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RESUMEN

El anturio (Authuriten andreanum Lind.) es una planta omamental que se cultiva tanto para
flor de corte como para maceta.
En la propagacion del antuno a través de los métodos- tndlclonales in vivo: hijuelos,

esquejes y division de plantas se obuenen nlrededor de 8 plantu por afio. Por lo tanto, en el

. presente trabajo se investigo la allemltiVl de la propaglcién in vltro, con la perspectiva de

acelerar el -proceso de multiplicacion , teniendo como objetivos evaluar el efecto de la
chocinin; 6-bencilaminopurina (BA) a diferentes niveles sobre la regeneracion de plantulas y
delevrn\il»mr la concentracion ptima de BA para lograr la mejor proliferacién de brotes,
utilizando como explanto secciones de pléntulas obtenidas uéﬁticmemeg partir de semillas
maduras, estableciéndose en ¢l medio de cuitivo de Mukuhije y Sko;)g' al 50% con Ios |
macronutrientes al 50% de su concemncl(m adicionado con 0.5, 10,15, 20, 25 y 30
mg) de BA mis 0.1 g/l de cido indol butrico (AB).

Los resultndos obtenidos indicm que ¢l mejor tmnmiehto para lograr una ripida

" regeneracion de plantulas fue el nimero 2 con una concentracion de 0.5 mg/l De BA mas

ol mg/l de AlB, Iogrdndose la mayor fomclén de callo con | 24 cm de didmetro en

promeduo, y [1.14-brotes por explanto con una longitud de 0.94 mm. El enmumtemo de

los brotes solo fue posible en niveles de 0.5-a 1.0 mg/l de BA més 0.1 mg/l. De AIB. La

 obtencion de plantulas completas de Anfhurium andreanum se logré en 12 semanas desde el

establecimiento del explanto hasta en enniumiemo. :

vi
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1- INTRODUCCION

Los anturios son plantas ornamentales cultivadas tanto para flor en maceta como
para flor de corte. Estén consideradas como flores de especialidad junto con las orquideas,
aves del paraiso y heliconeas. | | '

 Lasflores de anturio con sus variados colores en forma de corazén tienen demanda
en ¢l mercado- nacional e intemacional por la atractiva vistosidad - con que adoman los
arreglos; las flores rojas son las de mayor demanda y las més cultivadas, pero las rosadai,
pnara'njadas, Blancas y bicolores soh también muy apreciadas. La durabilidad de estas flores,
su belleza y su valor, hacen Que este cultivo tenga un potencial para cultivarse en el tropico
mexicano (Murguis, 1993).
 Sin embargo, la produccion de anturios ain s encuentra limitada por varios fuctores. ‘
Los métodos tradicionales de propagacion ﬁn vivo: hijuelos, esquejes y divisién de plantas, o
bien son insuficientes para las necesidadeé reales (demasiado lentos, dificiles o incbnubles)
0 a veces son completamente inviables (l’ielil_t et al., 1974; Kunisaki, 1980; Finnie y van
Staden, 1986, Pieri, 1990). | | |

Asi mismo, la reproduccion por semilla es bastante lﬁoﬁou, su viabilidad es muy
corta y existe variacion en |a progenie (Pierik ¢f al., 1974; Geier, 1986; Geier, l99b). |
| La propagacion por medio del cultivo in vifro es una alterativa para propagar
cloﬁalmeme plantas con caracteristicas deseables o para seleccion de nuevos cultivares,

A pesar del grado de aplicabilidad llevado a cabo en 4. andreamum, atn existen

observaciones criticas acerca de la eficiencia en las técnicas de micropropagacion, ‘sobre
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todo en la etapa de establecimiento; aqul hay una notable proporcién de materiales

vegetales, los cuales no pueden ser inducidos a regenerar o en los cuales el crecimiento es

lento € inconsistente para la propagacion a gran escala (Geier, 1990).
La finalidad de esta investigac'ién es evaluar la influencia de la citocinina BA, en

combinaci6n con la auxina AlB, sobre el crecimiento y desarrollo de los explantos de 4.

 andreanum, para alcanzar una mayor eficiencia en la obtencion masiva de plantas.



Ii.- OBJETIVOS

21.- EVALUAR EL EFECTO DE LA CITOCININA '6-BENClLAMINOPURINA A
DIFERENTES NIVELES EN LA,REGENERACION DE PLANTULAS DE ANTUR!O
(Anthurium andreanum Lind.). | 7

22 DETERMINAR LA CONCENTRACION OPTIMA DE CITOCININA PARA LA
 REGENERACION DE PLANTULAS DE ANTURIO. |



1ii.- REVISION DE LITERATURA.

3.1. GENERALIDADES DE LA ESPECIE.

Con aproximadamenle 600 éspecies distribuidas en' los tropicos de Amériéa, el

~ género Anthurium constituye el mis grande de la familia Araceae. Varias especies se

- cultivan como ornamentales en jardines botdnicos, colecciones privadas o a gran-escala

comercial (Geier, 1990). 4_ crystallinum Lind. et André y algunas otras especies tienen su
valor ornamental por las hojﬁs decorativas; s¢ les encuentra en el mercado en pequefias
cantidades. Por mucho, las especies més populares y econdmicamente importantes son 4.
andreanum Lind. y 4. gc;&gmmm Scéhott, ambas poseen . atractivas ‘y duradélras‘
inflorescencias (Geier, 1990). 7

| 4 __r_ld&am es originario de Colombia y se introdujo a Europa en 1876 (Geier,

1990; Higaki y Watson, 1972).

3.2, ORIGENE HISTORIA DEL CULTIVO,

Los anturios comerciales para flor de corte (Anthurium andreanmum) nativos de
Colombia (Graf, 1974; Higaki y _Wltéon; 1972), fueron introducidos a Hawai procedentes |
de Londres en |1889 (Hignki y Watson, 1972); en las islas se empezaron a-cultivar, y después
de mucho tiempo de hibridacion a partir dé tonéxs rosas, se obtuvo Ul\l‘lm'plil Qima de
colores (Higaki y Watson, 1972). A mediados de siglo, los holandeses comgninron tn"mﬁlén‘-
un programa de mejoramiento que junto con los hawaianos en Ia. aétuulidad sén’los

principales productores de variedades.



En México no se tiene una fecha precisa de cuando fueron introducidos éstos, pero
se cree que en la década entre 1930 y 1940, se empéwon a cultivar a nivel de traspatio, o

como planta de interior en 1a region de Fortin dé las Flo'reé, Veracruz (Murguia, 1991).

3.3. IMPORTANCIA ECONOMICA.
A. andreanum se cultiva casi cxclusivamenté Wl I ptoduccibn de flor de corte
~ (Geier, 19%0). En ¢l mundo, los principales productores son Estados Unidos con 200
hectireas en Hawaii (Hara; Nishijima; e/ al 1989), Holanda con 60 hectireas; Italia;
Alemania; Espafia (Saenz, 1992); Tahiti; Filipinas; Brasil, Venczuela y Colombia_ (Alvarez,
1991).
EnHawaii el 4. M es ¢l cultivo mis Wﬁ como flor de corte; el valor
de las flores producidas en 1986 fue de 9.9 millones de dolares (Geier, 1990).
| En Meéxico, se estima que se cultivan 10 hectireas para flor. de corte (Murguis, |
1993), siendo los principales estados pmi!udom: Veracruz, en Fortin de’ Ing Flores,
Cordoba y Coafepec;' Morelos, en Cuemavacs; Colina y Queréiaro.
 En el pais, en 1992 una docena de flores de anturio legb a valer N 250,00 (Saenz
©1992), y partiendo de que una hectirea puede produw 500 mil flores al afio (Afdlmo,"
1991), se deduce que los rendimientos econdmicos son bastante halagadores, aunque los . k
costos de produccion son también elevados.
Sin embargo, la produccion naciona! surte un mercado. nacional insatisfecho, lo que

hace que se importen flores bisicamente de Holanda (Murguia, 1991, Murguia, 1993).



34, CLASIF[CAClON TAXONOMICA.

Los anturios pertenecen a la familia Araceae,.subfamilia Pothoideae (Cuadro 1), y
son del género Anthurium (Croat, i983). Este género éuenta con mas de 600 espe'cies
(Geier, 1990), distribuidas desde el norte de México y las Grandes Antillas, hasta el sur de
Brasil, norte dei Argentina y Paraguay; tan éblé en M.éxico y Centroamén'ca en forma

silvestre _hay éproximudameme 219 especies del género Anthurium (Croat, 1983).

CUADRO 1, CLASIFICACION TAXONOMICA
Reino: ' Vegetal
Divisién; ' Embriophyta

- Subdivisién: Anglospermae
Clase: . Monocotiledonese
Orden: P Espathifiorae -
Familia: Araceae -
Subfamilia: " Photoldeae
Género: Anthurium

| Eapecie 4
FUENTE: Bailey, 1977, Croat, 1983

V Dentro del género Anthurium se en‘cuéniran ent're otras, las siguientes especies

| (Graf; 1974; Sheffer y Kamemoto, 1979): | |
A. andreanum = Es Ia especie mis importante desde el punto de vists econdmico, y és ,
donde estdn la mayoria de las variedudcs comerciales; tienen espatas o bracteas grundés. |
4. scherzerianum = Segunda especie en importancia econdmica, se caracteriza pbr tener
hojas mas pequefias, no amraidnudns, tienen bracteas rojojnaranja o blancas con manchas

rojo-naranja y espidice largo y helicoidal,

6



A. erystallimem = De hojas grandes, acorazonadas y rayado blanco, son plantas bellas por su

follaje.

3.4.1, DESCRIPCION BOTANICA Y FISIOLOGIA.

La planta de anturio es perenne con una vida productiva de varios aflos, es herbicea

'y monocotiledonea (Higaki, Rasmussen y Carpenter, 1984).

La rafz es fibrosa, cilindrica, de consistencia camosa, nbvprofundiu mucho, blanca, :
con produccion de raices adventicias. El tallo es caulinar, monopédico, simple, hefbﬁceo
cuando joven y semi-lefloso cuando adulto, llega a crecer hasta 1.5 m. (Higaki, Rasmusseny

Cn.rpcnter,v 1984). Las hojas son grandes, anuales, de 30 cm. de longitud por 20 cm. de

 ancho, de peciolo largo y color verde brillante, de dpice agudo y base cordiforme, ¢l borde
. es liso, con una disposicion aitemada en el tallo, el peciolo de Ia hoja es envuelto por una

~ vaina inserta en el tallo (Bailey, 1977, Higaki, Rasmussen y Cafpenter, 1984). E! talio

principal produce de 3 a 8 hojas por afio depm&iendo de su nutricion, ambiente y variedad

(Figura 1).Las flores estén @pﬂu en una inflorescencia en forma de espidice, éate es de

~unos 9.5 cm. aproximadamente, grueso, de colores amarillo, blanco, verde, rojizo, con

aproximadamente 300 florecillas diminutas, las cuales son blancas, hermafroditas, con |
ovario, 2 carpelos y 4 anteras, El perianto consiste de 4 pétalos camosos. Cuando madura la
flor, el estigma aparece con una protuberancia redondeada en el -espidice; cuando estin

listos para ser polinizados aparecen hiimedos y brillantes.



FIGURA 1. PLANTA TIPICA DE ANTURIO Y SUS PARTES.

Flores Bolénicas

Yomaas laterales

Talio

Fuente: Murguia, 1993




El espadice est4 cubierto por una gran hoja modificada llamada espata o bractea de
colores vistosos como rojo, naranja, blanco, rosado, café, colores combinados y, diferentes
tonalidades de los colores anteriores _(Higaki, Rasmussen y- Carpenter, 1984; Higaki y

Waison_, 1972).

3.5. PROPAGACION DE ANTURIO,

En principio iu plantas se pueden multiplicar de dos maneras: vegetativamente (de
forma auxuél. también llamada clonado), y de forma generativa (sexualmente, por semillgs). ‘
Los dos tipos de propagacion pueden ser iﬁlposibleis en determinadas condiciones. Cuando
ha mulﬁpliucién sexual no es‘misflctoria (no se forman semillas, se forman muy poén, 0
Iﬁ semillas piétden r‘pidumeme s capacidad germinativa), se suele buscar la mulliplicléi(in

vegetativa. (Pierik, 1990).

3.5.1, REPRODUCCION SEXUAL. ‘
Convenciomalmente, los lmunos son proplsldos por lemﬂlu 4 Mm y 4_’

scher;erlaimm son una mezcla de especies con flores protoslnus A pesar de que Tas plantas

son‘ compstibles, usualmente se prefiere la polinizacion cruzads entre plantas selecclomdu. .

en la produccion comercial de semilias, El tiempo requerido desde Ia pblinimién ah

- maduracion de las semillas esde 6 a 7 mem para A. andreanum y de 10 & 12 meses para 4. .

uher;_er{a'wm Las semillas no pueden ser almwemdu y ‘por es0 s¢ deben sembrar

mmedutnmente (Geier, l990)



La propagacion por semilla es un método largo que toma de 1-1/2 a 3 afios para que
las plantas florezcan, y los cultivares no se reproducen con fidelidad por semillas (Higaki y

Watson, 1972).

3.52. MULTIPLICACION ASEXUAL.

Una forma comin de propagar plantas es por métodos asexuales. Para propagar

plantas asexualmente se usan porciones de éstas como estacas, rizomas, tubérculos, etc., que

pueden dar origen a nﬁevos individuos. La pmpag;cio:i asexuil asegura que las- plantas

derivadas de una planta inicial tengan la misma informacion genética para constituir un clon

'y conservan las mismas potencialidades productivas de la planta inicial. (Hartman y Kes;ner,

1988),

La propagnqién asexual & indisﬁensgble cuando’ la_multiplicacion sexual .no es
satisfactoria por no formar semillas o formar- muy pocas o que las semillas pierden ‘;
rpidamente su capacidad germinativa (Pieﬁk. l9§0). ' R

La propagacion de ahturioé se realiu con‘visugos, con raices. aéreas del tallo
ﬁrincipal o esquejes terminales de 2 0 3 hojas, enraizados bajo ‘roclo intermitente (Hinmnn,
Kester.‘y Davis, 1990). : ‘

>EI ;inturio se puede propagar por métodos in vi)ro usando un expllnté de yema

vegetativa (Kunisaki, 1980).

]



3.6. CULTIVO IN VITRO.
3.6.1. DEFINICION.

La técnica de cultivo in vitro de tejidos consiste en cultivar en medios nutritivos
adecuados y en forma aséptica, pices de raiz y de tallo, primordios de hoja o partes
inmaduras de flores, frutos inmaduros, érganés aislados de tallo y hoja y algunas’ veces

ovarios, Gvulos, anteras y polen (Street, 1977; citado por Navarro y Vera, 1994).

3.6.2. GENERALIDADES DEL CULTIVO IN VITRO.

La propagacion /n vitro, micropropagacién o cultivo de tejidos es uno de los

sistemas de multiplicacion de plantas en forma asexual que en la actualidad ofrece una serie.

de ventajas sobre los sistemas tradicionales de propagacion (estacas, estolones, tubérculos,
rizomas y bulbos) (Murashige, 1978; citado por Cruz, 1983).

' La propagacion clonal de plantas por cultivo ’de'tejidos‘ sebasa enel prihcipio de que
toda célula vegetal tiene la informacion genética para regﬁmr un organismo completo, y

para que [a céula pueda expresar este potencial es necesario que‘ se le proporcionen las

condiciones -ambientales adecuadas, utilizando principalmente medios nutritivos 4de ‘

composicion definida en rccipientes. de vidrio y condiciones asépticas en todas las etapas de-

 propagacion. Estas condiciones han aido agrupadas de ia forma siguiente:

a) Condiciones quimicas o medio de cultivo: compuestos inorginicos como macronutrientes

|y micronutrientes, compuestos orgénicos como carbohidratos, vitaminas, aminodcidos,

reguladores de crecimiento, complejos orghnicos y sustancias de soporte fisico como agw.

b) Condiciones fisicas: temperatura, iluminacion, humedad relativa y gases atmosféricos, -



3.6.2.1. METODOS BASICOS DE CULTIVO DE TEJIDOS.

| Bengochea y Dodds (1983) mencionan scis métodos bisicos de cultivo de tejidos por
los.que puede ser propagadx:t una planta:
3) Cultivo de callos y de células en sus;.).ensibn, b) Cultivo de é(ganos, ¢) Cultivo de
eimbriones, €) Cultivo de anteras y bolen ¥, f) Cultivo de células en aisiamien_to y

protoplastos.

13,6.2.2. ETAPAS DE PROPAGACION DE PLANTAS POR CULTIVO DE TEJIDOS.

Murashige (1974) describio un esquema de propagacion in vifro estableciendo una - -

serie de cuatro etapas; posteriormeme‘fue revisado por Debergh y Maene (1981) pm
considerar cinco etapas de propugicién en base a la experiencia obtenida en laboratorios

comerciales:

- "ETAPAO. Pr,epm‘cibyn de plantis madre bajo condiciones higiénicas.

Se ha enfatizado que hay un gran 'poléncial para la dispersion de patogenos
sistémicos en plantas proplgidu veget'a”tiv.m.uenté'y que la condicion fisiologica de las
plantas madre determina la respuesta en el medio de éuitivo,'por lo qu? el objetivo de esta
etapa es proporcionar material vegemivo'en situacion sanitaria adecuada que ayude a
reducir la contaminacion durante |a etapa de establecimiento de cul’tivos asépticos, |

_ETAPA 1. Establecimiento de un cultivo aséptico. |
Al establecer tejidos‘vegehle‘s en el medio de cultivo se busca que este sea aséptico,
En esta etapa puede ocurrir un»ilargm_niemo de hrotés apicaleé, enraizamiento de brbtes,

proliferacion de callos, etc. El objetivo principal cs que ¢ cultivo sea establecido libre de
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contaminacion por microorganismos, que una adecuada proporcion de los explantos
sobrevivan al cultivo y que tenga‘n un ripido cn_ecinhiento.
"ETAPA 2. Multiplicacion de propigulos. ﬁ
Se Susca que produzea un ripido incremento de organos y otras estructuras, las
cuales posteriormente pueden_d_lr origen a plantlé, El incremento puede ser ‘obtenidc.) por |
induccion de 6rganos adventicios, fonmciéﬁ de embrioneé o por incremento de brotes
axilares. | |
ETAPA 3. Preparacion para restu_bleciﬁicnto de plantas en suelo.
El objetivo es preparar a los propigulos para una exitosa transferencia a suelo por lo
que en esta etapa se considera:
8) El enraizamiento de los brotes (en algunas especics)
b) Crecimiento de los brotes. ‘
c) Endurecimiento de las plantas para impartir alguna tolerancia a tension de humedad.
d) Obtencion de cierto grado de resistencia a ciertos pnégeﬁos.
€) Cénversién de las plantas de un estado hetcrot;éﬁcé a un autotréfico.
| Los cultivos de la etapa 3 frecuentemente ion llevados a ‘invernldero para
endurecimiento y para ayudar a reducir' dificultades en ia irmsferenci_t de in vitro : in ww) '
(Sagawa y Kunisaki, 1990).
ETAPA 4, Enraizamiento in vivo y aclimatacion.
La aclimatpcién €8 necesaria para plantas producildl‘s in vitro. La aclimatacion se
deﬂne como el -proceso por el cual un o;gnnislho se adapta a Un cambio ambiental. La

transferencia de plantas o brotes de medio de cultivo a un sustrlto'pa‘rn enraizamiento y
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aclimatacion debe considerar el uso de mezclas de enraizamiento esterilizadas, uso de

somnbras parciales y de alta humedad relativa por algunos dias.

3.6.3, ANTECEDENTES DEL CULTIVO IN VITRO EN ANTURIO,

Pierik ef al. (1974) iniciaron la propagacion de 4. andreanum por cultivo de tejidos -

(Ver cuadro 2), Este método descrito en 1976 por Pierik se baso en la formacion de callos.

sobre explantos de hoja, en el subcultivo de callos, en la regeneracion de brotes adventicios
y, enel corte de brotes de raiz, |
Tgualmente, Ferzing y Lutz (1977) (citados por Soczek y Hempel, 1989), Keller et
al. (1986) uﬁliuron ¢ subcultivo de callos como base de la micropropagacién de Anthurium
Kunisaki (1977, 1980) estimuld la organogénesis en A. andreanum utilizando brotes
desarrollados de yemas mhres yllevd al ubo su prolnferwén
Rosario y Lapitan (1981) (citados por Ge:er. 1990) indujeron 1a regeneracion de

plantas via callo embrionario.

CUADRO’(Z. INVESTIGACIONES DE CULTIVO IN VITRO EN AN[EU&UM
ANDREANUM.

Especie Explanio Objetivos y Resultados ‘ Rcfergmin :

‘A gndreanum | Embrioncs y - tejidos| Potencial imorfogenético de varios | Pierik ef al, (1974a b).
inmaduros de  plantas|tipos de cxplantes. Formacién dc | Hauzinska (1976),
adultas (hoja, peciolo, | callos, broies adventicios de callos,

espata, pedinculo). enraizamicnto de brotes,
Callos derivados ~ de] Crecimiento de caflo ‘cn. cultivo) Pierik (1975).
cspatay de hojas. liquido. Mcjoramicnto ‘cn- los

; " { Indices de crecimiento.
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CUADRO 2. (Continuacién)

A. andreanum | Hoja

Hoja,

Hoja.

Hoja,

Semillas:

Hoja.

cspidice, raiz,

Hoja,_ pedinculo, espata,

Yeias axilares, -

Yemas axi!ares.

Hoja, peciolo, cspata,

Mejoramiento  del - medio para
induccion y multiplicacién de
callos, fonmacion - dc  brotes 'y
enraizamiento de brotes,  Efecto
del NH,NO, sobre la formacion de

Reevaluacién y cvaluacion de
plintulas regeneradas via callo,
Efecto del  genotipo- en la
regenenacion,

Estudio  comparativo ~ sobre
Induccion de callos, formacitn de

* | brotes adventicios y enraizamiento

debrotes, -

Mejoramiento de los méiodos de
micropropagacién - ulilizando . la
proliferacidn de brotes,

Efecto del NH,, 1as citocininas y 1a
fuz en ia formacin de brotes
adventicios de callo primario.

Método de micropropagacién (no
s¢ dan dellics)

Método ‘de micropropagacion

| usando protiferacion de beotes.

Regenenc“n de plintulas via
callo embrionario,

Uso de un estabilizador cclulosico
en ¢l medio como sustilulo del
agar,

Efecto del medio y Ia luz sobre ¢!
callo y la regeneracion de brotes.

Picrik el al. (1975).
Picrik (1976).

Leffring ef al. (1976ab,
1977).
Novak y Nepustil (1980).

Ferzing y Lutz (1977).
Leffring y Soede (1978,
1979a,b),

Picrik et al. (1979).

Holdgale (1977).
Kunisakl (1977, 1980), -
Rosario y Lapitan (1981),

Kellere/al. (1986).

Finnic y van Staden
(1986). -

Fuente: Geier, 1990,
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3.64. MEDIO DE CULTIVO.

El medio de cultivo es uno de los factores esenciates para el crecimiento y desarrollo
de los tejidos vegetales en la propagacion in vitro. (Murashige, 1974).

Los nutrientes, como elementos bésicos de un mediq’ dé cultivo, se componen de una
mezcla balanceada de macro y micronutrientes inorgénicos (sales de clom;os, nitratos,
sulfatos, fosfatos, ademis de iones de ‘calcio (Ca), Magnesio (Mg), Potasio (K), Sodio (Na),
hiéno (Fe), manganeso (Mn), zinc (Zn) 'y boro B); y co:mpuevstos orginicos (vitaminas, |
aminodcidos y carbohidratos) (Léppl' i9§$).

- Cada especie, cada érgano, tiene probablemente, segin su estado ﬁsiolééico,
requerimientos nutricionales diferentes (Margars, 1988). La bisqueda de las nec«idtdﬁ
para cads esbecive. €5 una tarea afdu_l y muy dificil. Esto ha hecho que ciertos medios
propuestos por diferentes autores, y que Inn dado una respuesta satisfactoria de
crecirniento, hayan sido acepiados coﬁ ligeras varimt?s y generalizado su ubp. (Guevar,
19870). |

Algunos medios de cultivo de uso general se mencionan a continuacion:

8) Murashige y Skoog o MS (1962). inlci‘lmenie desarrollado para ¢l cultivo de callos en
tabaco, ha probado ser muy exitoso en muchas especies coﬁ ligeras modificaciones, Presenta
L concentrﬁoneé lltus de nitrato y amonio lo que permife su uso-en cultivo de meristemos y
e#tqdio de organogeénesis, Es probablemente el me4i0 més utilizado, (Cuadro 3).

b) Me&io BS (Gamborg et al., 1968). Desarrollado inicialmente para el cultivo de células de
soja, su uso s¢ ha generalizado en el 'cﬁltivo de oélulas.iPrésema bajos contenidos -de

amonio,



c) Schemk y Hildebrandt (1972) (SH). Utilizado para la formacién de callos tanto en
monocotiledoneas como en dicotiledoneas.

d) Woody Plant Medium (Lloy y Mc Cown, 1980) (WPM). Aunque muy reciente, tiende a
generalizarse para las plantas lefiosas que han manifestado problemas en ¢l medio MS por su

alto contenido mineral. Su bajo contenido idnico lo hace adecuado para la segunda fase de!

cultivo.

CUADRO 3, MEDIO DE CULTIVO DE MURASHIGE Y SKOOG (1962).
. SALES INORGANICAS

[MACRONUTRIENTES (mg/) MICRONUTRIENTES _ (mg/)

NH.NO, 1650 MoSO4HO 23

KNO, 1900 HBO, 62

CaCl;2H;0 M ZnS0,7H;0 8.6

MgS0,7H.0 - KI o 0.8

KHPO, 170 NeMoOZHO 025

Na; - EDTA N3 |CoCl6H0 0025

FeSO,7H,0 a8 Jausosio 0025

. COMPUESTOS ORGANICOS

Myo-inositol 100 mg/t Glicina  20mg

Ac. Nicatinico 0.5 mg/l Sscarosa 30grA

Piridoxina 0.5 mgh -~ Agar 6.0grA

Tiamina 0.1 mg | :

~ Fuente: Gamborg, e/ al., 1976,

Enla 'mnyorii de las investigaciones del cultivo in vitro en Anthurium andreanum, el

medio bisico utilizado deriva de la formula MS (Geier, 1990).



Excepto Kunisaki (1977,1980) quién emple6 el medio’MS' con las sales mincrales al

100% de su concentracién, los demas investigadbres utilizaron basicamente el medio MS

“con los macronutnentes a la mitad de su concentracion, ¢ inclusive menos concentrada y los
mlcronuuentes al 100%. | . _ .

Pierik y colaboradores (1975) (citados por Geier, 1990) y Pierik (1976) iniciaron una

seric de modificaciones al medio MS cambiando la concentracion individual de las sales para

las etapas sucesivas de induccion de callos, multiplicacién y regeneraciém de plﬁllulas en

Y| nihurium Me_an_m

. Posteriormente, Lefting y Soede (1979) (citados por Geier, 1990) adoptaron esta

secuencia en la modificacion del medio bﬁlco;' asi como también Novak y Nepustil' (1980)
(citados por Geler, 1990). ‘ _ . |

~ Geler (1982) y Geier y Reuther (1991) (citados por Geier, 1990) utilizaron el medio
modificado de Nitsch (1969); (jue tiene una obmposicién ‘similar al MS, para cultivar tejidos
en 4. scherzerianum. | | |

Lighlboufn y Prlud (1990)‘utiliwon el ﬁledio bAsico de Nilsph (1969) parh cultivar -

ho;u de cuatro culuvares ded. gL___ggy_m

Pan cultivar explantos de espidices y scgmentos de hojade 4. w_m FOJI
Sangama (1991) emplearon ¢ medio modificadode Nntsch.

3.64.1. SALES MINERALES,

Los elementos necesarios para Ia vida de la planta se dividen en macronutrientes y

micronutrientes:



a) Macronutrientes.

Los tejidos en cultivo requieren de una fuente continua de compuestos inorgénicos.
Ademés del carbono, oxigeno e hidrogeno, que forman cerca del 95% de la materia seca, los
otros kseis macronutrientes indispensables y mas uiilizados en el cultivo in vitro son:
nitrogeno, fosforo, azufre, potasio, calcio y magnesid. (Lopez, 1985, Margara, 1988).

El nitrégeno, e fosforo y.el azﬁ(‘re son mnstitﬁjéntes fundamentales de los tejidbs
vegetales (proteinas, dcidos nucleicos, etc.). Los otros tres, inlcrvienen enla conservaéién
de los equilibrios idnicos en la planta y sus efectos son multiples. (Margua, l§88).

b) Micronulrientgs. |

Los ﬁﬁcronutrientes juegan un papel esencial en los mecanismos enzimaticos como

activadores o constituyentes de las coenzimﬁs. Los principlles micronutrientes son; hi“erro,y

cobre, cobre, zinc, manganeso, molibdeno y boro,

3.64.2. VITAMINAS,
Varias vitaminas favorecen el crecixhiento delos tejidol en cultivo in vitro (Margara,

.- 1988). |

" De todas las vitaminas empleadas, Gnicamente las del complejo B (tiamina, ‘dcido
nicotinico, Piridoxina HCL) son necesarias (Guevars, 1987a) y de éstas, sblo a la tiamina se.

le reconoce habitualmente un efecto neto; aportada generalmente a concentraciones de entre

0.1y 1.0 mg/l. (Margara, 1988).
Un compuesto que frecuentemente st agrega  las vitaminas s el myo-inositol (no es

propiamente una vitamina sino un lmur-déohd). Su efecto sobre la proliferacitn de tejidos



y eventualmente sobre la activacion de la organogénesis es, en ocasiones muy claro, Puede

emplearse a fuertes concentraciones (50 a 500 mg/l) (Guevara, 1987a; Margara, 1988).

3.64.3. AZUCARES,

La mnyéria de los cultivos in vitro son heterogréﬁcés (Pierik, 1990), con respecto al
carbono, debido a Ia. ausencia o insuficiencia de asimilacion clorofilica, y réquieren de una
fuen£§ de Momdmtos para obtener la‘energia néeésnn'a pa‘ra su crecimiento y desarrolio
(Guevara, ]987a; Margara, ‘|988). :

La‘ sacarosa es la fuente de catbohidrawsv’dev tﬁayor uso en los cultivos, su
concentracion generalmente va de 1.a S%. {Guevara, 1987a, Piérik, 1990). En cienos caéos ‘
se recomiendan otros azicares como la glucoéa o la fructuosa. Esto va a depender del -
cultivo y la especie. | |

Los azicares estdn involucrados en los procesos de diferenciaciﬁn celular,
favoreciendo la formacion de elementos vasculares y de la clorofila en los cultivos.

(Mergars, 1988).

3.64.4. AGENTES GELIFICANfES.

Muchos cultivos se desarrollan en un medio liquido sin necesidad d: un soporte para
el explanto. Si bien se logra ‘cr'eciﬁ\ienté en algunos casos, casi nunca se observa
organogénesis. Es asi que en muchos cultivos se utiliza un medio‘ liquido incorporando un

puente de papel filtro sobre el.cual se deposita el explanto (_Gumra, 1987a).
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Un agente gelificante que ha sido uliiizado en forma casi unanime hasta el momento
es el agar: una sustancia derivada de algas; La solidez del medio varia segun la cantidad
Qgregada, generalmente es dg 7 a8 gr./I. Esta va a variar segin la pureza del compuesto y la
fineza de su preparacion. (Guévm, 1987a, Pierik, 1990). |

Actualmente han sido propuestas otras sustancias gelificantes mas puras como el
Gel-rite, Bacto-agar Difco, Phytagar, etc.) péro §U USO0 &N no e tan amplio como el agar.

(Guevara, 1987a),

3645, pH.
E! pH del medio de cultivo debe ser tal que no altere la funcion de las membranas -
' celulares o el aistema buffer‘.del' citoplasma (Guevara, 1987a). Se considera que un pH en el
rango de 5‘0;6.5 es apto para el crecimiento y desarrollo in vitro. (Pierik, 1990). Si el pH es
© demasiado bajo, pﬁeden presentarse {as siguientes complicaciones (Butenko, 1968; citldo‘
por Pierik, 1990): | v » |
a) ‘La auxina AlA'y el dcido giberélim se vuclven menos estables, b) el agar pierde 8-

rigidez, c) alguhn sales (fosfato o hierro) pueden breéipilar, d) a vitamina B, y el icido

3 pantoténico se vuelven menos estables y ¢) se retarda la absorcion de iones amonio.

3.6.4.6. REGULADORES DE CRECIMIENTO.
Las hormonas son, por definicién, compuestos orginicos sintetizados por las plantas,
que influyen sobre el crecimiento y desarrollo; actian generalmente en un lugar diferente a

donde son producidas y se encuentran presentes y activas en muy pequefias cantidades.
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Aparte de estos productos naturales se han desarrollado otros de tipo sintético, que pueden
tener una actividad semejante a la de lés primeros. Al conjunto de estos productos
sintéticos, junto con las hormonas, se denomina reguladores de crecimiento. (Pierik, 1990).

Actualménte, los réguladores de crecimiento se agrupan en cinco tipos basicos:
auxinas, citocininas, giberelinas, acido abscisico y etileno, (Margara, 19885.

Los principios de Ia técnica de cultivo in vitro, asi como su desarrollo posterior,
rqbdsaban en parte en el conocimiénto y qtiliﬁcién de _Ias auxiﬁas. La expansibn actual de
las investigaciones sobre Ia organogénesis y las aplicapioﬁes sla lﬁultiplicacién vegetativa
esta ampliamente ligada a la utilizacion conjunta o secuencial de suxinas y- citocininas.
(Margara, 1988), |

La importancia de las giberelinas en el cultivo in vitro parece mucho menof
(Margara, 1988) y generalmente este grupo de cdmpucstos no se utiliza (Pierik, 1990).

El 4cido abscisico (ABA) y los compuestos que deépreﬁden etileno solamente se haﬁ

utilizado en algin caso excepcional. (Margara, 1988).

3646.1. AUXINAS.

Las auxinas participan ampliamente en la urguhi;cc_:iéh de los pracesos vegetales
(Barba, 1994), generalmente producen clongacion celulary evxp;i_\vsibvn ﬁe los teinos, divisib:; |
célular (formacion d_e ull’o) y formacion de. raices advenkiéils; inhiben la formacion de
vistagos ;xi,lms yl ndvenﬁcios, y frecuentemente favorecen la embrioéénesis en los cull?vos .

en susbensién. (Pierik, 1990).
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Las auxinas sintéticas y relativamente més activas que se afladen frecuentemente a
los medios de cultivo son: dcido indol butirico (AIB), acido naﬁalcnacéticq (ANA) y dcido
2,4-Diclorofenoxfacético (2,4-D). Se utilizan en concentraciones de 0.001 a 10.0 mg/l.
(Picrik, 1990). o

El acido indol acético es una auxina que se producé dé forma natural en las plantas,
se agrega a los medios en concentraciones de 0.01 a 10.0 mg/l._ (Pierik, 1990); pero tiene el
inconveniente de degradarse ﬁcilmént_e conlaluz (Guevara, I987b).

El AIA y el AIB son auxinas relativamente débilés. ¢l ANA es una auxina fuerté,
muy estable, utilizada especialmente para provocar Ii rizogénesis, el 2,4-D es una auxina
bmuy fuerte que se hace toxica para concentraciones elevadas y provocayla reaccion -
hiperhidrica de los tejidos. Con frecuencia resulta poco eﬁcaz sobre la organogéneéis‘

(Margara, 1988).

3.646.2, CITOCIN[NAS.
Las citocininas promueven la division ceiullf; generalmente inhiben el crecimiento de
| las raices, pudiendo estimulir en muy bajas concentraciones la iniciacion del crecimiento de
las raices Int&ales; ndemﬁs inhiben la elongacion del tallo, pero cﬁtimulln ¢l alargamiento de
las hojas (Barba, 1994); actian enel rétu_so de s_euesbencin, en la disminucion de |l’ :
dominancia apical 'y tienen un pnpél fundamenta! en s orgmoﬁénuiq (Guevara, 1987b;
Pierik, 1990; Rarba, 1994); ya que pueden ser inducidas yemas en tejidos in ;’llro decallo,

hojas, ralces, cotiledones o secciones de tallo (Barba, [’994).'
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La induccion in vitro de 6rganos por las citocininas esta encaminada a la formacion
de yemas, las cuales son obtenidas con base en una proporcion de citocininas alta con
respecto a las auxinas (Barba, l§94). :

Las citocininas qﬁe se utilizan con mayor frecuencia para estimular el crecimiento y
¢l desarrollo in vitro son: 6-furfurilaminopurina (Kinetina), 6-bencilaminqpurinn (BA), 2-
isopentiladenina (2iP) y 6-(4-hidroxi-3-metil-2-butenilamino)purina (Zeatina) (Margarh,

1988; Pierik, 1990). La citocinina 6-bencilaminopurina se utiliza con frecuencia 'debic,lo asu

gran actividad y bajo costo (Margara; 1988).

365, ESTABLECIMIENTO ASEPTICO DEL CULTIVO

En 1990 Geier describe un método pmi la desinfeccion del material vegetal, con el
fin de lograr un 6ptimo establecimiento de los cultivos in vitro, basado en la experiencia
obtenida por Pierik ¢ al. (1974), Kunisaki (1977, 1980), Pierik et al. (1979), y Geier
(1986). E! material vegetal se desinfecfa en alcohol al 70% durante alguﬁos segut;dos, s
se.gu'lda por una inmersion en solucién de NaCIO; hasta contener 15 g/l de cloro acti;/o y
suplemeniado con 0.5 mi de Tween 20. Las hojas tiemas son mantenidas en esta solucion
durante 10-15 minutos. Las inﬂore#oencias conla espatva aiin cerrada son desinfeciadas enla
misma forma; después de elim‘inar la espata, el espadice es !rvafudo'nu‘evamente con una
solucion de NuCIO. Iguaimente, los explantos de yema después de ser extraidos,
previamente desinfectadas ﬂns secciones nodales, asi como también las semillas, La superficie ‘

de la semilla es esterilizada, después se disecciona y son nuevamente desinfectadas utilizando -

¢l mismo tratamiento aplicado a lis hojas. La solucion de NaCiO tiene que removerse
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perfectamente para obtener un ptimo crecimiento en los cultivos primarios; se recomienda
tres enjuagues consecutivos con agua esterilizada. Las semillas son desinfectadas mas

efectivamente, en los explantos de hoja se espera un promedio de contaminacion del 10 al

20%. Los mayores indices de contaminacion se presenun en explantos de yemis axilares y

en espidibes; en los explantos de espidices de 4. scherzerignum no es raro un indice de

hasta el 75% de cultivos contaminados. Abute delas infecciones observadas en los cultivos
primarios, |a contaminacion puede volverse aparente después de repetir los subcultivos;
El tamafio de los explantos utilizados cominmente es Je 103 14 mm cuadrados, en

el caso de |as hojas y secciones de espata, de 8-10 mm. de longitud para lis secciones de

 peclolo, pediinculo y espidice; y de 1-2 mm de diémelro para yems axilares, Para induci 1a

regeneracion de los embriones, lo mis conveniente es separar [as semillas longitudi_mlmnte.

3,6,6. MORFOGENESIS Y REGENERACION DE EXPLANTOS. ,
La regeneracion de organos (por formacion advemicu o ‘p_or nucva formacion) que

no estuvieran presentes en ¢ momento del aislamiento, es un proceso extremadamente

complejo, por las siguientes razones (Pierik, 1990)

) Las comrelaciones existentes deben ser rotas, antes de establecer otras nuevas que

condumn ala regeneucibn de drganos.

~ b) En ese proceso s pueden distinguir las siguicntes etapas:

Dcsdlfemclmén de células diferenciadas.
-- Division celular, puede comenzar la diferenciacion de 6rgnnos

. = Diferenciacion de 6rganos (folmlclén).

- Desasrollo de organos,
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¢) Existen limitaciones tanto cualitativas conto cuantitativas debidas a un gran nimero de
factores; inherentes al material vegetal, debidos a las condiciones de crecimiento de los
vegetales cn el invernadero o en el campo, debidos a la posicion del explanto sobre la planta,
a la época del afio, al nivel de hormonas endégenas, etc. |

La regeneracion de plantulas de 4. MM se - ha obtenido via callo a partir de
cultivo de embriones y de explantos de hoja, peclolé, pedinculo, espata y espadice, o
~ también, sin la formacin de callos y con explantos de yemas axilares (Geier, 1990) (Figura
2), |

Pierik y colaboradores (1974) lograron inducir, por primera vez, la reﬁeneracién, de
plantas en 4. andreanum, primero en tejidos de embriones y plantulas y, posteriormente, en -
partes no tﬁerislemiticas de plantas maduras. En sus experimentos, todos los tipos de
explantos formaron callo espontineamente despué; por Quﬁculiivo dieron origen a brdles ‘
adventicios. | o

Considerando que Pierik (1976) propuso un método de micropropagacion de A,
andreamum basado en el método de mﬁltiplicacib,n de callos, Kunisaki (1977, 1980) y
Lefring y Soqde (1978, 1979ab) (citédds por Geier, 1990) desarrollaron méto&os
alternativos utilizando la proliferacion de brotes como medio de multiplicacion,

Kunisaki (1977, 1980) evitt la formacion inicial de callo utilizando como explanto
brotes desarrollados de yemas axilares. La formacion de brotes fue inducida con un bajo-
crecimiento de callo, o

Zimmer y Bahnannd (1982) (cit;dos por Geier, 1996) ipdujeron la proliferacion de

brotes en semillas germinadas de A. scherzerianum.
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FIGURA 2, MORFOGENESIS EN ANTURIO,

(li.b) Formacion de callo a partir de secciones de espddice. (2) Establecimiento de callo & partir d
* . secciones de hojs. (3) Formacion de brotes a partir de yemas axilares. (42) Proliferacion de callos en la.

oscuridad. (4b) Multiplicacion de callos bajo lluminacién. (3) Multiplicacién' de brotes ‘aisiados para
proliferacion de brotes. (6) Enraizamiento dé brotes aislados. (7) Establecimicnto de plintulas a suclo.

.

Fuente: Geier, 1990




Zens 'y Zimmer (1988) (citados por Geier, 1990) al estudiar fa histologla en la
proliferacion de brotes en plantulas de 4 scherzerianum vevelaron dos tipos de
organogeénesis: desarrollo directo del brote a partir del.cpicétilo y desarrollo indirecto via

formacion de callo a partir de todas las partes de Ii plﬁntuli.

3.66.1. INDUCCION DE CA‘LL(‘)S._" o
| Un callo es basicamente un | tejido. lumovral.v més o menos. organiza&o, que
generalmente surge sobre heridas de drganos y tejidos diferenciados. Se lama induccion de
callosial inicio de su formacion. La formacion de callos es posible en muchas especies |
diferentes; una vez formado el callo se cultiva en un medio dif;:reme, y nos referimos a ello :
como subcultivo de callos. Cualquier tipo de érgano (raiz; tallo, hoja, flor, etc) o tejido
puede ser utilizado como material inicia! para la induccién de callo, Si ésta resulta dificil o se
precisa un callo juvenil, Se utilizan embﬁones (inmhduros) o fragmentos de plantulas (Pierik,
1990). | | |
En el caso de las monocolilédoneas, deﬁido a que fa iniciacion del callo resulta a
veces dificil si se barte de_embrion‘es,‘u suele u.tiliur como maferinl inicial hojas jovenes,
blénlulls 0 primordios ﬂoralés muy jovenes (Pierik, 'l990). ‘ |
Los primeros reportes sobre Ia induccion de chlos en 4 andreanum son los Je
Pierik y colaboradores (1974), Un bajo porcentaje de embriones formaron callo unfforme en‘
' auséncia de honnonas; La- adicion de 1.0 mgl de BAif [6{ben¢ilallmina)-?—(2-_
» tetrahidropropinal)-9H-purina) en el Mib de cultivo dio domo»resuludo la formac’_léh dé un

callo consistente en casi el 100% de los embriones.
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La citocinina BAP resulto ser esencial para la induccion de callos en secciones de
hoja, peciolo, espata y espadice. Al suplementar el medio de cultivo con auxinas combinado
con citocininas, generalmente se mejoré la induccion de callos yel crecimiento en subcultivo
(Picrik e/ al. 1974). ’ . _ |

FHauzihska (1976) (citado por Geier, 1990) empleé 3.0 mg dé "ANA (acido
nnﬁalenu@liéo) para inducir la formacion de callo en embriones y tejidos jovenes de plam‘as’
adultas. | | v

Finnie y van Staden (1986), también utilizo la citocinina ANA a una concentracion
de 6.6 mg/l., para evaluar el efecto sobre la formacién de callo y la regeneracion de brotes
- en A, andreanum.

Geler (1990) menciona que la mayoria de los investigadores observaron una
formacion Gptima de callo y un crecimiento constate en oscuridad continua y a temperatura
alrededof de 25 °C; Finnie y van Staden (1956) repoﬁnon Ia mejor produccion de calllok con

luz natural. Adeﬂs, afirmaron que el callo cmlogénico, una vez establecido bajo estas
condiciones, puede ser mantenido en ausenéi_n de reguladores de cr_écimiemo (ﬁiohomlonas)

“aplicadas exbogenamente. o |
Pienk y Steegmans (1976) fuérdn los primeros en obtener dilos en explantos de hoja:

ded. g‘c@}ggrianum en condiciones casi idénticas a las utilizadas en 4. andreanum,

g Ferzing y Lutz (1977) (citados por Geier I990):com.pmron la regeneuci(m de los
explnmds en ambis éspgcies 73 anm'eamm y 4 wllerzeri.anum); encontraron un bajo
“potencial en la formacion de callo en 4. .st"hmeg‘ ianum cﬁmdb lo§ tejidos ﬁieroﬁ cultivados.

en el medio MS, suplemeniado con 1.0 mg/l de BA y 0.1 mgll de 2,4-D, pero al adicionar 2
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gr./l de extracto de levadura, resultd inhibitorio en 4. andreamum wientras que en 4.

scherzeriarnim se promovié fuertemente la formacion de callo.

P?ohablementc el factor mas critico en e cul;ivo de tejidos de A‘ nthurium es el
genotipo. Pierik y colaboradores (1975) (cilhdos por Geier, 1990) estudiaron 38 genotipos
de A. andreanum, observaron una moderada a fuerte formacién de callo en segmentos de
hoja en 31 genotipos, muy poco callo en 4 genotipos y no hubo respuesta en los 3 genotipos

restantes,

3.6.6.2. CULTIVO DE CALLOS.

~ Una vez consegﬁidn la induccion, el callo s cultiva so_bre un medio nuevo.‘El primer
repicado suele llevarse a cabo sobre un medio sélido; aunque en algunos casos es posible
empezar direélgmeme sobre un medio liquido (Pierik, 1990). ’

Pierik (1975) realizé una comparicién del indice dE crecimiento de callo entre él clon
A 42-3 y otros 6 genotipos. E medic de cultivo utilim.lo fu_e el MS, adicionado con 1.0
mg/l. Qe BAP. Los indices de crecimiento en peso fresco, obtenidos después de 5 semanas
fucron de 30.0 para el clon A 43-2 y 6.7, 9.2, .12.3, 21.3, 322 y 34 para los otros 6
genofipos.
| Leffiing y Soede (1979a) (citados por Geier, 1990) mencionan qué los callos de
aquellos génolipos que no respondieron en los cultivos primarios, por lo menos en parte
formﬁron Broles después de transferidos a un medio- de cultivo nuevo. -
o Los geﬁotipos con mala regetieracion a veces rcquiercn} 3 meses para producir callo .

visible y hasta 6 meses para iniciar la brotacion. En ciertos genotipos que no regeneran
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- brotes facilmente pueden requerirse una o varias transferencias de callo no organizado para

forzar la formacion de brotes (Geier, 1990).

El establecimiento de callo caulogénico de espidices, normalmente requiere de 4.5
méses de cultivo inicial, seguido por dos o mé's'subculti\'uos de3 ﬁms cada uno, esto puede
ser necesario para obtener suficiente callo y produccién de brotes (Geier, 1990).

La multiplicaciGn de callo caulogénico se lleva a cabo eﬁ ¢l mismo medio utilizado
para establecef el callo, ambos en oscuridad _cbntin_xu o bajo las mivsnvla; con&icion_es de luz

utilizadas en 1a proliferacion de brotes (Geier, 1990).

3,663, REGBNBRACION DE BROTES.

La fommibn de brotes adventicios puede producirse sobre el callo, si existe una b&]l ‘

concenmcn(m de auxina y una altn conccntrmbn de citocinina (Pierik, 1990).
La citocinina BA es la mas eficaz a la hora de mduclr la formacion de brotes
adventicios (l’igfik, 1990).

Usualmente, las condiciones aplicadas para Ia induccion y e subcultivo de callos en

'4_. aidreanum, en cierto grado permitio ademas la fonnccién de brotes adventicios; asi estos
" brotes pudieron surgir espontaneamente en callos primarios o en subcultivos. Sin embargo,

Ias: condiciones ‘optimas para la formacién de brotes adventicios son diferentes (Geier, ‘

1990).
Pierik y colaboradores (1975) (citados por Geier, 1990) y Pierik (1976) danostrardn‘
la inlponanda en el nivel de amonio sobre la formacién de brotes en callos de 4 andreanum,

fos callos formados en explantos de hoja no formaron brotes en p‘resen‘cia‘ de 1.0.mg/l de
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BAP en ¢l medio MS con los macronutrieﬁtcs a la mitad de su concentracion y {inicamente
pudie.ron inducir brotes al disiinuir la concentracién de NH/,NO; de 10.3 2 2.5 mM.
| Pierik (1976) llegd a la conclusion de que el ﬁctor mas importante y a la vez
limitante, en la fases de induccion de callo, subcultivo de callo e induccion de brotes, en 4.
andreanum, s 1a prcséncia de una citocinina. La formacién de brotes adventicios fue
promovida por a adicién de 1,0 mg/l. de BAP.
Pierik y colaboradores (1979) estudiaron los eféctos de lavadenina; las citocininas:
BA, KIN, 2iP y Zeatina, las cuales fuefoh aplicadas en niveles de 0,05 a'10.0 mg/l, el 24-D

y varios fotopcﬁodos, sobre la formacion de brotes en callos primarios de hojas en un sélo

~ clon de 4. andreanum. Estos investigadores demostraron que Ia optima formacion de callo y

brotes ocﬁrrié cuando ‘se adiciond 1.0 mg/l. de zeatina (25.5 brotes en prbmedio por
explanto) seguido por ¢l BA a 0.51 mg/. (12.1 brotes por explanto). la Kinetina a 1.0 mg/l.
(8.5 brotes) y ¢l 2iP (4.8 brotes). La formacion de broieé fue promovida pbr {a auxina 2,4-D j ‘
con un dptimo-de 0.08 mg/l. Cuando los cultivos se mqn'tuvier_on bajo iluminacion cominua_
durante todo e periodo del expenimenlo (2.0' semnm.as). la formacién de brotes fue inhibida - .

casi completamente. Sin embargo, con4 a 12‘s.e.manas de iluminacion proporcionadas hacia

¢l final del perfodo de cultivo, dio como resultado un ligero incremento en el nimero de

* brotes por explanto comparados con los cultivos mantenidos en oscuridad continua.

Ferzing y Lutz (1977) (citados por Geier, 1990) observaron caulogénesis es'pon‘ténea‘

¢h tejidos de 4. sche;zer(am@ cultivados en el medio MS suplementado con 1.0 mg/l de

BA y 0.1 mgh d_é 2,4-D; en tanto que Picrik y Sﬁeeémans (1975) (citadoﬁ por Geier, .1990)

utilizaron un segundo medio, reduciendo la citocinina y omitiendo el 2,4-D para el desarrollo
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de brotes. En ambas investigaciones, la formacion de callo y brotes se realizd en el medio
MS con los macronutrientes a la mitad de su concentracion con una niedia de 10.3 mM de
NH/NO,.

Geier (1986) reveld el efecto marcadamente benéfico de los bajos niveles de

~ NHyNO; (2.5 mM) sobre la regeneracion de explantos de hoja en A. scherzerianum. En un -

ntmero uniforme de genotipos, el medio con contenido de amonio parece ser un requisito
esencial para la inducciébn de callos y brotes.
Leffring y Soede (1979) (citados por Geier, 1990) utilizando medio sélido y quuidc; ‘

en agitacion, suplementado cada uno con BA o ‘KIN> cnbconcentraciones que van de kIl(.) 3
3.0 mg/l observaron una optima brotecion de 4. andrean wm en ¢ medio liquido que
contenia 3.0 mg/l de KIN. Deépu_és de 6 semanas de cultivo en este medio, se form‘aroyn 6.‘I
brotes nuevos en promedio por brote inicial. El BA asl co:ﬁo también el 2iP pro.vocaron baja
brotacién, pero en el mismo tiempo se promovid la formacion de callo.

Leffring y Soede (1979a) (citados por Geier, 1990) ajustaron el nivel de citocininas

*en ¢ medio de cultivo para incrementar la proporcion en le regeneracion de 23 genotipos de

A. andreaim. 22 de los 23 genotipps representativos formaron callo en‘preséncia de 3.0 |
mg/ de 2iP, comparado con sdlo 12 éunndo seempled BA I.Okmgll. Mientras que 7 de 23
genotipos formaron brotes en callo primaﬁo de hoja, en presencia de 1.0 mg/l de 2iP, solo
dos genotipos formaron bfotcs cﬁando se utiliz 1.0 mg/l de BA. Al aumentar el nivel de 2if
3.0 mg/l hasta 15 gcnotipos pudieron inducirse a formar brotes.

Kunisaki (1980)-utilizo niveles bajos de la citocinina BA (0.2 - 1.0 mg/i!). Sus

resultados muestran que la concentracion de 0.2 mg/l fue considerada la optima para inducir
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laproliferacion de brotes (3.1 brotes por explanto), sin el desarrollo concomitante de callo,
porque a altas concentraciones de. BA la produccion de callq s¢ incremento y los brotes
fueron disminuyendo. .

Géier (1986) .estudié la capacidad de ‘l_'ege'neracién en 18 genotipos de 4.
scherzeﬁwmm, en los quales obtuvo los siguientes resultados: 3 gemiipos no mostraron
regeneracion alguna, 5 formaron sdlo callo, y 10 produjeron callo caulogénico. En cste
l:l|lilﬁo grupo, el nimero de brotes formados en promedio por explanto, después de 20
semanas de cultivo fue: mas de 10 en 2 genotipos, de 1 a 10 en 3 genotipos y, menos de | en
5 genotipos. '

End. scherzerianum, el BA a niveles de 0.2 y 0.5 mg/l promovio més efectivamente
la proliferacién de brotes, que a 0.5 mg/l de KIN y a 0.5 mg/l de 2iP (Geier 1986).

Al comparar la cabacidad de regeneracion en varios organos de 4. patalum, Eapen y
Rao (1985) observaroﬁ la formacién continua de callo y brot_es. en segmentos de hojas
jovenes, pedﬁnculo y espata, mientras que los explanto; de peciolo sdlo formaron callo.
Todos los tipos de explanto fueron cultivados en el medio MS modificado, suplementado
con 1,0 mg/l de BA y 0.5 mg/l de 2,4-D,

Hirunratana (1988) cultivo las yemas de 4. andreanum var, “Doﬂblc Spathe” en el
iedio MS. Cuando adiciond BA a una concentraclén de 0.6 mg/l. emergieron I‘as puntas de

" los brotes cuatro meses después y posteriormente también desarroillaron las raices.

Sdczek y Hempel (1989) utilizaron brotes tiernos de Authurium X cultorum Birdsey,

como explanto primario, los cuales fueron cultivados en el medio MS con los

macronutrientes a fa miitad de su concentracion y suplementado con BAP, KIN, ZEA y 2iP a
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diferentes niveles. La concentracion dptima de citocininas (0.5 a 1.0 mg/l de Zeatina)
estimul6 el mas alto nimero de brotes (3.4 brotes/explanto) y su crecimiento. La mayor
concentracion de citocininas (2.0 mg/l) estimuld el crecimiento dg callo (0.39 om de
didmetro), cuando se utiliz6 BAP y Zeatina; 0.31 cm coﬁ 2iP; y 0.26 cm. con la KIN. El
BAP a una concentracion de 0.5 mg/l. produjo 2.6 brotes en promedio por explanto. La
duracién del experimento fue de li umuus de cultivo, |
Del Rosario (1990) encontré que la suxina 2,4-D a concentraciones de 0.05 a 1.0 |
mg/l, r?sulté ser la mis efectiva para la formacion de callo en cuatro cultivares de
, Anthurium. Por otra parte, la citocinina BA dio los més altos grados de formacion de callo 'y
regeneracion de brotes con 0.5 & 1.5 mg/l., seguido por las citocininas 2iP, BAP y finalmente
laKIN, | |
Lightbourn y Prasad (1990) reportan que una buena multiplicacion de brotes. (3-5
brotes por callo) fueron obteni&os cn‘ 0.2 a 08 mg/ de BA en los wdro cultivares
evaluados. Ellos utilizaron como explanto inicial cortes de hoja de 1-2 cm cuadrados, los
dﬂes fueron inoculados en cajas de petri conel r_uedio bisico de Nitsch.
La regenmci&n de plintulas en callos de 4 cultivares de A. andreanum, cultivados
durante un largo periodo (12 & 13 ‘mem) se logrd al cultivar los callos en ¢l medio de-
' .Kuniuki,‘coﬁleniendo 0.5 5.0 mg/l de BA (Kuehnle y Sugii, 1991). |

36,64, FORMACION DE RAICES ADVENTICIAS.

Los callos son generalmente mis capaces dc'regeném‘ raices, que los vastagos

adventicios (Thomas y Davey, 1975 citados por Pierik, 1990).
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El enraizamiento de los brotes de A. andreanum es promovido por una disminucion

en la concentracion de macronutrientes y por la omision dp citocininas (Pierik, 1976).

Pierik et al (1979), aﬁn‘cllmndo evaluaron la regeneracion de raices en-explantos de
h(;jﬂ, no presentan los datos debido a que ¢l inicio y desarrollo de la raiz fue muy pobre bajo
todas las condiciones. | o S

Lefiring y Soede (1979) (citados por Geier, 1990) observaron un enraizamiento mas
ripido cuando la concentrncién'd'e‘ agr fue menor a § gl

A diferencia de la induccion ‘de callos y brotes, el enraizamiento o retarda
considerablemente con 1.25 a 2.5 mM de NH.NO; comparada con 9.0 mM de NH/;NO,
(Geier, 1986). |

La capacided de enraizar de- los brot_es de 4. s_c&_r;gﬂm__. decrecio
progresivamente durante la repeticion de los subculti_vos}len presencia del BA como tinico
regulador de crecimiento (Geler, 1986). |

La formacion de raices genmlmen(e' tiene lugar en medios con concentraciones
relativamente altas de auxina, pero concentraciones de citocinina bajas (Pierik, 1990),

E! enraizamiento de Iés brotes puede ocurrir esponténeamente cuando los cultivos '
son expuestos a largos periodos de iluminacion, Sin e.mbargo.v' ¢s més rapido y consistente el
enraizado cuando se aislan los brotes y s¢ transfieren & un medio especial de enraizamiento.
Con 4. andreanum se utilizd el medio MS modificado y delpfovisto de reguladores de
crecimi?nto principalmente para este proposito (Geier, 1990). |

‘Aunque no necesariamente las auxinas han sido 'inclui_das en ¢l medio para aumentar

R . o .
el enraizamiento, Plerik y Steegmans (1976) emplearon 0.47 mg/l de AlA sal de potasio;
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Ferzing y Lutz(1977) (citados por Geier, 1990) utilizaron 0.01 a 0.1 mg/ de 2,4-D 0 1,0
mg/l de AIB.

3.6.1. CONDICIONES DE CULTIVO.
Los principales factores fisicos del medio climtico en los cultivos in vitro son: la

luz, temperatura y en menor gradp Ia humedad relativa. (Murashige, 1974; Margara, ‘I988).

36.7.1. ILUMINACION E INTENSIDADILUMfNICA.

Generalmente, la iluminacion de las cAmaras de cullivo se realiza ine&innte tubos
nuorcmutés de.luz _blanca (Margars, 1983; Pierik, 1990). A menudo, la consefvucién de
capas de tejidos se realiza bajo intensidades luminicas relativamente bajas (2000 a 5000 .
luxes). La iniciacion de los fendmenos de la organogénﬁi_n (rizogénesis, éuﬂbgénesis)

- generalmenle s h@'obsemdo“ cén iluminaciones del mismo orden y & veces menéres
- (Margara, 1988).
. La influencia del fotopedodo sobre ¢l c_recimienio de los ullés ola orgunogéneiis
estd poco estudiada (Margara, I988j. Actdalmeme,' se utilizan con freoueﬁcin fotoperiodos
de 12 a 16 horas-luz (Margara, 1988, Pierik, 1990). |

Apurenlcmente el cultivo de callos de 4 scherzerianum no tiene requenmientos -

especiﬁcos de luz, ya que el subcultivo ha sido exitoso, al llevaro & cabo en oscuridad
 continua (Gener y Reuther, 1981; cltndos por Geier, 1990) y Geier (1982); asi como umblén |
bajo un fotopedodo de 16 horns lvz por 8 horas- oscundad (Zens y Zlmmer. 1986; cludos '
por Geier, I990).
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3,6.7.2. TEMPERATURA,
Es constante en muchas cdmaras de rcuhivo manteniéndose entre 22 y 25 °C. La
temperatura bptimq puede ser mas clevada para plantas tropicales (27 a 28 °C) 6, al

contrario, Inds bajh para algunas especies (Margara, 1988).

3613, HUMEDAD RELATIVA,
Sobre la influencia de la ‘hu‘med;d enla dma de crecimiento y desarrollo irx vitro,
existe poca informacion (Pierik; 1990). Generalmente, el sell‘ado de los }ecipienles de cultivo
asegura una humedad relativa suficiente de la atmosfera ambiente, Por consiguienfe. no és
necesario prevér dispositivos adicionales que permitan controlar la hidrometria de la cimara

de cultivo (ergm. 1988).

3.6’.8,‘ VENTAJAS Y DESVENTAJ_AS DEL CULTIVO /N VITRO

Huy Wnns (1983) y Sngnﬁ y Klmiuki,(l'wo) uﬁﬂm algunas ventajas del cultivo
de téjidos con respecto a otros sistemas de propagacion:
a) Con una pequefta cantidad de tejido qué es lo que constituye un explanto o indculo,
potenciglmente se puede regenerar. millones de plantas. El explanto es un fragmento de
plimg que es establecido in vifro. ‘ ‘ |
b) Est_a técnica representa una opcion para la dnlltiplicacién de espécies con diﬁ_cu_lti?!es para |
ser propagadas bor métodos convencionales.
c)El nﬁmem de blamas derivadas por genotipo, se puede incmﬁenw répidamente y en un -

ticmpo'més corlo.
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d) Los niveles de nutrientes, luz, temperatura y otros factores pueden ser més ﬁciimen’le
controlados para acelerar la multiplicacion vegetativa y regeneracion.
€) Se pueden multiplicar grandes cantidades de plamis en espicios reducidos, a bajés costos
y en tiempos econdmicamente costeables.
f) Se puede controlar la saﬁidad del material p'rdpugado;
g) Los materiales s¢ pueden transpoﬁar bnjo.las condiciones in vitro a otros paises con -
menos restricciones. | |
h) En la mayoria de los casos ia micropropagacion es independiente de las estaciones del
ailo.
)] Lﬁs plantas /n vifro requieren atencién minima .entre subcultivos, por tanto, no son
necesarios trabajos y materiales para riegos, deshierbes, aspersiones, eté.

Sagawa y Kunisaki (1990) encuentran algunas du&"emajas dela ﬁﬁcrohroplgacibn

con respecto a otros métodos convencionales de propagacion:

" a) La micropropagacion requiere técnicas avanzadas, ihstllacionés y equipo especializado. )

b) Los propégulos son relativamente cumi debido a los métodos usados en el trabsjo
intensivo. | |

c) Métddos especificos para obtener resultados 6ptiﬁms con cada - especie -deb;m sef
desarrollados.

d) las pléniulas inicialmente son muy pequefias.

¢) La posibilidad de producir variantes somaclonales es alta.

)



IV.- MATERIALES Y METODOS,

4.1, UBICACION DEL EXPERIMENTO,
El presente trabajo se realizé en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales del

Departamento de Ciencias Agricolﬁs de Ia Fa‘cultad de Estudios Superiores Cuautitlan -

UNAM.

42, MATERIAL VEGETAL EMPLEADO. |

El material vegetal utilizado se obtuvo mediante cruzas de anturios realizadas en el

_municipio de Teocelo, estado de Veracruz.

. Se emplearon los explantos obtenidos de plantulas asépticas a partir de semillas

inmaduras,

4.3. MEDIO DE CULTIVO.

Se utilizé como medio de cullivo_bise para todo e experimento el de Mﬁrashige y
Skoog (MS) con los macronulriéntes al 50% de su concénl;acién,

El desarrollo del trabajo se di;lidib en dos etapas: en la p}iméf@ se sembraron las -
semillas en el me&io M‘S al 50% de su concentracion de sales inorgénicas con la a_dicién de
reguladotés de crecimigmo (BAy AIB), para estimular la gerini'nadéﬁ. La seg.md# etapk‘z( ‘

consistio en el transplante del indculo al mismo medio pero con los tratamientos a evaluar,
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4.4. DESINFECCION DEL MATERIAL VEGETAL.

| Para la desinfeccidn del material vegetal, primero se IavAron las semillas con agua y
detergente comercial, enseguida se enjuagaron y se‘colocuon en una solucion de alcohol al
70% durante 3 minutos, agregéndose una gota de Tween 80, posieriormente se lrans'ﬁrieronk
a una solucién de hipoclorito- de sodio al 20% manteniéndose durante 30 minutos en
agitacion. Al termino del tiempo se enjuagaron con agua destilada-esterilizada en la umpana,k

de flujo laminar.

4.5. IMPLANTACION DEL MATERIAL VEGETAL.
En la primera etapa del experimento la siembra se realizo con la ayuda de la campana
_ de flujo lumi’m’r. Se colocaron las semillas directamente en los tubos que contenian el medio
de cultivo, enseguida fueron tapados y sellados perfectamente. ’
Para la segunda etapa del expéﬁuyupto, se utilizaron fas plintulas obtenidas
asépticamente. Estas fueron colocadas en cajis dc_.peui utenhudos para realizar enseguida
" cortes en los entrenudos y obtener poruones de .ullo con ,uni hoja completa de’
aproximadamente 3-4 mm de longitud. Con‘ s ayuda de unas pinzas se introdujeron los
explnmbs en los frascos con e medio de cultivo y los tfltlnﬁeﬁtos a cvaluar, Finalmente
fﬁeron tapados y sellados; toda esta opeuci6n también se ruvlizbv enla campana de‘"ﬂujo |

laminar,
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4.6. CONDICIONES DE INCUBACION

Después de establecidas las semillas en los tubos se introdujeron en el cuarto de
cultivo, con un ambiente controlado, manteniendo una temperatura de 27 °C * ]°C, un
fotoperiodo de 16 horas-luz y una intensidad luminica de 3000 luxes. Durante Iﬁs dos
primeras semanas de: incubacidn, las semillas permanecieron en oscuridad.

Para la segunda etapa del experimentb, los explantos se colocaron en el cuarto de

cultivo bajo las mismas condiciones de incubacion,

4.7. FECHAS DE SIEMBRA.

La fecha de siembra para la primera etapa del experimento (gehningcién de scmillnb) ‘

fue el primero de marzo de 1994,

La segunda etapa del experimento tuvo como fecha de siembra el 23 de septiembre

de 1994 y se evalud 12 semanas después, es dccii, ¢l 16 de diciembre de 1994,

4.8, DISENO EXPERIMENTAL,
- Vera (1994) sefiala que en in‘vestignciones' donde se emplea la (écnicl de cultivo de
tejidos vegetales, génenlmeme se utiliza el disefio completamente al mr, puesto que ¢

material es homogéneo (por ejemplo, se usa para determinar cuil es el mejor medio de

“cultivo para meristemos, callos, anteras, hojas, embriones, évulos, etc.).

Bl diseflo experimental utilizado para €l analisis de los datos fue un complmineme a
azar (DCA) con 7 tratamientos y siete repeticiones cada uno. Quedando de la siguiente

manera:

42



CUADRO 4. DISENO EXPERIMENTAL.

TRATAMIENTOS REGULADORES DE CRECIMIENTO
BA (ngh) AIB (mg/l)
1 0.0 00
2 0.5 0.1
3 10 0.1
4 1.8 0.1
s 20 0l
6 25 0.l
7. 30 0.l

49. TOMA DE DATOS. -

La toma de datos ser realizd en base a las siguientes variables de estudio:

a).Q Porceniaje de contaminacion. Ei desarrollo de patégenosb»(hongos y bacterias) en los

medios de cultivo se ovalud 72 horas después de establecido ¢l inéeulo.
b).- Formacuén de callo. Esta variable se cu:nnﬁcb en blse ul porcentaje de explantos que

formaron callo y al dikmetro promedio de callo por explnnto

‘c),- Ntmero de brotes. Se considerd pm cuantificar esta vmuble, todos los brotes con por

lo menos 2 mun, de longitud y con 2 hojas.

. d).- Longitud de brote. La medicion de los brotes se realizo a partir de la superficie del callo

* formado hasta !a punta del brote,

e).- Longitud de raiz. En esta variable se considero la Iongitqd promedio de raices,

Las cuatro tltimas variables se evaluaron 12 semanas después de eslablecido el cullivo,
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V.- RESULTADOS Y DISCUSION.

5.1. PORCENTAJE DE CONTAMINACION.

La principal dificultad encontrada en A. andreanum es la obtencion de cultivos
- asépticos en los explantos iniciales. La alta contaminacion requiere €l uso de explantos :

pequefios, pero esto, en muchas ocasiones resulta en una alta mortalidad y pérdida de

explantos (Kunisaki, 1977).
En la presente investigacibn, ¢l método utilizado para la desinfeccion del material

vegetal'(s minutos en alcohol al 70% y 30 min. en hipoclorito de sodio al 20%) dio como

resultado un 80.8% de cultivos asépticos y un 19.2% de contaminacion en la primera parte.

del experimento, es decir, en la siembra de semillas inmaduras, De los cultivos contaminados

¢l 11.7% fue por bacterias y € 7.5% por hongos.

De acuerdo con estos resultados," se '@nsidera que Ia desinfeccion del material
vegetal, en general, fue aceplaBle, debido:n que el porceniuje de contaminacion prgsen(ndb
(19.2%) se encuentra Iigéramente pbr_ encima de lo ;epbnado por Geier (1986) y Kunisaki
(1977, 1980).

Sin embargo, €stos resultados son aceptables, pero pueden mejorirse i se realiza

una previa desinfeccion de la superficie de la semilla, antes. de ser diseccionada y
* desinfectada (Geler, 1986). |
En la segunda parte del trabajo (Etapa de establecimiento de los. explantos) -

unicamente se presentd contaminacion un una unidad experimental del tratamiento 5, lo que

representa un 2.04% de comaminécién entodo ¢l experimento (Ver figura 3).
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Este resultado se considera dentro de lo normal, ya que siempre existen factores que
influyen en la contaminacién de los cultivos. Aln cuando se trabajé con explantos obtenidos
de cultivos asépticos, la contaminacion puede deberse al medio de cultivo, la calidad del aire

encl drea de trabajo y/o la destreza del operador para manipular el material (Pierik, 1990).

FIGURA 3, PORCENTAJE DE CONTAMINACION

SEMILLAS .. LSTAM

5.2. FORMACION DE CALLO.
La variable formacin de callo se cuantifics en base al didmetro de callo en cm. El
.andlisis de varianza pira esta variable muestrs que existe diferencia altamente significativa

entre los tratamientos (nivelgs de citocininii) (ver cuindro 5). Al realizar la comparacion de
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medias, aplicando la prueba de Tukey, con un nivel de significancia del 5% (Cuadro 6) da
como resultado que el tratamiento 2, con un didmetro promedio de callo de 1.24 cm. es
estadisticamente difesente y superior‘a los demés‘tratanﬁéantoé. Seguido por el tratamiento 3, '
con 0.76 cm de didmetro, el cual, también resuld difergme alos tratamientos 4, 5,6, 7y 1.

Los tratamientos 4, 5,6 y 7 nu_'rcudps.obn'la letra C, son esmdisticameme‘ iguales '
entre i, con un didmetro promedio de callo en'm; 0.34 y 044 cm, |

El tratamiento I(testigo) no mostré formacion alguna de callo, en ausencia de '
cit§cinina, siendo estadisticamente inferior a los demés tratamientos.

Sin embargo, cuando se empled la citocinina BA en niveles de 0.5.4 3.0 mg/ly 0.1
mg/l. de AIB se logro |a formacion de callo en el 100% de los explantos. Estos resultados
son muy similares a los obtenidos por Pieﬁk ¢i al. (1974) quienes inicamente utilizaron 1.0
mg de BAP como citocinina o

En la Figura 4 se aprecia que dentro de las conce_n_tricioms de BA, el mejor nivel
para inducir I formacion de callo fue ef de 0.5 g/l mis 0.1 gl de AIB (ratamiento 2),

Al incrementu las concenluéionés deBA, engi ordeh de 10030 mg/l. resultd en
una fuerte disminucidn en la formacion de callo, situacion contraria a lo obtenido por
Ferzing y Lutz (1977) (‘ciudos por Geier, 1990) quienes obtuvieron una dptima formacion
de callo con una concentracién de 1.0 mg/l. de BA nﬁis 0.1 mg/. de 2,4-D; bor Pierik o al
(l97§), los cunles. lograron la mejt;r produccion de callo con unicamente 1.0 mg/l de BAy
por Soczek y Hempel (1989), quicneﬁ incrementaron la produ;ci&n de callo. al aumentar el

nivel de BAP hasta 2.0 mg/l. en combinacion con la ausina 2,4-D a 0.1 mg/l.
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La concentracitn de BA, efectivamente, afectd el crecimiento del callo. Sin embargo,
también es posible que la disminucion de callo se deba al tipo de auxina utilizada en el medio
(AIB), ya que en los trabajos revisados, casi siempre, se utilizd el 2,4-D; con el cual, se

" favorecio el desarrollo del callo,

CUADRO $. ANALISIS DE VARIANZA PARA DIAME'I'RO DE CALLO.

FV GL SC | M | F F
TRAT. 6 6.48 1.08 52.68 005=233* |
~ 001=3.27+*
ERROR | 42 | 086 00205

|TOTAL | 48 [ 734

CUADRO 6. COMPARACION DE MEDIAS EN DIAMETRO DE CALLO MEDIANTE]

* LAPRUEBA DETUKEY. -
Trat. 2= 1.24 & '

Trat. 3= 0.76 -~ b

Trat. 4= 0.44 | c

L 00205
Trat,5=043 ¢ d DMHS =439 7
Tt 6203 . c.de DMHS = 02375
Trat. 7= 0.34 £ :
" L edern 0.0.05=439

————— —— - - - - - - - -

Tt 1=00 . g
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FIGURA 4. DIAMETRO DE CALLO POR EXPLANTO (CM)

DIAMETRO (CM)
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TRATAMIENTOS

5.3. NUMERO DE BROTES.

Doce semanas después de establecido el c_ultivo, I varisble m’nhero de brotes

presento diferencin‘alummte significativas en la fuente de variacion tratamientos (niveles
de citocinina), tal como se muestra en el cuadro 7.
Al realizar la comparacion de medias, mediante la prueba de Tukey (Cuadro B) el
mumiehlo 2 con una concentracion de 0,5'Vmg/l de BA y 0.1 mgi de AIB, fue
estadisticamente superior a los demas tratamientos, ya que se obluvo un promedio de 11.14
brotes. |

Los tratamientos 3 y 4 resultaron ser signiﬁcativamenle iguales, con un prbmedio de

6.36 y 4.64 brotes, respectivamente.
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Los tratamientos 5, 6, 7y |(testigo) fueron los que produjeron el menor nimero de
‘ " brotes conun promedio inferior a 2.21.

En la Figura 5 se ilustra el nimero de brotes promedio por tratamiento. ‘

A través de los resultados obtenidos se demuestra que ls concentracion de BA 8 0.5
mg/l. y 0.1 mg/l. de AIB fue Ié niejor pars iﬁlueir um i_myor' mtidad de brotes. Este
comportamiento pudiera explicarse si se toma. en wevnu,vqhe también, para -esta
concéntraci%n de BA, ¢l tratamiento 2 presentd o myof andniento de caljo y se considera
que Geier (1986) report6 | existencia de una Me correlacion entre la formacion de callo y

Ia regeneracion de brotes.

Los efectos de las concentraciones de BA, sobre o 'nimero de brotes, difieren con |

los trabajos reportados por los siguientes investigadores: Lefring y Soede (1919) (citados

por Geier, 1990) donde obtuvieron una baja mqmm enllbmumn (Ms de 6,1 brotes

en promedio por brote inicial), utilizando Mmom de BA etme 1.0 y 3.0 mgh;

Kunisaki (1980, Del Rosario (I990) y uglllmm y l'nlul (1990) utihwon mveles de BA
emre02y 1.0mgh, Iogrmdoenpromedwde:usmporallo
Los datos reportados por Pierk y cohbondom (1979) superan ligeramente a los

resultados obtenidos en este trabajo, respocto al mémero de brotes (12.1 brotes en

 promedio) cuando utilizaron la citocining BA a una comﬁmién de0.S t'ngll.,‘ pero se debe

considerar que el tiempo de cultivo fue mayor. Es muy probable que la adicion de 0.1 mg/l

. de AIB al medio de cultivo haya influido de manera directa, tanto en la fqnmqibn de callo-

como en la diferenciacion de brotes. De tal forma que esto sugiere la posibilidad de manejar,

49



en futuras investigaciones, concentraciones bajas de BA en combinacion con AIB,. para
favorecer una mejor capacidad de regeneracion en los explmtos.

Cabe recalcar que, mientras Pierik (l‘974); Pierik et al (1979) necesitaron mas de 20
semanas en obtener un buen nimero de brotes, pasando los cultivos por fase oscura y con
luz, y Geier (1986) necesitd de una fase oscura y seis trasferencias para obtener buenos
resultados; con la presente investigacién,‘el tigmpb de reéeneucibn de los brotes fue de solo

12 semanas, con un fotoperiodo normal de 16 horas luz por 8 de oschridad.

CUADRO 7, ANALISIS DE VARIANZA PARA NUMERO DE BROTES.

FV | GL SC ] CM Fo Fi
TRAT, 6 650.27 108.30 649 0.05=233¢
0.01= 3,27 **
ERROR | 42 70.14 T
fTotaL | @ | 7204

'CUADRO 8. COMPARACION DE MEDIAS EN NI MERO DE IROTES MEDIAN'I‘E LA
~__PRUEBA DE TUKEY.

| Tt.2= 1114 a
Trat.3=636 . b
Trat. 4= 464 bec

I 1.67
DMHS = 4.39 7-

DMHS =2.14

Trat, 5= 221 d
Trat, 6= 171 de
Trat. 7.—“- 0.57 de 0.0.05=439

Tt 1=00 e
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FIGURA 5, NOMERO DE BROTES POR EXPLANTO
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54. LONGITUD DE BROTES.

El ‘andlisis de varianza para la varisble longitud de brote, arroja diferenciss
eltldiﬁim allamente significativas entre los tratamientos (ver cuadro 9) Esto quiere decir
que el nivel de citocinina BA afect6 considerablemente, tanto en ¢l didmetro de callo ‘y el
numero de brotes, como en la longitud alcanzada por los brotes regenerados, '

En la comparacion de medias por la prueba de Tukey (cuadro l>0) [ nprecii que los
nivelei de citicinina de 0.5 y I.O mg/l. (tratamientos 2 y 3) son estadisticaments iguales,
superando a los demés tratamientos, incluyendo al testigo, con 0.94 y 0.83 cm de longitud,

(Ver Figura 6), respectivamente. Sin embargo, se puede coﬁsidcm al tratamiento 2, con una
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concentracion de 0.5 mg/l, de BA, superior al tratamiento 3, por haber tenido una mayor
respuesta en el ndmero de brotes, con un promedio de 11.14 y una longitud de 0.94 cm.

La concentracion de BA enelrangode i.5a 2.5 no mostrd diferencias estadisticas
respecto a la longitud de brote, presenttndosé un promedio de 0.36 a 0.51 cm.

Los tralamientos 7'y I(testigo) fueron los que menor respuesta presentaron respecto

*a esta variable y resultaron ser esndistica_memé similares. Aunque en el caso del testigo, e}

dato oorrespbndientc ah Iongitud de brote es ce'ro.vdebido a que tampoco hubo resp'msu
para las variables: nimero de brotes y fonnicién de callo. Con esto se aprecia que es
neces#ria la adicion de citocininas para inducit, en primer lugar, la fonmcién’ de callo y
posteliormenté, ¢l desarrollo de brotes. |

En general, se puede decir que ¢l desarrolio que fograron los brotes fue sobresaliente

“con longitudes promedio de hasta 0.94 cm. y 1114 brotes a lai doce semams del

 establecimiento, teniéndose en poco tiempo material icompletun‘emc desarroliado. Sln '

embargo, no existen referencias precisas respecto ah longitud alcanzads por los explantos,

" yaquede los trabajos revisados ninguno reporta datos para esta varisble.

CUADRO Y. ANALISIS DE VARIANZA PARA LONGITUD DE BROTES. -

'|ERROR 42 0.69 0.0164

W | GL SC | oM Fo Ft
TRAT. | 6 | 46 078 41.56 005=233°
001=327%*_

TOTAL 48 538 .
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CUADRO 10, COMPARACION DE MEDIAS EN LONGITUD DE BROTES MEDIANTE

LA PRUEBA DE TUKEY.
Trat.2= 094 a ﬁ:
)
Trat.3= 083 a b !
]
TraL 4= 051 ¢ i
! ' 0164
Trat.5=049 ¢ d : DMHS =439 | ceeereeen
' )
= ] -
Trat. 6= 0,36 cde E DMES = 02125
Trat. 7= 0.19 ef ! g _
‘ : : 1 a005=4.39
Trat. 1= 00 f E
1]

FIGURA 6. LONGITUD DE BROTE POR EXPLANTO (CM)
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5.5. LONGITUD DE RAIZ.

El andlisis estadistico para la variable longitud de ralz, muestra que existen
diferencias altamente slgmﬁcauvas entre los mveles de BA utilizados (Cuadro 1),

La comparacion de medias para longitud de raiz, mediante la prueba de Tukey,
indica que los tratamientos 2 y 3 son estadisticamente lguales con 141y 096 cm de
longitud, resbectivamente. (Cuadro 12). Los datds anleriorei resultaron, por mucho,
superiores & los obtenidos en los tratamientos 4, S, 6, 7'y | ‘(Fisura_7). Con estos
resultados, se observa que al incrementar los niveles de citocininﬁ disnﬁnuyb la formacion
de raices hasta pricticamente ser nula, en concentraciones de 2.0 a 3.0 mg/l .

Pierik (1976); Pierik etal. (1979) y Geie_r (1986) reportan o efecld negativo delos
altos niveles de BA sobre la emision de raices. Ange esta situacion, estos invleslikgadores‘
utilizaron otro medio de cultivo, exclusivo para el enraizamiento de los broles |

Sin embargo, en la presente lnvungmbn la emision de raices logudl en Ios :
tratamientos'2 y 3 resulté wﬁclenlc para extraer las plinlulu de los l’mcos y lograr su}

aclimatacion, sin que hubiers pérdndu considerables.

En definitiva, los resultados 6blenido§ con el tratamiento 2 & un nivel de 0.5 mg/l de’
BA y con 0.1 mg/l de AIB difieren en gran medida de Lo reportado,en otras investigaciones.
Si bien es ciento que ya se utilizaba el BA, en concentraciones de 0.5 . 2,0 mgA., pana
favorecer ¢l desarrollo de callo y brotes, no se conaidenbn ain al AlB-como'un factor
adecuado para incrementar la capacidad regenemiva delos ullos incrementlr el nimero de
brotes, y a la vez favorecer ¢l enraizado de las pllnlulas sin la necesidad de utilizar dos 0

més medios de cultivo; con ¢l consiguienle shorro de una fase.
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CUADRO 11, ANALISIS DE VARIANZA PARA LONGITUD DE RAlZ,

FV GL SC | CM Fc Ft

TRAT. 6 1363 | 227 26.17 005=2.33
5 001=327**.

ERROR | 42 356 0.0848

TOTAL 48 1719

"CUADRO 12. COMPARACION DE MEDIAS EN LONGITUD DE RATZ MEDIANTE LA
PRUEBADETUKEY.

[Tt 2= 141

Trat, 3=096a b
Teat. 4= 043 ¢
Trat, §=-0.04 c d‘

Trng. 6= 000 cd DMHS = 04833

Trat. 7= 0.00 ¢d
@ 0.05=439

‘Trat. 1= 0.00 cd

=]
B -
' -
bl
©
: il ‘
QEE . )
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FIGURA 7. LONGITUD DE RAIZ POR EXPLANTO (CM)




Vi.- CONCLUSIONES.

La formacion de callo y la proliferacion de brotes, en los explantos de anturio, se

logrd con niveles de BA entre 0.5 y 3.0 mg/l., mis 0.1 mg/. de AIB.

La mayor formacién de raices en los explintos fue posible en las concentraciones de
0.5y 1.0 mgA. de BA con 0.1 mg/l. de AIB. A medida que se incrementd el nivel de BA

disminuy la formacion de raices hasta pricticamente ser nula.

La concentracion 6ptim§ de BA para lograr una répida regeneracion de plintulas fue

de 0.5 mg/l. Asi mismo, es posible que la adicion de In suxina AIB sea un factor importante

~ para mejorar la capacidad de regeneracion en los explﬁtos y ¢ enraizamiento de los-

La obtencion de plintulas cohlplem de Anthurium andreanum se logro en slo 12

semanas, desde ¢l establecimiento del explanto hasta &) Wuiﬁnﬁento. '

" Enausencia de reguladores de crecimiento no fue posible lograr regeneracion alguns

sobre los explantos de anturio,
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