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RESUMEN

La leguminosa Vigna luteola SC-123 ha sido recomendada por el banco de germoplasma
de la Estacién Experimental de Pastos y Forrajes de Sancti Spiritus por su comportamiento
promisorio, una vez definida la multiplicacién por cultivo de tejidos de esta especie es
objetivo del presente trabajo estudiar la aclimatizacion y adaptacion a campo de las
vitroplantas. Se probaron tres sustratos: estiércol, compost y una mezcla de suelo y humus
de lombriz (7:3), asi como la estimulacion de una solucidon enraizadora de acido
naftalenacético (ANA, 0.01%) aplicada a las raices. En campo se probaron distancias de
siembra (0.60 x 0.20 m, 0.60 x 0.60 m y 0.60 x 1.00 m) para las vitroplantas y se comparo
con la siembra de semillas por el método tradicional. La mezcla de suelo y humus de
lombriz result6 el sustrato con mejores resultados para las variables evaluadas, asi como la
presencia de la solucién enraizadora incidié de manera significativa en la supervivencia de
las vitroplantas en fase de aclimatizacion. La adaptaciéon a campo mostré indices superiores
al 96 % de supervivencia para todos los tratamientos probados.
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ACCLIMATIZATION AND FIELD ADAPTATION OF IN VITRO CULTURED Vigna luteola
SC-123
ABSTRACT

The legume Vigna luteola SC-123 has been recommended by the genebank of Sancti
Spiritus Experimental Station for Pastures and Forages considering their promissory
behavior, once defined the tissue culture propagation of this specie is objective of the
present work to study the plantlet acclimatization and adaptation to field conditions. Three
substrates were proven: manure, compost and a mixture of soil and worm humus (7:3), as
well as the stimulation by a solution of naftalenacetic acid (NAA, 0.01%) for immersion of the
roots. On the field several plantlet distances were proven (0.60 x 0.20 m, 0.60 x 0.60 m and
0.60 x 1.00 m), and it was compared with the traditional method used for seed production.
The mixture of soil and worm humus obtained the best results for the evaluated variables,
and the application of NAA solution impacted significantly in plantlet survival during the
acclimatization to ex vitro conditions. The field adaptation showed indexes of survival
superiors to 96% for all the proven treatments.
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INTRODUCCION

La provincia de Sancti Spiritus, eminentemente ganadera, dedica un 43 % de sus areas a
estos fines. En labores de rescate de germoplasma se han encontrado un grupo de géneros
de leguminosas con un comportamiento promisorio bajo las condiciones actuales de
produccién; pero se cuenta con muy escasa 0 nula disponibilidad de semillas, tanto para su
distribucion a productores interesados, como para profundizar en el estudio de las mismas.

Son conocidas las bondades de las leguminosas en el aumento de la calidad nutritiva de la
dieta, por la inclusion de proteinas; y también, para mejorar las condiciones fisicas del suelo,
aportar nitrdgeno a través de la fijacion simbiética de rizobio, y favorecer asi, la nutricién de
la vegetacion acompafante. El habito indeterminado de floracion, y la imposibilidad de
obtener varias cosechas en el afio en estas plantas, hace dificil por las vias tradicionales
obtener suficiente semilla para permitir un impacto rapido en la recuperacion ganadera.

La propagacion in vitro de algunas de esta plantas han sido abordadas como solucién a esta
problematica, pues en un reducido espacio de tiempo se puede obtener suficiente material
vegetal que genere altos volimenes de semilla en fincas especializadas para esta
produccion.

La leguminosa Vigna luteola (Jacq.) Benth. ha sido recomendada por su capacidad de
adaptacion a suelos de mal drenaje (62.9 % de las areas ganaderas de Sancti Spiritus),
caracteristica, por demas, poco comun en esta familia. Se reporta también con tolerancia a
la salinidad, resistencia a elevadas temperaturas y precipitaciones propias de la primavera y
verano, nodula libremente con cepas de rizobios nativas, se asocia bien con gramineas
como Paspalum y puede competir con las malas hierbas en condiciones himedas (Skerman
etal., 1991).

Por ello, una vez definida la multiplicacién por cultivo de tejidos de esta especie (Quintana et
al., 2005) es objetivo del presente trabajo estudiar la aclimatizacién y adaptacion a campo
de las vitroplantas, probando diferentes marcos de plantacion.

MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion se realizo en el Laboratorio de Biotecnologia de la Estacion Experimental
de Pastos y Forrajes de Sancti Spiritus.

Fase de aclimatizacion

Esta etapa se realizé en bandejas de poliespuma con 120 orificios cénicos de capacidad 22

cm3 y dimensiones de 66,0 cm de longitud, 35,0 cm de ancho y 5,2 cm de altura. En los
orificios se depositaron los sustratos sobre los que se desarrollaron las vitroplantas y el
llenado de los mismos fue de forma manual. Se redujo la iluminacion al 70 % a través una
malla plastica (zaran).

Vitroplantas de 35 dias, procedentes de un tercer pase de multiplicacion, fueron plantadas en
tres sustratos: estiércol, compost y una mezcla de suelo y humus de lombriz (7:3). Se expuso
durante 15 minutos las raices de las vitroplantas a una solucién estimulante del
enraizamiento (acido naftalenacético, ANA, 0.01%) para probar su efectividad.

El disefio experimental fue bloques al azar, con tres réplicas y 40 vitroplantas en cada
tratamiento. Se tomé una muestra de 15 plantas, previo a la siembra en campo, para
evaluar: altura de la planta (cm), largo de la raiz principal (cm), peso de la raiz con y sin la
presencia de nédulos (g), cantidad de yemas y la supervivencia (%) al total de la poblacion.
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Se transformaron las variables de conteo de digitos pequefios utilizando X'= Jx y por X'=

VO.5+X cuando aparecieron valores cero. En el caso de los valores porcentuales por X' = 2

arcsen~/P, donde P es la proporcion (Ruesga et al., 2005). Los andlisis estadisticos
respondieron a un ANOVA bifactorial y las diferencias entre las medias calculadas por el test
de rangos multiples de Duncan (1955).

Fase de adaptacién a campo

La siembra en campo se efectué en el periodo comprendido de septiembre a abril, bajo
condiciones de secano. Las vitroplantas empleadas provenian de la fase de aclimatizacion
con 35 dias de plantadas.

Los tratamientos estudiados fueron: la siembra de semillas a razén de 5 kg/ha (Skerman et
al., 1991) con un marco de siembra de 0.60 x 0.20 m por la via convencional y se probaron
tres marcos de plantacion para las vitroplantas (0.60 x 0.20 m; 0.60 x 0.60 m y 0.60 x 1.00
m).

El suelo fue pardo con carbonato de drenaje deficiente utilizando parcelas de 9 m? La
preparacion del area para la siembra se hizo utilizando el sistema tradicional.

El disefio experimental de campo fue un cuadrado latino 4 x 4, con cuatro tratamientos. Las
variables evaluadas fueron: altura (cm), cantidad de hojas por planta y supervivencia (%). Se
aplicaron transformaciones a valores con digitos pequefios sin presencia de ceros y
porcentuales, similares a las descritas anteriormente. Los andlisis estadisticos respondieron
a un ANOVA factorial sin interacciones y las diferencias se definieron por el test de Duncan
(1955).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las vitroplantas de V. luteola SC-123 mostraron buena adaptacion a condiciones
ambientales y a campo, lo cual se describe a continuacion.

Fase de aclimatizacion

La altura de las vitroplantas no difirid significativamente para la interaccién de los factores
probados, y asi tampoco, para la aplicacion de la solucién estimuladora del enraizamiento.
En cambio, ante el tipo de sustrato (figura 1) demostr6 un comportamiento significativamente
superior para la mezcla de suelo y humus de lombriz, recomendandose el uso del mismo en
la proporcién probada (7:3), lo cual puede vincularse al conocimiento del vermicompost como
el abono organico mas completo e integral para la nutricion de las plantas (Agramonte et al.,
1998).
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Figura 1. Altura de las vitroplantas en fase de aclimatizacion.

La cantidad de yemas desarrolladas durante la adaptacion al ambiente present6 diferencias
en la interaccion entre los factores probados, como puede observarse en la tabla 1,
resultando superior esta variable para la mezcla de suelo y humus con la presencia o no del
ANA, y también para el estiércol cuando se aplicé la solucién enraizadora.

Tabla 1. Comportamiento de la cantidad de yemas en aclimatizacion.

Tratamientos No. de yemas
Sustratos Sol. enraizadora Mediana X’
N ANA (0.01%) 6 2.51372
Estiércol
- 4 2.0529°¢
ANA (0.01%) 5 2.3881°
Compost b
- 5 2.3078
ANA (0.01%) 6 2.63772
Mezcla suelo-humus 5
- 7 2.5045°
P<0.05
Coeficiente de variacion 0.0152

x_etras distintas difieren estadisticamente.

El largo de la raiz principal no presentd diferencias significativas en ningun tratamiento
probado, siendo estable su comportamiento para todas las vitroplantas de V. luteola. Lo cual
puede relacionarse con las condiciones de aclimatizacion bajo las que se desarrollaron las
vitroplantas que simularon la etapa de laboratorio, sin introducir cambios ambientales
bruscos, segun lo recomendado por Kozai et al. (2000). Del resto de las variables evaluadas
en la raiz sélo tuvo significacion estadistica el factor sustrato (tabla 2) donde la mezcla de
suelo y humus mantuvo indices superiores al estiércol y el compost de manera sostenida en
todos los parametros.
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Tabla 2. Pardmetros que difieren al evaluar la raiz de vitroplantas en aclimatizacion.

Tratamientos Peso de laraiz (g) No. de n6dulos
Con nodulos Sin nédulos Mediana X’
Estiércol 0.68" 0.58" 2 1.6005?
Compost 0.79% 0.742 1 1.2287°
Mezcla suelo-humus 0.892 0.802 2 1.57112
P<0.05 P<0.01 P<0.01
Coeficiente de variacion 0.0396 0.0402 0.0388

xetras distintas difieren estadisticamente.

Es meritorio destacar que las vitroplantas nodularon espontdneamente debido a que Vigna
luteola pertenece al grupo de las leguminosas denominadas promiscuas porque nodulan
normalmente con el rizobio del "chicharo de vaca" nativo, aunque no hayan sido inoculadas
segun Lépez y Sistachs (1986).

Tabla 3. Supervivencia de vitroplantas en bandejas.

Tratamientos Supervivencia
% X
ANA, 0.01% 96.11 2.772
Testigo 81.66 2.26"
P<0.001
Coeficiente de variacion 0.0280

xLetras distintas difieren estadisticamente.

La supervivencia de las vitroplantas (tabla 3) s6lo mostro diferencias ante la presencia de la
solucion estimuladora del enraizamiento (ANA, 0.01%), lo cual puede estar vinculado al
efecto auxinico, que ha sido reconocido como fundamental para la transferencia al suelo de
vitroplantas, pues se conoce que las raices producidas in vitro son vulnerables y no
funcionan de forma adecuada in vivo Pierik (1990).

Figura 2. Vitroplantas adaptadas listas para plantarse en campo.

Las vitroplantas de V. luteola endurecidas se muestran en la figura 2, previo al trasplante en
campo, donde no fueron observadas diferencias fenotipicas de ningun tipo.
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Fase de adaptacion a campo

En el modelo cuadrado latino aplicado se demostr6 la homogeneidad del campo
experimental al no presentar diferencias significativas, las filas ni las columnas, en el
ANOVA factorial sin interacciones realizado.

Para la altura y la cantidad de hojas por planta (tabla 4) pudo verificarse una marcada
diferencia significativa entre los tratamientos de vitroplantas y semilla, manifestandose el
efecto de rejuvenecimiento en las plantas sometidas al estrés del cultivo in vitro donde se
incrementan los resultados productivos (Pierik, 1990). Los diferentes marcos de plantacion
probados para las vitroplantas de la leguminosa no mostraron diferencia alguna.

Tabla 4. Comportamiento de las variables medidas en campo.

Tratamientos Altura No. hojas por planta Supervivencia
(cm) Mediana X % X

Semilla (0.60 x 0.20 m) 9.65" 2 1.3901° 99.68 | 3.0259
Vitroplanta (0.60 x 0.20 m) 24.072 11 3.49262 99.00 3.0017
Vitroplanta (0.60 x 0.60 m) 24,172 9 2.99572 96.00 | 2.8640
Vitroplanta (0.60 x 1.00 m) 26.00° 14 3.68032 98.33 3.0110

P<0.001 P<0.001 NS
Coeficiente de variacion 0.0957 0.0905

xLetras distintas difieren estadisticamente.

La supervivencia en campo (tabla 4), bajo condiciones de drenaje deficiente, fue
satisfactoria sin diferencias significativas entre las semillas y las vitroplantas,
independientemente del marco de plantacién empleado. No fueron observadas diferencias
fenotipicas de ningun tipo entre las plantas de semillas y las vitroplantas. Estos resultados
son superiores a los obtenidos por Gulati y Jaiwal (1992), donde sélo lograron un 60 % de
supervivencia de las plantas en campo trabajando con Vigna radiata (L.) Wilczek. Otros
autores reportan alrededor de 70-90 % de supervivencia de leguminosas transferidas a
suelo como Eapen et al., (1986).

Figura 3. Secuencia de vitroplantas en fase de campo al momento del trasplante y a los 60
dias posteriores.

Las vitroplantas plantadas en campo pueden observarse en la figura 3, donde se pone de
manifiesto la elevada capacidad de respuesta de la especie evaluada a un suelo de dificil
drenaje, con indices de adaptacién en campo superiores al 96 % en todos los tratamientos
evaluados.
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