodos no
superiores a los seis meses, obteniéndose un beneficio econdémico, por los
bajos costos en su preparacion.
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