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Quantitative and Qualitative Analysis of the Phenotypic Homogeneity
of Micropropagated Plants of Statice (Limonium sinuatum) cv.
Midnight blue.
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RESUMEN

Se realiz6 la evaluacién cuantitativa y
cualitativa de la homogeneidad fenotipica, de
plantas de estatice (Limonium sinuatum Mill.)
cv. Midnight Blue propagadas mediante los
sistemas in vitro a partir de yemas vegetativas
y florales, expresada como la acumulacién
de materia seca, area foliar y duracién de
biomasa, para el primer caso, y expresion de
la pigmentacion en el céliz, para el segundo,
durante el primer ciclo de produccion comer-
cial. El analisis permite evidenciar que el des-
empefio fisiologico de las plantas multiplica-
das sexual o asexualmente es similar; sin
embargo, al momento de la floracién, las
plantas micropropagadas, independiente-
mente del origen del explante inicial, mues-
tran total homogeneidad en la expresion del
color Azul violeta 90A en los sépalos, a
diferencia de las muitiplicadas sexualmente
que manifiestan diferentes colores en esta
estructura floral.
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SUMMARY

Field performance is described for tissue
- cultured plants and conventional seed plants
of statice (Limonium sinuatum Mill.)cv.
Midnight Blue. Tissue cultured plants were
produced by either regeneration of plants from
vegetative buds or by micropropagation of
plants from floral buds. The quantitative and
qualitative evaluation of the phenotypic
homogeneity was carried out as dry matter
accumulation, leaf area and biomass duration
for the first case, and expression of the
pigmentation in the chalice for the second,
during the first cycle of commercial production.

The analysis showed that the
physiological performance is similar for
sexually or asexually multiplied plants;
however, the micropropagated plants showed
total homogeneity in the expression of the
violet blue color 20A in the sepals up to
flowering, irrespective of the origin of the initial
explant, whereas the sexually multiplied
plants expressed color differences in this flo-
ral structure.

Key words: Statice, micropropagation,
physiological performance.

INTRODUCCION

Una de ias especies ornamentales que,
en los Ultimos anos, ha adquirido merecida
importancia, desde el punto de vista econé-
mico e investigativo es el estatice (Limonium
sinuatum Mill.), debido al incremento en su



produccion con fines de exportacion, aunque
su rendimiento agronémico sea afectado por
la aita incidencia de patogenos y la hetero-
geneidad fenotipica causada por la reproduc-
cién sexual (Bienkowska et al, 1994; Buitrago
y Saavedra., 1982; Lawson et al., 1985). Esta
situacién ha motivado el establecimiento de
nuevas metodologias de multiplicacién y con-
trol fitosanitario, como es el caso de la propa-
gacion vegetativa in vitro, con el proposito de
regenerar material libre de patégenos y
fenotipicamente homogéneo (Ruiz, 1990); sin
embargo, la aplicacion de estos sistemas de
regeneracion vegetal a nivel industrial se ha
visto afectada por la ausencia de adecuada
informacion técnica en laboratorio y campo
que permita su utilizacion, especialmente la
relacionada con su estabilidad genotipica,
teniendo en cuenta la variacion somaclonal
que se puede encontrar en las plantas rege-
neradas por este sistema de multiplicacién
asexual, maxime cuando iniciamos el cultivo
a partir de diferentes tipos de explante.

Por esta razdn, en este trabajo se pre-
senta la evaluacién de la homogeneidad
fenotipica de forma cuantitativa, expresada
como la acumulacion de materia seca, area
foliar y duracién de biomasa y cualitativa,
en términos de la expresion de la pigmenta-
cion del caliz, de plantas multiplicadas
sexual y asexualmente mediante los siste-
mas in vitro.

MATERIALES Y METODOS

El material vegetal consistié de yemas
vegetativas y florales provenientes de una
planta en segundo ciclo productivo y semi-
llas de uso comercial de estatice (Limonium
sinuatum Mill. cv. Midnight Blue). La fase de
adaptacion a condiciones in vitro,
micropropagacion y establecimiento a condi-
ciones de exterior se realizé segun las
metodologias de Bienkowska et al.(1994),
Ovideo y Guevara (1988) y Ruiz (1990).

De igual forma, durante el crecimiento
y desarrollo de las plantas de estatice
micropropagadas y derivadas de semilla en
condiciones de invernadero, se utilizaron ios
procedimientos empleados tradicionalmente

por la Finca Agricola La Fontana, localizada
en la vereda Bojaca del municipio de Chia,
Cundinamarca.

Las plantulas enraizadas y adaptadas
a condiciones de exterior permanecieron por
dos semanas bajo una cubierta de
polisombra, junto con el material vegetal que
provenia de semilla para ser distribuidas y
sembradas, en tres camas o bloques que co-
rrigen los gradientes de temperatura y corrien-
tes de aire. Los tres tipos de materiales, deri-
vados de yema vegetativa, yema floral y se-
milla, se establecieron aleatoriamente en el
sitio definitivo o bloque, con una distancia de
siembra entre plantulas e hileras de 40 y 30
cm, respectivamente. Para evitar el efecto de
borde, en los extremos de cada bloque se
establecieron, de forma simultanea con el
material a evaluar, plantas micropropagadas
de las variedades Rose light, Heaven blue y
Iceberg, en este orden y dirigidas hacia el
centro de las unidades experimentales.

Con el fin de evaluar cuantitativamente
el desempefio fisiologico y 1a homogeneidad
fenotipica de las plantulas micropropagadas
y las regeneradas a partir de semilla sexual,
se seleccionaron al azar dos plantulas de
cada tratamiento y bloque cada quince dias 'y
durante 28 semanas, para un total de 14 pe-
riodos evaluados, hasta alcanzar el dia 210,
exactamente cuando habia pasado el maxi-
mo rendimiento en produccion agronomica,
para determinar la siguiente informacion :

¢ Acumulacion de Materia Seca: Las
respuestas de las plantas se evaluaron en
términos del peso seco de hojas, tallos vege-
tativos, tallos fiorales y total por planta (Gomm,
1978).

¢ Area Foliar; Los métodos aerimetros y
analizadores de imagen se utilizaron, porque
proveen la mejor precision, menor variabili-
dad en los resultados y los menores tiempos
para tomar las medidas, aunque utilicen equi-
pos costosos (Beerling y Fry, 1990).

« Duracién de Biomasa: Se determiné
como el area bajo la curva del peso seco de
cultivo vs. Tiempo y corresponde a una medi-
da aproximada de la vitalidad del material
vegetal (Hunt, 1990).
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« Tasa de Crecimiento Absoluto en Ta-
manio (pesoy longitud) y Nimero de Macollas.

El andlisis cualitativo se realizo en tér-
minos de la expresion de la pigmentacian flo-
ral, particularmente la del caliz, que es la es-
tructura floral de atractivo comercial, emplean-
do la carta de colores de la Royal Horticultural
Society of London.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados son evaluados y presen-
tados de acuerdo con Steel, y Torrie (1985),
en un Disefio de Blogues Completos al Azar
con dos submuestreos y tres repeticiones por
tratamiento, una vez evaluada la correspon-
diente prueba de normalidad para cada va-
riable y en cada una de fas 15 observacio-
nes. Los tratamientos corresponden a:

* Tratamiento 1 (T1): Plantas micropropa-
gadas a partir de yema vegetativa.

« Tratamiento 2 (T2): Plantas micropropa-
gadas a partir de yema floral.

« Tratamiento 3 (T3): Plantas multiplicadas por
semilla.

En aquellas variables respuesta don-
de se encontrd estadisticamente diferencias
significativas o altamente significativas entre
los tratamientos, se emplearon, como prue-
bas de comparacion, los Contrastes
Ortogonales, considerando las siguientes
comparaciones (Z), previamente planeadas:

s Z, : Propagulos Asexuales vs. Propagulos
Sexuales

» Z, : Propégulo de Yema Vegetativa vs.
Propagulo de Yema Floral

RESULTADOS Y DISCUSION
ANALISIS CUANTITATIVO

Acumulacion de materia seca en ho-
fas: Entre las lecturas 4 y 9, ocurre un aumen-
to significativo, con incrementos oscilatorios
y asimétricos en la pendiente, para las plan-
tas micropropagadas y entre las 4 y 10, para
las multiplicadas sexualmente (Figura 1a).
Este comportamiento sugiere una actividad
particular en la produccién y distribucion de

.t

biomasa en el cuerpo de la planta que, du-
rante la fase vegetativa (hasta la lectura 6) y
parte de la reproductiva, presumiblemente se
encuentra sintetizando biomasa en los teji-
dos foliares para ser exportada al principal
érgano de crecimiento y, por consiguiente,
de demanda en este momento del desarrollo
vegetal para los tallos florales. Después de la
lectura 9, se observa una marcada disminu-
cién en la acumulacion de biomasa foliar que
evidencia una menor inversiéon en hojas y
mayor exportacion de fotosintatos.

Acumulacién de materia seca en ta-
llos vegetativos: Entre las lecturas 6y 9, su-
cede un aumento en la acumulacion de
biomasa en esta estructura vegetal con una
mayor pendiente entre las lecturas 8 y 9 de
las micropropagadas que, parcialmente, co-
incide con el comportamiento del tejido foliar.
De esta forma, se nota que en esta fase del
desarrollo, los tallos vegetativos, ademas de
acumular materia seca involucrada en su cre-
cimiento y desarrollo, son 6rganos de alma-
cenamiento temporal de fotosintatos que, des-
pués de la semana 18 {Lectura 9), seran ex-
portados, principalmente, hacia los tallos fio-
rales (Figura 1b).

Acumulacion de materia seca en ta-
llos florales: Para los tres tipos evaluados,
es caracteristico el comportamiento ascen-
dente y homogéneo de esta variable, a partir
de la lectura By hasta la 13, donde se eviden-
cia que el principal érgano de crecimiento v,
por consiguiente, de demanda de
fotoasimilados, en esta fase del desarrolio
vegetal, es el tallo floral {Figura 1c). De otra
parte, es importante destacar que, ademas
de la fuerte demanda de fotosintatos desde
los tejidos foliares y tallos vegetativos, los ta-
llos florales tratan de solventar sus necesida-
des metabdlicas, utilizando una estrategia,
seguramente exitosa evolutivamente, que
consiste en producir tejido fotosintético sobre
una superficie que geométricamente ofrece
buenas ventajas funcionales.

Acumulacion de materia seca total
por planta: A través de las 28 semanas eva-
luadas, existen diferencias estadisticas alta-
mente significativas (P < 0,05) entre las plan-
tas micropropagadas y las derivadas de se-
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Figura 1. Acumulacién de materia seca por tratamiento y lectura. a. En hojas; b. En tallos vegelativos; ¢. Total por planta.




milla en las lecturas 1; 2; 5; 7; 8y 9, que favo-
recen a las multiplicadas in vitro. En términos
generales, se puede afirmar que, durante el
crecimiento vegetativo (seis primeros perio-
dos) y parte del reproductivo (hasta la sema-
na 18), las plantas multiplicadas
asexualmente presentan una mayor acumu-
lacion de materia seca que las obtenidas
sexualmente; sin embargo, a partir de la se-
mana 19, ocurre un efecto compensatorio,
ocasionado por el desarrollo de tallos flora-
les que causa, para los tres tipos de plantas,
una acumulacion de materia seca total por
planta estadisticamente semejante (Figura
1d). Es importante destacar que las diferen-
cias obtenidas en esta variable son influidas,
simultanea y de forma constante, durante las
primeras 18 semanas, por la acumulacion de
biomasa en los tallos vegetativos y, principal-
mente, en las hojas. De igual forma, el com-
portamiento oscilatorio y asimétrico que pre-
senta la pendiente en la acumulacién de ma-
teria seca total por planta, donde se alternan
pulsos pequenos y grandes, va a incidir de
forma directa en las fluctuaciones de la infor-
macion derivada, particularmente la relacio-
nada con los indices de crecimiento.

Area foliar

Con respecto al area foliar, se observa
un notable incremento a partir de la lectura 4,
como consecuencia del aporte simultaneo,
tanto de las hojas como de los tallos florales,
el cual trata de mantenerse ligeramente cons-
tante desde la lectura 10 hasta la 13, posible-
mente por un efecto compensatorio, donde
las hojas con distribucion horizontal expor-
tan y disminuyen en biomasa y nimero, mien-
tras que los tallos florales aumentan su creci-
miento y desarrolio con superficies fotosinté-
ticas distribuidas verticalmente, presumibie-
mente como una respuesta adaptativa desde
le punto de vista evolutivo.

De otra parte, las diferencias estadisti-
cas encontradas en el area foliar entre los
tres tipos de plantas, favorecen a las plantas
micropropagadas con respecto a las prove-
nientes de semilla (Figura 2) y, posiblemen-
te, ocurren como consecuencia de la previa
actividad metabdlica en condiciones in vitro
de estas plantas, que ha provocado la sinte-

Sis y acumulacion parcial de biomasa, acom-
panada de una mayor eficiencia en el mante-
nimiento de la superficie asimiladora durante
mas tiempo, tal como se evidencia en la Dura-
cién de Biomasa; ademas, la respuesta total
de crecimiento incrementa en una tasa muy
baja durante esta fase hasta el inicio y desa-
rrollo de la fase reproductiva, situacion que
sugiere un cambio en la actividad fisioldgica
del material vegetal (Saldivar et al., 1992) que,
a partir de este momento, y probablemente por
un efecto compensatorio, los tres tipos de plan-
tas incrementan la tasa de biosintesis y acu-
mulacién de materia seca en los tallos florales
en forma similar. Asi, a medida que los tallos
florales inician su desarrolio, estos se convier-
ten en fuertes demandas de fotoasimilados sin-
tetizados en fas hojas que son movilizados y
acumutados como materia seca o utilizados
en el crecimiento y diferenciacion de sus par-
tes. La falta de un control de retroalimentacion
entre las hojas y los tallos florales provoca la
senescencia foliar, antes y durante la fforacion
y determina una actividad fotosintética en la
superficie de los tallos florales (Egli y Leggett,
1976 ; Fiez et al., 1991), que trata de compen-
sar |a ausencia de las hojas en esta fase del
desarrollo vegetal con el fin de mantener un
area foliar que intercepte suficiente energia
solar, buscando que sean potencialmente mas
productivos (Valencia, 1973), aunque las plan-
tas con mayor area foliar en el periodo
reproductivo presenten un menor rendimiento
(Aguilar et al., 1984).

Duracion de la Biomasa: Existen dife-
rencias estadisticas altamente significativas
(P< 0,01) en la fase vegetativa y las dos pri-
meras etapas de la reproductiva que favore-
cen a las plantas micropropagadas sobre las
regeneradas a partir de semilia.

Bajo la concepcion de que este indice
es una medida aproxirmada de la vitalidad del
material vegetal (Hunt, 1990), se destaca el
buen estado de desarrollo en que se encuen-
tran las plantas micropropagadas durante la
fase de transicion de semillero a sitio definitivo
y de la fase vegetativa a reproductiva, compa-
radas con las regeneradas sexualmente (Fi-
gura 2); sin embargo, por efectos
compensatorios de tipo metabdlico, la dura-
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Figura 2. a. Area Foliar Promedio por Tratamiento; b. Duracion promedia por Tratamiento.

cién de biomasa y el estado fisiologico de las
plantas evaluadas es similar a lo largo de las
28 semanas de observacion.

Tasa Absoluta de Crecimiento: Uni-
camente, se presentaron diferencias estadis-
ticas altamente significativas entre las plan-
tas micropropagadas y las regeneradas a par-
tir de semilla en los periodos 4 y 6, con res-
pecto a la tasa absoluta de crecimiento en
peso, mientras que la tasa absoluta de creci-
miento en nimero de macollas y longitud de
tallo floral no presentd diferencias.

Considerando que, en el crecimiento
vegetal, el tejido fotosintético realiza la prin-
cipal contribucion en la produccién de mate-
ria secay que la tasa absoluta de crecimiento
(TAC), en cualquier momento, es el producto
de Ja tasa de incremento en peso por unidad
de area foliar y la cantidad de hojas presen-
tes (Jackson, 1963), se nota que esta Ultima
variable afecta seriamente el comportamien-
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to de la TAC en el material evaluado durante
la fase vegetativa, particularmente, en la lec-
tura cinco, que incide tanto al periodo cuatro
como al seis, donde las reproducidas
asexualmente son ligeramente favorecidas,
especialmente, las derivadas de yemas
vegetativas.

ANALISIS CUALITATIVO

A pesar de |la homogeneidad fisiolégica
gue, desde el punto de vista cuantitativo, pre-
sentd el material evaluado, especiatmente du-
rante la fase reproductiva, al momento de la
floracion se evidenciaron diferencias contun-
dentes en la expresion de la pigmentacion flo-
ral entre las plantas analizadas, donde las
multiplicadas in vitro mostraron una gran esta-
bilidad fenotipica (color azul violeta, 90 A), in-
dependientemente del tipo de explante utiliza-
do en la etapa inicial, a diferencia de ias repro-
ducidas sexualmente que presentaron un am-



plio espectro de variacion entre plantas para
esta variable (17 colores diferentes), que iba
desde el color azut violeta hasta el violeta, pa-
sando por varios subgrupos (Cuadro 1).

Estos resultados evidencian, una vez
mas, la gran estabilidad genotipica manifes-
tada a través del fenotipo y presentada por el
tejido meristematico que, gracias a su
estructuracion tisular, le favorecen continuar
con el proceso morfogenético en condicio-
nes de cultivo aséptico; asi, se sabe que los
meristemos preexistentes en las yemas guar-
dan un estricto control de su expresion, en
términos de estabilidad genética como resul-
tado de dos factores, a saber:

Cuadro 1. Porcentaje de la Expresién de Colores
Blue Micropropagadas y Derivadas de Semilla.

en

En primer lugar, se ha sugerido que
este tejido embrional posee mas mecanis-
mos de reparacion del acido desoxi-
rribonucleico (ADN) que los presentes en te-
jidos desorganizados, promoviendo que las
mutaciones sean menos probables de acu-
mularse. Segundo, los apices apicales pre-
sentan una estructura compleja consistente
en dos capas multicelulares que se mantie-
nen en los meristemos axilares subsecuentes
(Hanson y Kenny, 1985; Stafford y Warren,
1981 ; Vasil, 1984). Por ello, se ha estableci-
do que la estabilidad meristematica esta go-
bernada por un mecanismo sencillo, que con-
trola la tasa de incremento de division celular

el Céaliz de Limonium sinuatum Mill, cv. Midnight

MATERIAL VEGETAL COLOR ™ PORCENTAUJE (%)
« MICROPROPAGADO

YEMA VEGETATIVA Azul Violeta 90 A 100
YEMA FLORAL Azul Violeta 90 A 100
« DE SEMILLA 1. Azul Violeta 90 A 18
2. Azul violeta 90 B 16

3. Azul Violeta 91 C 4

4. Azul Violeta 92 B 2

5. Azul violeta 92 C 1

6. Azul Violeta 93 A 3

7. Azul violeta 93 B 2

8. Violeta 81 B 1

9. Violeta 83 B 6

10. Violeta 83 C 5

11. Violeta 85 A 7

12, Violeta 85 C 9

13. Violeta 86 A 7

14. Violeta 86 B 6

15. Violeta 86 C 7

16. Violeta 88 A 3

17. Violeta 88 B 3
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desde la parte mas superior del apice hasta
el anillo inicial, facultando a toda la zona
meristematica para reinducir una copia exac-
ta de la planta (Brown y Lérz, 1984).

De esta forma, y como era de espe-
rar, las plantas derivadas de la multiplica-
cién asexual presentaron, independiente-
mente de la fuente de! explante (yema
vegetativa o floral), una gran homogenei-
dad fenotipica, a diferencia de las multipli-
cadas sexualmente que mostraron varia-
bilidad en la expresion de la pigmentacion
de los sépalos como consecuencia de la
segregacion de caracteres heredados, pro-
pia de este sistema de reproduccion.

En términos de crecimiento, las plan-
tas micropropagadas, ademas de mostrar
un desarrollo similar a las reproducidas por
semilla, se destacan por la gran uniformi-
dad de la fioracion, sin duda, de gran im-
portancia con fines para la programacién
de 1a cosecha, particularmente, cuando se
busca satisfacer ventajas de mercadeo tal
como se ha presentado en otras especies
de interés econémico (Arias y Valverde,
1990 ; Toshihiko, 1986).

De otra parte y aunque algunos culti-
vos regenerados a partir de yemas florales
son mas precoces (Hartmann et al.,1990), en
este trabajo, se evidencié que no existieron
diferencias en el desarrollo de las plantas de-
rivadas a partir de estos dos tipos de explante
(Yema Vegetativa y Yema Floral). Sin embar-
go, la posicion de estos tejidos en el cuerpo
de la planta favorece la seleccion de las ye-
mas florales, por encontrarse en un ambiente
con menor presién de potenciales contami-
nantes superficiales que disminuyen el éxito
en el establecimiento a condiciones in vitro
de esta especie y, por consiguiente, su masi-
va multiplicacion.

Dadas las caracteristicas vegetativas y
de produccion de las plantas obtenidas in vitro
asi como la ausencia de variacion somaclonal,
se puede afirmar que este tipo de material de
siembra es una excelente alternativa
fitosanitaria y de homogeneidad genotipica
para la renovacion de plantaciones de
estatice, particularmente el cv. Midnight Biue.
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CONCLUSIONES

* Las plantas micropropagadas inician
la fase vegetativa con mayor biomasa, posi-
blemente como consecuencia del previo cre-
cimiento in vitro a diferencia de las multiplica-
das sexualmente que dependen, en este mo-
mento, de las reservas en la semilla y del
proceso morfogenético de diferenciacion.

* Las plantas micropropagadas mues-
tran un mejor desempeno cuantitativo, en tér-
minos de crecimiento, gue las producidas por
semillaZ ; sin embargo, en la fase reproducti-
va, el desarrollo de [os tres tipos de plantas
es homogéneo.

*» En la fase vegetativa, las hojas son el
principal 6rgano de crecimiento, mientras
que, en la reproductiva, son los tallos flora-
les, caracterizados por la fuerte demanda de
fotosintatos.

+ Desde el punto de vista cualitativo,
los tres tipos de plantas presentaron un des-
empefio homogéneo durante la fase
vegetativa y reproductiva hasta el momento
previo a la apertura de los botones florales.

+ Al momento de la apertura floral, las
plantas micropropagadas muestran gran uni-
formidad fenotipica en la expresion de la co-
loracion del céliz, a diferencia de la variabili-
dad manifestada en las plantas multiplicadas
sexualmente, para esta caracteristica de in-
terés econdémico.

+ Teniendo en cuenta la calidad
fitosanitaria y homogeneidad fenotipica, in-
dependientemente del tipo de explante utili-
zado en la micropropagacion, la propagacion
masiva empleando la proliferaciéon de brotes
axilares es una buena alternativa en el esta-
blecimiento de cultivos de estatice cv.
Midnight blue.
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