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Resumen

os helechos arborescentes de la familia Cyatheaceae estan en especial peligro. Son organismos de crecimiento

lento, y su extraccion de los bosques originarios para el uso como sustituto de sustrato para bromelias y orqui-
deas ha colocado en riesgo las poblaciones locales. Al ser organismos que tienen requerimientos especiales para
su crecimiento y desarrollo, un acercamiento a su propagacion podria ser la base para ejecutar futuros proyectos
de conservacion de las especies. Se contrastaron durante cuarenta semanas tres tratamientos diferentes de pro-
pagacion de esporas para las especies Cyathea divergens var. tuerckheimii (Maxon) R.M. Tryon y Sphaeropteris
horrida (Liebm.) R.M. Tryon; también se evaluaron tres especies de interés comercial y de facil propagacion
como referencia. Se usé un método de propagacion convencional con un sustrato de musgo de turba preparado
como control, un tratamiento in vitro utilizando el medio de cultivo Murashige & Skoog completo (M&S 100) y
a media concentracion de nutrientes (M&S 50) y un medio alternativo de propagacion por un sustrato artificial
de tela de algodon. El objetivo era encontrar un medio favorable econémicamente, cuyo indice de germinacion
y establecimiento fuera adecuado para futuros programas de propagacion de estas especies. Se encontrd que en
la técnica in vitro se obtuvo una germinacion del 93.15% para S. horrida, sin embargo C. divergens obtuvo 5.2%
unicamente. Se generaron un total de 1224 plantulas jovenes de S. horrida, y ninguna de C. divergens. En cuanto
a los costos de produccion, el costo promedio por esporofito obtenido fue de Q1.10 para el cultivo en sustrato y
de Q95.96 para los obtenidos en el cultivo en laboratorio.
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Abstract

he tree ferns of the Cyatheaceae family are in danger. They are slow-growing organisms, and their extraction

from native forests for use as a substrate substitute for bromeliads and orchids has placed local populations
at risk. As organisms with specific requirements for growth and development, an approach to their propagation
could serve as the foundation for future conservation projects for these species. Over a period of forty weeks, three
different spore propagation methods were compared for the species Cyathea divergens var. tuerckheimii (Maxon)
R.M. Tryon and Sphaeropteris horrida (Liebm.) R.M. Tryon.; three commercially valuable and easily propagated
species were also evaluated as references. A conventional propagation method using prepared peat moss substrate
was used as a control, an in vitro treatment using full-strength Murashige & Skoog culture medium (M&S 100)
and half-strength nutrient concentration (M&S 50), and an alternative propagation method using an artificial cotton
cloth substrate. The goal was to find a cost-effective medium with a germination and establishment rate suitable
for future propagation programs of these species. It was found that the in vitro technique achieved a germination
rate of 93.15% for S. horrida, while C. divergens achieved only 5.2%. A total of 1,224 young sporophytes of S.
horrida were produced, and none of C. divergens. In terms of production costs, the average cost per sporophyte
obtained was Q1.10 for substrate cultivation and Q95.96 for laboratory cultivation.

Keywords: Cyathea, Sphaeropteris, conservation, propagation, cultivation
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Propagacion de dos helechos arborescentes (Cyatheaceae) del bosque nuboso guatemalteco

Introduccion

Los helechos son plantas vasculares que se ca-
racterizan por su reproduccion por medio de esporas
(Escamez, 1989; Hoshizaki & Moran, 2001). Tienen un
ciclo de vida con alternancia de generaciones entre los
gametofitos independientes (n) y los esporofitos (2n)
que también son independientes, esto los diferencia
tanto de las briofitas como de las plantas vasculares
con semillas (Christenhusz & Chase, 2014; Escamez,
1989). Los helechos pueden presentar variaciones
en su fenologia, segun familias, géneros y especies
(Pérez-Garcia & Reyes-Jaramillo, 1993). Existen unas
12,000 especies identificadas en todo el mundo, de las
cuales en Guatemala se han identificado cerca de 782
(Christenhusz & Chase, 2014; Hoshizaki & Moran,
2001; Jiménez Barrios, 2009; Véliz Pérez, 2008; Véliz
Pérez & Vargas Ponce,, 2006). De todas las especies
conocidas en el pais, se reportan en la actualidad 21
helechos arborescentes pertenecientes a nueve géneros
en total (Véliz Pérez & Vargas Ponce, 2006).

Los helechos forman parte imprescindible de los
ecosistemas, y son esenciales para los ciclos del agua,
el nitrégeno, el carbono, entre otros (Jiménez Barrios,
2009; Mehltreter et al., 2010; Stadtmiiller, 1986). Los
helechos arborescentes estan en especial peligro, ya
que son organismos de crecimiento lento, y su extrac-
cion de los bosques originarios del pais ha colocado
en riesgo las poblaciones locales (Muiiiz Diaz de Le6n
et al., 2007; Salinas et al., 2008; Véliz Pérez & Vargas
Ponce, 2006). La cosecha masiva de las masas de rai-
ces surte a la demanda de los viveros y extractores de
epifitas, sobre todo de orquideas y bromelias (Véliz
Pérez & Vargas Ponce,, 2000).

El ciclo de vida comienza con una espora. La
espora germina y da origen a la estructura conoci-
da como gametofito (n) (Campbell & Reece, 2007;
Hoshizaki & Moran, 2001; Mehltreter et al., 2010). La
germinacion de las esporas se activa, en la mayoria de
los casos, por una combinacioén de la exposicion a la
humedad, exposicion a la luz y a veces se ve influen-
ciada por exposicion a hormonas de otros gametofitos
ya desarrollados, que pueden inhibir o favorecer el
desarrollo de mas individuos (Mehltreter et al., 2010;
Riafio Ospina et al., 2015). Una vez se desarrollan los
gametofitos, maduran e inician la produccion de game-
tos. El gameto masculino es una célula movil, la cual
necesita una pelicula de agua para poder alcanzar a
la ovocélula, que permanece inserta en el gametofito
femenino. Una vez ocurre la fecundacion se forma el
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cigoto (2n), seguido por un embridén que posteriormente
serd un esporofito (Campbell & Reece, 2007; Ranker
& Haufler, 2008; Schneider, 2012). Una vez forma-
do el esporofito, se tiene una fase juvenil e inmadura,
durante la cual el helecho crece y se desarrolla, pero
sin formar ninguna estructura productora de esporas,
en esta fase los frondes que suelen desarrollarse pre-
sentan diferencias morfoldgicas con los frondes adul-
tos (Barros et al., 2008; Hoshizaki & Moran, 2001;
Mehltreter et al., 2010). Una vez alcanzada la madurez
del organismo y ya establecida la formacion de frondes
adultos, se comienzan a tener esporangios, agrupados
en soros, y estos se agrupan en patrones diferenciados
(Campbell & Reece, 2007; Hoshizaki & Moran, 2001).
Dentro de los esporangios ocurre la esporogénesis, la
via productora de esporas, para que luego de madurar
sean liberadas y asi de inicio el ciclo de un nuevo or-
ganismo (Ranker & Haufler, 2008).

La conservacion ex situ de los helechos ha sido
practicada utilizando varias técnicas: reproduccion
por esporas, reproduccion vegetativa y reproduccion
in vitro (Barros et al., 2008; Jiménez Barrios, 2012;
Lopez-Romero et al., 2016; Ruiz Robleto, 1995). Una
desventaja del método de laboratorio es que los orga-
nismos que estan adaptados a las condiciones ideales
del cultivo in vitro, deben pasar por una fase poste-
rior de aclimatacion en invernadero, es esta fase en la
cual se pueden perder la mayoria de individuos si no
se genera un protocolo correcto (Barros et al., 2008;
Jiménez Barrios, 2012; Lopez-Romero et al., 2016;
Ruiz Robleto, 1995).

La siembra convencional de esporas consiste
en su dispersion en un medio controlado. El sustrato
mas utilizado para este método es musgo de turba con
perlita y vermiculita en diferentes proporciones, a un
pH entre 5.5 y 6.5 (Barros et al., 2008; Bernabe et al.,
1999). El otro método de propagacion por esporas es
por cultivo in vitro por medio de la técnica de cultivo
de tejidos vegetales (CT). El CT maneja condiciones
estrictas de laboratorio (Fernandez et al., 2013; Segui
Simarro, 2010). El sembrador utiliza un medio de culti-
vo nutritivo a su eleccion donde se colocan los cultivos
deseados en contenedores ya estériles y, en condicio-
nes de laboratorio, se almacenan hasta la germinacion,
formacion de las plantulas y posterior establecimien-
to (Rechenmacher et al., 2010; Sharry et al., 2015).
Aunque es un método exitoso de propagacion para
casi cualquier tipo de organismo vegetal, el costo de
produccion es alto (Barros et al., 2008; Martin Gordo
et al., 2012). Otro método propuesto en esta investiga-
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cion fue una modificacion del método utilizado por el
botanico aleman Uwe Martin Herbert Feldhoff Bohm
para la propagacion de bromelias y orquideas que su
empresa, Claveles del Aire, S.A., exporta. La técnica
consiste en sustituir el sustrato coman por un medio
sintético, como seria un lienzo de tela o de algodon.
Lo anterior se basa en un principio basico para la ger-
minacioén de semillas y esporas, el cual establece que
para la germinacion Gnicamente se necesita humedad,
esto es para romper la latencia inicial, denominada
fase I (Azcon-Bieto & Talon, 2013.; Escaso Santos et
al., 2010). Este método podria economizar recursos,
haciendo atin mas viable la propagacion de los helechos
a bajo costo, en comparacion con los otros métodos.

Se contrastaron los tres métodos de propagacion:
convencional, in vitro y la modificacion del método
Feldhoff para validar una metodologia para la propa-
gacion y establecimiento de helechos arborescentes
que sea economicamente viable en base a la relacion
costo-beneficio de cada método.

Materiales y Métodos

Muestras

Los frondes y las esporas fueron colectados en
dos sitios representativos del bosque nuboso guatemal-
teco y en temporalidades distintas. Para elegir a los
individuos se usaron los criterios de: helecho maduro,
con esporas presentes, y mas de tres frondes para no
afectar el crecimiento del helecho ni colocar en riesgo
su subsistencia. El primer grupo fue colectado en el
Biotopo para la Conservacion del Quetzal “Mario Dary
Rivera” en diciembre de 2018. Se eligieron tres indivi-
duos de la especie Cyathea divergens var. tuerckheimii
al azar en los senderos del parque y se colect6 del tinico
individuo de la especie Sphaeropteris horrida que esta
ubicado en la entrada del parque. La segunda colecta se
realiz6 en el mes de julio de 2019 en la Reserva Natural
Privada ORQUIGONIA. Se eligieron tres individuos
de ambas especies al azar, fuera de los senderos a los
que el publico tiene acceso.

Se colectaron ademas esporas de tres especies
de helechos ornamentales y/o de facil cuidado con el
fin de validar los tratamientos utilizados para los hele-
chos arborescentes. Estos helechos fueron colectados:
Adiantum sp. en los lugares de colecta de los helechos
arborescentes. Nephrolepis exaltata (L.) Schott en el
Jardin Botanico CECON-USAC y Asplenium antiquum
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Makino en dos jardines urbanos de la ciudad de Gua-
temala. El manejo, secado y extraccion de esporas fue
estandarizado siguiendo las sugerencias y lineamien-
tos de varios autores (Farfan-Santillan et al., 2017;
Gabriel y Galan et al., 2008; Juarez-Orozco et al., 2013;
Lopez-Romero et al., 2016; Riafio Ospina et al., 2015).

Desinfeccion de las esporas

La esterilizacion de las esporas antes de la siem-
bra también fue estandarizada tomando como base la
desinfeccion de Pence (2015). Se colocaron las esporas
previamente pesadas (0.12g para cada serie/repeticion
por especie) en un papel filtro de cafetera comercial y
se asegurd el extremo superior con un hule de papeleria
de oficina. Esta bolsita de esporas de coloco por 15 min
en 100 ml etanol 70%, luego se sumergieron en 80 ml
de hipoclorito de sodio 4% v/v con 2 gotas del agente
dispersante de superficie Tween 20® y finalmente se
dieron 3 lavados de 10 min cada uno en agua estéril.
Luego de la esterilizacion se procedio a la siembra.

Siembra
Tratamiento 1: siembra convencional

Para la siembra convencional se usaron cajas de
acrilico de capacidad de 12 L cada una, 5 repeticiones
por especie con 0.12 g de esporas cada una. El sus-
trato utilizado fue de musgo de turba preparado con
perlita y vermiculita y un pH de 6. Se dividi6 cada
unidad experimental en seis secciones igual y las es-
poras fueron sembradas por aspersion, colocando los
0.12 g de esporas ya desinfectadas en 100 ml de agua
desmineralizada estéril, mezclando con un agitador
de vidrio y tomando alicuotas de 5 ml con una jeringa
comercial sin aguja y liberando su contenido en los
cuadrantes de la unidad experimental. Se afiadieron
16ml de la suspension de esporas y agua por cuadran-
te. Luego de la siembra se identificaron las unidades
experimentales, se les colocé tapa y se apilaron en el
lugar correspondiente.

Tratamiento 2: siembra in vitro
Se utilizé el medio de cultivo Murashige &
Skoog (M&S). Se colocaron 50 ml de medio de cultivo

en frascos de vidrio de 9 oz de capacidad. Se esterilizo
todo el material a utilizar y el medio de cultivo en au-
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toclave por 25 min a 125 °C y 20 psi. La desinfeccion
de las esporas se hizo dentro de la campana de flujo
laminar lista para la siembra, con equipo y cristaleria
también ya estéril. Para la siembra se procedio a abrir
el papel filtro en su totalidad y extenderlo en la super-
ficie, se dividi6 en 10 partes iguales, cada una de ellas
correspondiente a una unidad experimental. Se colocd
dentro el frasco el papel filtro con las esporas boca aba-
jo, en contacto directo con el medio de cultivo, con las
pinzas se retir6 el papel y se aiadieron 4 gotas de agua
desmineralizada estéril, se agit6 con cuidado para que
las esporas se dispersaran en todo el medio de cultivo,
se procedio a tapar cada frasco y a su identificacion.
Fueron depositados en el cuarto de crecimiento con un
fotoperiodo de 12 h y una temperatura promedio entre
los 21 y los 26 °C.

Tratamiento 3: nueva metodologia propuesta

Se usaron cajas de acrilico de capacidad de 12
L cada una, 5 repeticiones por especie con 0.12 g de
esporas cada una. Se colocaron 3 capas de algodon
quirtrgico en el fondo, seguidas de 2 capas de tela
de algodon de nombre comercial Ojo de Perdiz. La
siembra se realizo por medio de aspersion igual que en
el tratamiento 1. Luego de la siembra se identificaron
las unidades experimentales, se les colocd tapa y se
apilaron en el lugar correspondiente.

Analisis estadisticos y procesamiento de datos

Para poder tener puntos de comparacion entre
los métodos a ejecutar se tomaron los estandares pro-
puestos por Barros et al., (2008), Bernabeet al., (1999)
y Riink y Zobel (2009): el aparecimiento de puntos
verdes indicaba el inicio de la germinacion (fase 1) esta
fase debe presentarse en las primeras siete semanas a
veinte semanas; el inicio de la formacion de gameto-
fitos inmaduros (fase 2) durante las siguientes cinco
a siete semanas, la estructura es una lamina verde,
uniestratificada sin forma o levemente cordiforme; el
surgimiento de gametofitos maduros (fase 3) durante
las siguientes diez semanas, se identifica principalmen-
te por su forma cordiforme y tamaiio; y el surgimiento
de esporofitos jovenes (fase 4), esta etapa inicia con
la primera observacion de un fronde joven que surge
del gametofito femenino luego de la fecundacion. Los
esporofitos son de desarrollo lento, para esta fase se
establecieron las semanas restantes del estudio, ya que
los esporofitos jévenes son propensos a enfermar o a
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no establecerse de manera correcta si las condiciones
no son las adecuadas. El tiempo de analisis y toma de
datos fue de cuarenta semanas luego de la siembra. Se
realizo el andlisis de los rendimientos de germinacion
utilizando el indice de cobertura de Braun-Blanquet
(Narvaez-Parra et al., 2013; Ramirez et al., 2000; Reyes
et al., 2019; Turner et al., 2001).

Se dividieron las unidades experimentales en
partes iguales por medio de una grilla digital, corres-
pondientes a 1% de germinacion en los tratamientos
1y 3, yal 1.15% de germinacion en el tratamiento 2.
El acumulado de la germinacion se registré semanal-
mente durante 40 semanas, tomando fotografias pro-
fesionales y analizdndolas con Adobe® LightRoom®
CC ver. 15.8 y Adobe® Photoshop® CC ver 15.6 con
el fin de resaltar los tonos verdes, verde-azulados y
verde-amarillos y asi distinguir los gametofitos de las
particulas de sustrato, las imperfecciones de la tela y
resaltarlos en el medio de cultivo in vitro.

La eficacia de los métodos se evaltio segun los
siguientes criterios: tiempo de germinacion en dias;
tiempo de formacion del primer esporofito en dias;
tiempo de establecimiento, en dias o hasta el final del
tiempo establecido de analisis y toma de datos; nimero
total de organismos establecidos; relacion costo/bene-
ficio en quetzales y costo por plantula generada por
cada uno de los métodos.

Resultados

La germinacién se dio en todos los métodos
para las cinco especies evaluadas. En la Figura 1 se
observan los porcentajes de germinacion alcanzados
por tratamiento. El método in vitro fue el mas exito-
so alcanzando hasta el 100% de germinacién en las
unidades de siembra para Adiantum sp. Seguido del
93.15% para S. horrida 'y 74.75% para A. antiquum en
periodos cortos de tiempo. Estas tres especies tam-
bién obtuvieron mejor germinacion en los otros dos
tratamientos. Para C. divergens y N. exaltata los ren-
dimientos fueron los mas bajos, siendo C. divergens
la especie con menores porcentajes de germinacion en
todos los métodos evaluados. El cultivo in vitro obtu-
vo los mejores porcentajes de germinacion para todas
las especies. Mientras que el tratamiento con menores
porcentajes de germinacion para todas las especies fue
el del sustrato sintético.

Se procesaron un total de 10,955 fotogra-
fias para evaluar las fenologias. En los tres trata-
mientos evaluados todas las especies germinaron y
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Figura 1

Porcentajes de germinacion alcanzados por tratamiento en las diferentes especies del estudio

Asplenium antiquum
Nephrolepis exaltata
Adiantum sp.
Sphaeropteris horrida

Cyathea divergens

Nota. ¥IN = siembra in vitro; SC = siembra convencional; NM = siembra nueva metodologia.
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alcanzaron la fase 1. Para el cultivo en sustrato y el
sustrato sintético la germinacion se dio en las primeras
2 a 15 semanas, mientras que en el cultivo in vitro el
tiempo se redujo de 5 a 10 semanas. En la Figura 2 se
observan las fenologias por especie por tratamiento.

Figura 2

Durante las 40 semanas de evaluacion se obtuvieron
un total de 3,309 helechos diferenciados de las cinco
especies y los tres tratamientos evaluados. De estos el
98.25% se obtuvieron con el tratamiento del sustrato y
unicamente un 1.75% con el método in vitro.

Fenologias observadas para las cuatro fases de desarrollo propuestas en las especies analizadas
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En el sustrato se obtuvieron un total de 3252 or-
ganismos de cuatro especies, se obtuvieron inicamente
57 individuos en el laboratorio y no se formé ningun
esporofito en el sustrato sintético (Tabla 1). Como se
observa en la Tabla 2 el valor por individuo obtenido es

Tabla 1

de Q1.10 para el cultivo en sustrato, y de Q95.06 para
el cultivo in vitro. El costo de una planta cultivada en
sustrato representa inicamente el 1.14% de los costos
de una planta cultivada in vitro. El costo elevado de los
esporofitos obtenidos in vitro se debe principalmente

Esporofitos generados por método de siembra y especie durante el estudio

Especie Esporofitos generados (individuos)

NM SC IN
Cyathea divergens 0 0 7
Sphaeropteris horrida 0 1224 46
Adiantum sp. 0 205 4
Nephrolepis exaltata 0 321 0
Asplenium antiquum 0 1502 0
Total 0 3252 57

Nota. *IN = siembra in vitro; SC = siembra convencional; NM = siembra nueva metodologia.

Tabla 2

Resumen de los costos de produccion

Categoria Nuevo Método Cultivo en Sustrato Cultivo in vitro
Extraccion esporas Q2223

Desinfeccion esporas Q2.36

Siembra Q 3,066.20 Q3,552.90 Q 720.00
Mantenimiento de los cultivos por 40 semanas* Q 0.17 Q0.17 Q4,725.09
Aclimatacion NA Q0.17 NA

TOTAL costos de produccion Q 3,090.96 Q3,577.83 Q 5,469.68

Costo promedio final por planta NA Q1.10 Q95.96
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a la realizacion de cuatro subcultivos del material ob-
tenido de la germinacioén original incurriendo en altos
gastos de mantenimiento y rotacion de los cultivos.

En base a los costos de produccion generados
durante 40 semanas de experimentacion, se puede de-
ducir que el método convencional de cultivo es el ideal
para el cultivo y desarrollo de los helechos trabajados
en la presente investigacion. El método, aunque con
porcentajes de germinacion menores que en el cultivo
in vitro y en tiempos mas largos, genera esporofitos ya
adaptados a sustrato, sin la necesidad de sub-cultivar
los gametofitos obtenidos, ni manipularlos de ninguna
manera. También presenta las ventajas de que las cajas
acrilicas son facilmente apilables, generan bajos costos
de mantenimiento a cambio de una gran cantidad de
organismos en pequeilos espacios.

Discusion

Se ha evidenciado que los medios de cultivos
bajos en nutrientes y/o azucares, junto con un buen
manejo espacial del cultivo, son dptimas para la propa-
gacion de Cyathea aff. caracasana (Narvaez-Parra et
al., 2013) y Cyathea robertsiana (Goller & Rybczynski,
2007). Ha habido intentos en diferentes ocasiones para
la reproduccion in vitro del género Cyathea (Narvaez-
Parra et al., 2013; Riafio Ospina et al., 2015; Randi &
Hiendlmeyer, 2007; Rechenmacher et al., 2010; Shukla
& Khare, 2012). El género parece responder bien a di-
ferentes métodos de cultivo con la condicion de bajas
concentraciones de carbohidratos y/o nutrientes. Otros
autores han reportado también un pH ligeramente aci-
do, entre 5.6 y 5.8 parece ser el mas indicado para la
germinacion de los helechos en general, y clave para
la germinacion de C. bicrenata (Reyes et al., 2019) lo
mismo que para C. aff caracasana (Narvaez-Parra et
al., 2013).

Como se observa en las Figuras 1 y 2, Cyathea
divergens var. tuerckheimii no respondi6 bien al mé-
todo Feldhoff, ni al método convencional, presentando
bajos porcentajes de germinacion y desarrollo. Esto
pudo deberse a las concentraciones de nutrientes y a
las condiciones de acidez a la que se encontraban los
cultivos. El pH de la tela era de 6.6 debido al agua uti-
lizada para humedecer la tela, mientras que el pH del
peat-moss era de 5.9 y el del medio de cultivo M&S fue
de 5.8. Asi mismo la disponibilidad de nutrientes era
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nula en el tratamiento de la tela y muy bajo en el trata-
miento convencional, esto puede explicar la baja tasa
de germinacion en el sustrato, y el mejor rendimiento
de la germinacion en el laboratorio. En cambio, en el
cultivo in vitro se obtuvo buen porcentaje de germi-
nacién, como se observa en las Figuras 1 y 2, aunque
no se llegd a la fase esporofitica, esto puede sugerir
que el ciclo de vida de este helecho requiere de mas
tiempo para madurar y desarrollarse en comparacion
con S. horrida.

S. horrida ha demostrado ser una especie de
crecimiento mas rapido en comparacion con otros he-
lechos arborescentes, asi mismo lo distingue su parti-
cular tolerancia a cambios de temperatura mas bruscos,
exposicion directa al sol por mas tiempo y cambios de
humedad (Briones & Riafo, 2014; Olsen, 2007). Esta
plasticidad les confiere una mayor supervivencia ante
los cambios del bosque nublado de donde son origina-
rios (Briones & Riailo, 2014).

Como se observa en las Figuras 1y 2 S. horrida
presento tolerancia a las diferentes condiciones de los
tres tratamientos, diferentes niveles de pH y disponi-
bilidad de nutrientes en el medio de cultivo. Tuvo un
buen rendimiento en el sustrato y la diferenciacion de
los individuos a partir de un 4to subcultivo in vitro
sugiere que en un subcultivo mas se hubiera obtenido
facilmente hasta cuatro veces mas esporofitos que en
el cultivo convencional.

Para los fines de conservacion de esta investi-
gacion, el costo de una planta producida in vitro no
podra competir con el costo de una planta producida
en sustrato. Como se observa en las Tablas 1 y 2, el
método de sustrato fue el mas eficiente ya que, en las
40 semanas de experimentacion, se obtuvieron mas
de 3,000 esporofitos de las 5 especies trabajadas, en
comparacion con 57 obtenidos en laboratorio en el
mismo tiempo.

Se concluye que los gastos generados durante el
cultivo en sustrato proveyeron un beneficio que com-
penso la reduccion en el porcentaje de germinacion con
relacion al cultivo in vitro. Los porcentajes de germi-
nacion fueron altos, el protocolo de desinfeccion fue
validado, y se obtuvo un primer acercamiento a las
especies deseadas. Asi mismo las unidades de germi-
nacion, y otros materiales utilizados para la siembra
en sustrato serian una inversion inicial, pues pueden
ser reutilizados indefinidamente mientras se les dé un
manejo adecuado.
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