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RESUMEN

El anturio (Anthurium andreanum L.) es una especie altamente cotizada como planta de
flor en maceta y de corte. El objetivo de este trabajo fue establecer un protocolo para
organogenesis indirecta in vitro de anturio, a partir de secciones de hoja. El proceso se
desarrollé en tres fases: A) Protocolo de desinfeccion de las hojas, mediante la
aplicacion de 4 tratamientos, en base a dos concentraciones de cloro (i.a) 0.5y 1%, y
dos tiempos de exposicion 10 y 15 min en combinacion. Se utilizaron explantes de 1
cm? provenientes del centro de las hojas jévenes. La concentracién de 1% por 10 min,
evidencio los menores indices de contaminacion bacteriana y fangica, mortalidad y
fenolizacion, siendo ésta la mejor opcién. B) Introduccion de las secciones de hoja,
donde se probaron 6 tratamientos preparados en base a las sales de Murashige & Skoog
al 50 y 100% de macronutrientes y tres concentraciones de BAP (bencilaminopurina) 1,
1.75 y 2.5 ppm en combinacién, con dosis fija de 2,4-D (0.08 ppm). Los explantes
introducidos al medio con 50% de macronutrientes y 1 ppm BAP obtuvieron la mayor
formacion de callo, un aumento en la concentracion de macronutrientes al 100% no
mostré mayor estimulo en la formacion de tejido calloso, ademas la dosis de 1 ppm
BAP redujo més la fenolizacion del explante. C) Multiplicacion de brotes, la cual se
Ilevd a cabo bajo 4 tratamientos, en base a 4 concentraciones de BAP 0, 0.5, 1.25 y 2.00
ppm. Revelando que el numero de brotes fué mayor a una concentraciéon de 2.00 ppm.
Esta investigacion permitio establecer el protocolo para la obtencién de vitroplantas de
la especie estudiada.

Palabras claves: anturio, callo, brote, organogénesis indirecta, contaminacion.

ABSTRACT

The anthurium (Anthurium andreanum L.) is a highly marketable ornamental species as
both flower pot and cut flower. The objective of this work was to establish a protocol
for indirect organogenesis in vitro of anthurium, from leaf sections. The process was
developed in three phases: A) Disinfection protocol of the leafs, by applying 4
treatments, based on two concentrations of chlorine (ia) 0.5 and 1%, and two exposure
times 10 and 15 min in combination. Explants were used from the central 1 cm? of
young leaves. The concentration of 1% for 10 min, showed the lowest rates of bacterial
and fungal contamination, mortality and phenolization, which is the best option. B)
Introduction of the leaf sections, where six doses of Murashige and Skoog basal salt
mixture were tested 50 and 100% of macronutrients and three concentrations of BAP
(benzylaminopurine) 1, 1.75 and 2.5 ppm in combination, and fixed dose of 2.4-D (0.08
ppm). The explants introduced into the medium with 50% of macronutrients and 1 ppm
BAP obtained greater callus formation, an increase in the concentration of
macronutrients 100% no greater encouragement in the formation of callus tissue, plus a
dose of 1 ppm BAP reduced explant phenolization more.C) Sprout multiplication,
which was conducted under 4 treatments were applied, based on 4 BAP concentrations
0, 0.5, 1.25 and 2.00 ppm. Revealing the number of sprouts is greatest at a concentration
of 2.00 ppm. This research allowed us to establish protocol for obtaining in vitro plants
of the targeted species.

Keywords: anthurium, callus, sprout, indirect organogenesis, contamination.
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1. INTRODUCCION

El anturio (Anthurium andreanum L.) es una de las especies ornamentales méas conocidas
de las Araceas, originaria del norte de los Andes de América del Sur (Sur de Colombia y
Norte de Ecuador) (Ruiz, 2000). Su cultivo se desarrolla principalmente en las provincias
del Guayas con 139 ha (Celis, 2010), Los Rios, Manabi, Esmeraldas, El Oro, Pichincha y

Amazonia (Martinez, 2001).

Ecuador tiene mayor aceptacion en el mercado Norteamericano y la UE, con anturios que
estdn disponibles en mas de 10 colores (Benedictis et al., 2001), altamente apreciada por
sus hermosas flores y exdtico follaje (Rivero et al., 2008), por lo que su uso se centra
principalmente en la parte ornamentental (Trujillo et al., 2000). Ademas presenta actividad
bioldgica notable relacionada al uso de diferentes tipos de extractos vegetales en
enfermedades como el cancer y respuestas fisioldgicas como la inflamacion (Chen et al.,
2003 citados por Salgado, 2007). Las cualidades mencionadas antes hacen que la especie

tenga una demanda mundial muy pronunciada y alcance altas cotizaciones en el mercado.

El Anturio dentro de las flores tropicales puede llegar a significar alrededor de 2% del
mercado mundial, alcanzando un costo entre 0,18 centavos y 1,00 USD por unidad (Celis,
2010). Se estima que, en Mexico se tiene el valor mas alto de las flores en todo el mundo,

alcanzando precios de hasta $ 35.00 por flor (Murguia, 2007).

El productor y comerciante mas grande de anturios en el mundo es Holanda, con una
produccion anual aproximada de 120 millones de tallos (Celis, 2010). Hawaii es la segunda

fuente méas importante de anturios con 11 millones de tallos (Buldewo, 2002 citado por



Salgado, 2007). La isla Mauricio es la tercera nacién con mayor produccién de flores de
corte de Anthurium andreanum en el mundo y abastece alrededor de 10,2 millones de
flores anualmente (Prakash, 2005; Buldewo, 2002 citados por Salgado, 2007). Es un

cultivo costoso en su inversion pero rentable y productivo todo el afio (Murguia, 2007).

El mercado externo estd concentrado en Espafia (principal nicho), Inglaterra, Japdn,

Canada, Puerto Rico, Islas del Caribe, Panamd y Estados Unidos (Celis, 2010).

En el mercado nacional las flores tropicales y follajes, son considerados como un producto
nuevo Yy atractivo para los diferentes usos decorativos, ha presentado una buena acogida
gracias a la variedad que existe (Fundacion ALTROPICO, 2005). Ademas, existen zonas
tropicales como Machala, Milagro, Santo Domingo, Tena y Naranjal, que pueden ser

utilizadas para expandir este cultivo (Benedictis et al., 2001).

La demanda de este material propagado in vitro y de los cultivares nuevos es muy amplia,
alcanzando altas cotizaciones de hasta 1,25USD la unidad (planta de anturio),
lastimosamente los sistemas de propagacién tradicionales no abastecen la demanda para

iniciar o renovar una plantaciéon (Fundacion ALTROPICO, 2005).

La propagacion tradicional por semillas de Anturio es lenta, ademas requieren de
aproximadamente 3 afios desde su polinizacion hasta la produccion comercial, pero con
este tipo de propagacion se tiene el problema de incesto en la plantacion élite y aparecen
individuos con alta variabilidad genética que afectan negativamente su comercializacion.
También, se propaga mediante vastagos con raices aéreas provenientes del tallo principal.

Sin embargo, esto propicia la pérdida de individuos por infeccion de Xanthomonas



campestris pv. dieffenbachiae (Lee et al., 2003), Xanthomonas axonopodas pv.
dieffenbachia, y Pseudomonas solanacearum desde su origen en vivero, causando

reducciones considerables en el cultivo (ANTHURA, 2007).

Para controlar estos problemas se han realizado varios trabajos de propagacion de anturio
in vitro. Rivero et al. (2008), reportan la induccion de embriogénesis somatica indirecta en
Anthurium andraeanum Lind. (Monocotiledonea), usando explantes de segmentos foliares
de plantas micropropagadas sobre un medio de cultivo MS modificado suplementado con
6,79 uM de acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y 2,32 uM kin (kinetina). Ademas,
indican la diferenciacion de los embriones somaticos en el medio de cultivo MS
modificado adicionado 4,44 uM de N6-bencilaminopurina (BAP), en condiciones de

oscuridad.

Lee et al. (2003), obtuvieron el mayor nimero de brotes a partir de yemas axilares de
Anthuriun andreanum L., en medio liquido MS (37,5%) suplementado con 0,8 ppm de N6-
bencilaminopurina (BAP), en agitacion. Ademas, probaron medio MS solido adicionado
0,2 ppm de N6-bencilaminopurina (BAP), que rindieron la mayor proliferacion de brotes

maltiples por organogénesis directa.

Actualmente, este proceso de regeneracion indirecta in vitro de anturio (mediada por
produccion de callo) es una alternativa rapida y eficiente que permite la obtencion de
plantas sanas, es decir libres de bacterias u hongos (Castellanos et al., 2006). Ademas,
constituye una alternativa para la produccion masiva de plantas, sumada a la garantia de

homogeneidad genética cuando se parte de explantes apropiados (Lee et al., 2003).



El presente estudio plantea la organogénesis indirecta in vitro de secciones de hoja de
anturio, como una opcion viable para la produccion de plantas completas, uniformes y
libres de enfermedades. A continuacion se experimenta con diferentes reguladores de
crecimiento y concentracion de macronutrientes MS, en las fases de introduccion y

multiplicacién, para generar material sano, en un lapso corto de tiempo.



1. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Establecer un protocolo para organogénesis indirecta in vitro de anturio (Anthurium

andreanum L.), a partir de secciones de hoja.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la concentracion de cloro y tiempo de desinfeccién mas adecuado, para obtener

niveles bajos de contaminacion en la fase de introduccion.

Determinar la concentracion de macronutrientes MS y la relacién de citocinina/auxina mas
adecuados, en la fase de introduccién para obtener callos embriogénicos a partir de

explantes foliares.

Determinar la concentracion Optima de citocinina, mediante la evaluacion de tres
concentraciones en la fase de multiplicacion, que permita la formacion de mayor nimero

de brotes.

Difundir los resultados y conclusiones de la investigacion mediante la publicacion de un

articulo cientifico.



I1l.  REVISION DE LITERATURA

3.1. ANTURIO

El Anturio es una planta ornamental que se distingue por los llamativos colores de su
espata, apreciada por su larga vida en florero (15 a 20 dias), muy razonable con respecto a
otras especies (Fundacion ALTROPICO, 2005). Inicialmente, su cultivo y seleccion se
realizaron en Francia y Bélgica, descubierta durante una expedicion al oeste de los Andes
en Colombia y Ecuador en el afio 1876, dando origen mediante hibridaciones a las

variedades de flores para corte y maceta (ANTHURA, 2011).

3.2. ORIGEN

El nombre de la variedad Anthurium proviene de las palabras griegas anthos y oura, que
significan respectivamente “florecimiento” e “inicio” (ANTHURA, 2011), a la que
pertenecen cerca de 1000 especies (Rivero et al., 2006), siendo la mas conocida en el
mercado por su demanda A. andreanum Linden, que cuenta con la mayoria de las

variedades comerciales (Murguia, 2007).

El anturio (Anthurium andreanum L.), es una planta herbacea perenne originaria de los
bosques lluviosos de Colombia, Ecuador y Ameérica Central (Fundaciéon ALTROPICO,
2005). En su medioambiente, los anturios nacen y crecen sobre la hojarasca del bosque y
bajo la sombra de los arboles, donde hay buena humedad y noches frescas, ademas la
planta tiende a pegarse al tallo de los arboles a través de raices adventicias, y muchas veces

asociada a otras epifitas como las orquideas y bromelias (Murguia, 2007).



3.3. TAXONOMIA

Dominio:
Reino:
Subreino:
Phylum:

Subphylum:

Infraphylum:

Clase:
Subclase:
Suborden:
Orden:
Familia:
Subfamilia:
Género:

Especie:

Segun Salgado (2007), la clasificacion taxondmica del anturio es la siguiente:

Eukaryota
Plantae
Viridaeplantae
Tracheophyta
Spermatophytina
Angiospermae
Liliopsida
Aridae

Aranae

Arales
Araceae
Photoideae

Anthurium

Anthurium andreanum



Nombres comunes: Anturio
Corazon chino
Planta del flamenco (Paises Bajos)
Cresta de gallo (América del Sur)
Cabeza de buey (China)

Flor de cola (Estados Unidos)

Variedades: Linden ex André, Schott, Tropical, Avoclaudia, Avonette, Avanti Casino,
Lunette, Avoanneke, Limbo, Scorpion, Acrépolis, Fantasia, Cuba, Merengue, Uranus,
Paradise, Champion, Alii, New Pahoa Red, Marian Seefurth, Tatsata Pink, Kalapana,
Oshiro Red, Lavender Lady, Mickey Mouse, Oshiro White, Tropic Mist, Rainbow, Blush
Oishi, Kozohara, Blush Bride, Nitta, Ozaki, Red Obake, Bettina, Sarah, Plew Thien

Phuket, Valantino, Sonat.

3.4. DESCRIPCION MORFOLOGICA

Anthurium andraeanum Linden es un planta perenne y por esta razén permanece viva
durante el invierno, con una vida productiva de varios afos; es herbacea y epifita. La raiz
es fibrosa, cilindrica, de consistencia carnosa, gruesa, no profundiza mucho en la tierra,
blanca, con produccion de raices adventicias. El tallo es erecto, simple, herbaceo cuando
joven y semilefioso cuando adulto, llega a crecer hasta 1.5 m. Las hojas son grandes de
apice agudo y borde liso, miden 30 cm de longitud por 20 cm de ancho, con una
disposicion alternada en el tallo. El peciolo de la hoja esta envuelto por una vaina inserta

en el tallo, es largo y de color verde brillante. La flor comercial es una hoja modificada



Ilamada espata en forma de corazon de alrededor de 5-8 cm de longitud, la cual envuelve a
una estructura cilindrica denominada espadice de aproximadamente 9.5 cm de longitud
(Salgado, 2007). El espéadice es grueso, de colores rojo, rosado, amarillo, blanco, verde,
bicolor y naranja, con 300 florecillas diminutas, aproximadamente, las cuales son blancas,

hermafroditas, con un ovario, dos carpelos y cuatro anteras (Murguia, 2007).

Los hibridos producen espatas de color blanco, verde, rosado, rojo salmon, rojos, vinotinto,
naranja, rosado y coral, que se clasifican en tres categorias: estandar (coloreada y en forma
de corazon simple), el obaki (bicoloreadas de verde con algun otro color en su mayoria
producido por antocianinas), y el tipo tulipan (Prakash, 2005 citado por Salgado, 2007). Su

textura va de lisa hasta rugosa (Buldewo, 2002 citado por Salgado, 2007).

La planta produce flores todo el afio; la secuencia de hoja, flor y nueva hoja se mantiene a
través de toda la vida de la planta, y el intervalo entre cada nacimiento de una hoja nueva
se acorta o alarga de acuerdo con los cambios en las condiciones ambientales. Durante la
primavera y el verano, cuando las condiciones son favorables para el crecimiento, se
esperan mas flores por planta que durante los meses de invierno, cuando las temperaturas
son mas bajas y hay menos luz. Los frutos aparecen después de la polinizacion de las flores
como unas protuberancias verrugosas sobre el espadice; éstos son bayas globulosas
amarillas o rojas de 0.5 cm que contienen de una a dos semillas pequefias de 0.03 cm y

color amarillo (Murguia, 2007).
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3.5. CONDICIONES AMBIENTALES

El Anturio es una planta tropical y, por lo tanto, no tolera bien las temperaturas inferiores a
15 °C y las superiores a 30 °C (ANTHURA, 2007), asimismo puede soportar temperaturas
extremas de 40 °C, sin embargo los pedunculos largos y las espatas anchas, representativas
de la mas alta calidad, se han obtenido a temperaturas de 19 a 22 °C en el aire (Murguia,
2007). Se cultiva para produccion comercial a altitudes entre 200 y 2000 msnm (FLORES
ORGASMIC, 2010). La intensidad luminosa mas apropiada se ubica entre 18000-25000
lux (250-300 Watt), ademas prefiere un 75% de media sombra, con malla negra o
plateada, una fija que proporcione el 60% y una segunda que proporcione el 50% de

proteccién, con una humedad relativa entre el 60 y el 80% (ANTHURA, 2007).

3.6. PROPAGACION

Todos los métodos de propagacion existentes pueden ser utilizados para multiplicar el
anturio, como son la divisién de plantas, esquejes o “chupones” del rizoma (Trujillo et al.,
2000), propagacién por acodo e incluso la propagacion sexual por semilla, los cuales
resultan lentos y poco costeables (Geir, 1986 citado por Ruiz, 2000). A continuacién se

describen las formas de propagacion cominmente usadas:

3.6.1. Propagacion por semilla

Anthurium andreanum L. es una especie de flores protoginas. Aunque las plantas son
autocompatibles, la polinizacion cruzada en algunas plantas es preferida para produccion

comercial de semilla, donde se realiza una seleccion de plantas “élite” por aspectos como
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tamanio, forma de la espata y color (Ruiz, 2000). Sin embargo este es un proceso lento, que
Ileva hasta tres afios desde que se establece la semilla hasta la floracion (Murguia, 2007),
posteriormente pasan seis o siete meses para que se formen los frutos maduros y se obtenga
la semilla (Ruiz, 2000), ademas su viabilidad es muy corta, presenta una gran variacion en

la progenie y la fase juvenil es de larga duracion (Pierik et al., 1974).

La técnica consiste en presionar con los dedos el fruto maduro, del cual brotan una o dos
semillas, que se colocan sobre sustrato en contenedores por 15 a 25 dias hasta su
germinacion en constante humedad, y en los cuales permanecen por un lapso de cuatro
meses hasta su traslado a macetas o bolsas, seguidamente se desarrollaran por un tiempo de
dos a tres afos hasta la aparicion de su primera flor (Murguia, 2007). Ademas no produce
semillas en abundancia y las pocas que se obtienen, pierden la viabilidad rapidamente ya
que no pueden ser almacenadas por periodos de mas de 3 a 4 dias (Lee et al., 2003),
asimismo la descendencia presenta alta variabilidad genética que afecta negativamente su
comercializacion (Hamidah et al., 1997 citado por Liendo y Mogollén, 2009). Por esto no
es sorprendente que el progreso en el mejoramiento de estas plantas sea muy lento, y que

mas de un tercio de las plantas semilleras sean descartadas antes de florear (Ruiz, 2000).

3.6.2. Propagacion por hijuelos de tallo

Esta forma de propagacion es la mas rapida, utilizando los hijuelos que brotan del tallo (1 a

8 por afno) para una vez que den su primera flor separarlos de la planta, aproximadamente

en ocho a diez meses, dependiendo de la variedad y manejo del cultivo (Murguia, 2007).
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3.6.3. Propagacion por hijuelos de raiz

Para obtener plantulas de la raiz, es necesario dar condiciones Optimas de nutricion,
aireacion y riego a la planta, para seguidamente cortarlos y sembrarlos cuidadosamente,

debido a que son muy tiernos y se deshidratan facilmente (Murguia, 2007).

3.6.4. Propagacion por division del tallo

Este método consiste en seccionar las plantas adultas cuyo tallo sea de mas de 40 cm de
altura y posea por lo menos cinco nudos. Los mismos que se siembran preferiblemente en
forma horizontal sobre un substrato poroso esterilizado. Posteriormente emergeran las
raices de las estacas y cuando broten las primeras hojas se transplantaran al lugar definitivo

(Murguia, 2007).

3.6.5. Cultivo de tejidos

La propagacion en el laboratorio, también llamada por cultivo de tejidos, permite obtener

un gran nimero de plantas en muy poco tiempo, libres de virus y enfermedades bacterianas

o fungosas (Ruiz, 2000).

El cultivo in vitro de anturio fue desarrollado inicialmente por Pierik (1974), y

posteriormente abordado por otros investigadores (Lee et al., 2003).
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Segun Geir (1990) citado por Ruiz (2000), en anturio se ha obtenido regeneracion de la
planta via callo a partir de tejidos de embriones, explantes de ld&mina de hoja, peciolo,

inflorescencia del tallo, espata y espadice.

Jiménez (1996), empled hojas jovenes abiertas, para la propagacion clonal in vitro de
anturio a través de callo U organogeénesis indirecta, cortando secciones de 3 cm x 8 cm y de
1.5 cm x 2 cm, sembrados en tubos de ensayo en un medio semisolido de iniciacion,
constituido de 50% macronutrientes y 100% micronutrientes, suplementado con 1.5 mg L™

BAP, 0.2mg L™" 2,4-Dy 30 g L™ Glucosa, permitiendo su propagacién masiva comercial.

Lee et al. (2003), obtuvieron el mayor nimero de brotes a partir de yemas axilares de
Anthuriun andreanum L., en medio liquido MS (37,5%) suplementado con 0.8 ppm de N6-
bencilaminopurina (BAP), en agitacion. Ademas, probaron medio MS solido adicionado
0.2 ppm de N6-bencilaminopurina (BAP), que rindieron la mayor proliferacion de brotes

maultiples por organogénesis directa.

Rivero et al. (2008), reportan la induccion de embriogénesis somética indirecta en
Anthurium andraeanum Lind. (Monocotileddnea), usando explantes de segmentos foliares
de plantas micropropagadas sobre un medio de cultivo MS modificado suplementado con
6.79 uM de acido 2.4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y 2.32 uM kin (kinetina). Ademas,
indican la diferenciacion de los embriones somaticos en el medio de cultivo MS
modificado adicionado 4,44 uM de N6-bencilaminopurina (BAP), en condiciones de

oscuridad.
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Liendo y Mogollon (2009), obtuvieron la mayor tasa de multiplicaciéon in vitro del
Anhurium andreanum “Nicoya”, con medio MS suplementado con 1 mg L™ de BAP,
alcanzando 4.17 brotes/explante. Ademas consigueron 5.49 raices por brote y una longitud

méxima de 2.59 cm, con medio MS complementado con 0.1 mg L™ de ANA.

3.7. PROPAGACION in vitro

Este es un método de propagacion rapido, que permite obtener un gran numero de plantas
libres de enfermedades, virus, bacterias u hongos, en muy poco tiempo (Ruiz, 2000).

Consta de cinco etapas, que se describen a continuacién (Castillo, 2004):

3.7.1. EtapaO0

Se refiere al mantenimiento de la planta madre, es decir en condiciones sanitarias éptimas,
con una nutricion y riego adecuados, para permitir un crecimiento vigoroso y libre de

enfermedades.

3.7.2. Etapal

Esta es la etapa de iniciacion, donde se realiza el aislamiento estéril de los explantes,
eliminando los contaminantes externos como hongos y bacterias que habitan en forma
natural en el ambiente. De ésta manera se puede llevar a cabo un crecimiento y desarrollo

sin contaminacion para poder establecer el cultivo in vitro.



15

3.7.2.1. Explante

Para el establecimiento y desarrollo de cada cultivo se debe seleccionar el explante
adecuado (Pierik, 1976 citado por Ruiz, 2000). La eleccion del explante se basa
principalmente, en el objetivo que se persigue y la especie utilizada (Roca y Mroginski,

1991b). Por lo que se debe de tomar en cuenta los siguientes factores:

Edad de la planta: la capacidad regenerativa disminuye conforme la planta envejece, por
lo que se utiliza material procedente de plantas juveniles. Para la regeneracion in vitro de

Anthurium andreanum L., es necesario el uso de tejido joven y aun blando (Geier, 1990).

Edad del érgano o tejido: Los tejidos jovenes son mas apropiados para el cultivo que los
tejidos viejos y lefiosos. En Anthurium andreanum se pueden utilizar explantes de 6rganos
jévenes que estan en la parte aérea de la planta, como la vena central de la hoja y el

espadice de la inflorescencia (Ruiz, 2000).

Tamarfio del explante: Mientras mayor sea el fragmento vegetal, mas facil es inducir el
crecimiento y la regeneracion, debido a que cada fraccion aislada tiene su propia porcién

de reservas y hormonas (Pierik, 1990 citado por Yanez, 2011).

Tipo de explante: La propagacion de anturio a traves de segmentos de hoja es la mas
utilizada, ya que da la mayor cantidad de explantes y su desinfeccion es mas eficiente que
la espata o el espadice, evitando perdida general de material por ataque de

microorganismos (Geier, 1986 citado por Ruiz, 2000).
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3.7.2.2. Protocolo de Desinfeccion

Segun Pierik (1990), existen cuatro fuentes de infeccién: la planta, el medio, el aire y el
operador. De estas la mas importante es la planta, y por ende el material vegetal debe ser

bien esterilizado superficialmente antes de su aislamiento in vitro.

En el caso del anturio (Anthurium andreanum), la fase critica para su propagacion in vitro
es la etapa de iniciacion. Segun Geier (1986), existen distintas formas de llevar a cabo la
desinfeccion en los diferentes tipos de explantes utilizados, sin embargo la mayoria
incluyen soluciones con hipoclorito de sodio (NaOCIl) como ingrediente activo, por
ejemplo: se recomienda sumergir el material en alcohol al 70% por unos segundos, seguido
por una inmersion en una solucién de hipoclorito de sodio que contenga 15 g L™ de cloro
activo y 0.5 ml de Tween por cada 100 ml de solucién desinfectante por 10 a 15 min, para

finalmente enjuagar tres veces con ADE.

Para las hojas se recomienda lavar su superficie con agua y jabon liquido, y posteriormente
en camara de flujo laminar sumergirlas en una solucién de hipoclorito de sodio al 3% por
15 min, con tres gotas de Tween 20 por cada 100 ml de solucion, seguida de tres enjuagues

de 2 min cada uno con ADE (INA, 1994 citado por Ruiz, 2000).

Segun Pierik (1990), para evitar la contaminacion en el culivo de tejidos (eliminar los
microorganismos), se debe utilizar sustancias quimicas como Alcohol (etanol); para
material vegetal al 70%, Hipoclorito de sodio; en una concentracion de 5.25% de
ingrediente activo, Tween 80; agente mojante que disminuye la tension superficial para un

mejor contacto superficial del explante con la solucion desinfectante.
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3.7.3. Etapall

Es la fase de introduccién del material in vitro, donde luego de la desinfeccion superficial
del material seleccionado, se coloca en medio de cultivo estéril. Para posteriormente en el
lapso de una semana o quince dias dependiendo de la especie, comienza la regeneracion de

nuevos tejidos vegetales, iniciando el ciclo de cultivo in vitro (Castillo, 2004).

3.7.4. Etapalll

En esta fase se produce la multiplicacion de los brotes pertenecientes a los explantes que
sobrevivieron a las etapas anteriores, se espera originen brotes con varias hojas, ya que en
la base de cada hoja hay una yema que se desarrollard luego de ser puesta en contacto con
el medio de cultivo. Estos nuevos brotes se deben subcultivar en un nuevo medio mediante
divisiones y resiembras, de esta forma aumenta el nimero de plantas en cada repique o

division de las plantas (Castillo, 2004).

3.8. CULTIVO DE TEJIDOS in vitro

Este tipo de propagacion se basa en la “Totipotencia celular”, que es la capacidad de las
células para regenerarse en una planta completa. El cultivo in vitro se realiza en estrictas
condiciones de asepsia, con medios de cultivo nutritivos y condiciones artificiales
controladas, simulando el medio de la planta madre (Jordan y Goreaux, 1990; Reyes y

Hewstone, 1994 citados por Toro, 2004).
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Los objetivos perseguidos con la utilizacion del cultivo in vitro de tejidos vegetales son la
posibilidad de aplicar estudios basicos de fisiologia, genética, bioquimica y ciencias afines;
realizar la bioconversion y produccion de compuestos Utiles; incrementar la variabilidad
genética; obtener plantas libres de patogenos; propagacion de plantas; y conservacion e

intercambio de germoplasma (Roca y Mroginski, 1991b).

La micropropagacion o propagacion clonal, es una de las aplicaciones mas generalizadas
del cultivo in vitro, a través del cual un fragmento (explante) de una planta madre, produce

una descendencia uniforme, con plantas genéticamente idénticas, denominadas clones.

En especies que responden rapidamente bajo estas condiciones, es posible obtener millones
de copias de una misma planta (clones) en el curso de un par de afios bajo condiciones de

laboratorio (Jordan y Goreaux, 1990 citados por Toro, 2004).

3.8.1. Medios de Cultivo y Componentes

El medio de cultivo es el sustrato donde se va a colocar al explante seleccionado, se
compone de una mezcla de sales minerales, vitaminas, reguladores de crecimiento, azUcar,
agua y agar. Su composicion depende de la especie vegetal con la que se trabaja, edad de la
planta, edad del 6rgano o tejido, tipo de 6rgano o tejido que se cultiva y de la etapa del
proceso de micropropagacion (Castillo, 2004). Ademéas cumple con dos funciones
principales: proporciona soporte fisico y todos los nutrientes necesarios para el desarrollo

del explante (Cafiizares, 1998).
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Para el cultivo in vitro de anturios, se utiliza generalmente el medio derivado de la formula
de Murashige & Skoog, utilizando la mitad de los macroelementos, el total de los
microelementos y hierro, glucosa y las hormonas BAP y 2,4-D son modificadas en cada

etapa de crecimiento y desarrollo (Geier, 1990 citado por Ruiz, 2000).

3.8.1.1. Constituyentes minerales

Los medios de cultivo deben contener todos aquellos elementos esenciales para el explante,
compuesto generalmente por macro 0 microelementos. Se deben incluir los
macroelementos (C, H, O, P, K, N, S, Ca, y Mg) que son esenciales de los tejidos vegetales
e intervienen en la conservacion del equilibrio idnico en las plantas, y los microelementos
(B, Zn, Mn, Cu, Mo, Fe, Cl) que participan en los mecanismos enzimaticos como

activadores o constituyentes de las coenzimas (Bengoa, 1990 citado por Toro, 2004).

3.8.1.1.1. Fuente de Carbohidratos o aztcares

Entre los compuestos organicos, la sacarosa es el azlcar que mas se utiliza, y se puede
reemplazar por glucosa y en menor medida por fructosa; usualmente la maltosa y la

galactosa son menos efectivas (Roca y Mroginski, 1991a).

Se sabe que la ausencia de azUcares se convierte en un factor limitante en la organogénesis
de los tejidos, presentando una accion metabdlica y energética, siendo esencial para el
crecimiento y desarrollo in vitro, debido a que en éstas condiciones muy pocos cultivos son
autotrofos. La sacarosa es generalmente la fuente carbonada que se utiliza en los estudios

de organogénesis, sin embargo en algunas ocasiones se ha sustituido por la glucosa o
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fructosa. Ademas una dosis de sacarosa de 20 a 60 g L™ se recomienda para un buen

desarrollo en cultivo de callos (Kenneth y Torres, 1989 citados por Cafiizares, 1998).

3.8.1.1.2. Vitaminas

Las vitaminas son requeridas como catalizadores en varios procesos metabolicos (Torres,
1988 citado por Toro, 2004). Favorecen el crecimiento de las células de plantas superiores
y la diferenciacion de los callos, por lo que pueden llegar a ser un factor limitante. Entre las
vitaminas utilizadas para el cultivo in vitro estan: tiamina, acido nicotinico, piridoxina y

myo-inositol (Cafiizares, 1998 citado por Yéanez, 2011).

Otras vitaminas (acido pantoténico, biotina, riboflavina y colina) pueden ser Utiles pero no
absolutamene necesarias. También se utiliza el acido citrico y el acido ascérbico, pero no
como vitaminas sino como antioxidantes, retrasando el efecto de la oxidacion fendlica

(Gonzélez, 2003 citado por Vaca, 2008).

3.8.1.2. Reguladores de Crecimiento

Los reguladores de crecimiento representan un conjunto de productos sintéticos con una
actividad semejante a las hormonas. Estos son responsables de la distribucion de los
compuestos que la planta biosintetiza, ademéas de determinar el crecimiento relativo de
todos los organos de la planta, por lo que se puede decir que el cultivo de tejidos in vitro es
casi imposible sin reguladores (Pierik, 1990 citado por Ruiz, 2000). Segun Geir (1990)
sobre induccion de callo demuestran que el cultivo en Anthurium andreanum, en ausencia

de hormonas no muestra formacion de callo.
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Las sustancias reguladoras de crecimiento que generalmente se usan en la mayoria de los
casos son del tipo de las auxinas o las citocininas, y en menor grado otros reguladores

(Roca y Mroginski, 1991b).

3.8.1.2.1. Auxinas

El nombre auxina significa en griego “crecer” y es dado a un grupo de compuestos que
estimulan la elongacion. Existen varias auxinas naturales, tales como el AIA (&cido
indolacético), indol-3-acetonitrilo, etilindol-3-acetato, indol-3-carboxialdehido, indol-3-
acetaldehido, indol-3-acetamida, &cido indol-3-carboxilico, entre otras. De éstas el AIA es
el compuesto de mayor utilizacion (Scott, 1984 citado por Krikorian, 1991). Las auxinas
sintéticas que mas se utilizan en el establecimiento de los cultivos son: 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D), acido naftalenacético (ANA) y acido indol-3-butirico (AIB).
Estas generalmente producen elongacion celular y expansion de los tejidos, division celular
(formacion de callo) formacion de raices adventicias, proliferacion axilar y adventicia

(Ruiz, 2000).

El &cido indol-3-acetico (AlA), es la principal auxina enddgena, sintetizada en la planta a
partir del L-triptofano, que puede estar libre o formando parte de proteinas. Los
principales lugares de sintesis son los apices de coleoptilos de las gramineas, en
meristemos apicales de tallos y, en menor proporciéon de las raices, también en embriones y
en hojas jovenes, flores y frutos. Afectan al crecimiento del tallo, las hojas y las raices, al
desarrollo de ramas laterales y elongacion de ciertas células e inhibiendo el crecimiento de
otras, en funcion de la cantidad de auxina en el tejido vegetal y su distribucion (Lucas,

2002). Ademas hay otros muchos procesos de correlacion, como la dominancia apical,
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diferenciacion celular, activacion del cambium vascular, desarrollo del sistema radicular y
aéreo, crecimiento de los frutos (biosintesis de etileno, cuaje y maduracién), formacion de
flores, frutos (partenocarpicos), raices y semillas, efectos sobre el fototropismo y el
gravitropismo, inhibicion de la abscision y control de malas hierbas (Garcia, 2000). El
desarrollo de las técnicas de cultivo de tejido fue posible gracias a la accién de las auxinas

sobre la division celular.

No es posible establecer una concentracion particular de la auxina, sin embargo en general
se utiliza el AIA en concentraciones que varfan de 0.001 a 10 mg L™, siendo un punto

6ptimo entre 0.1 a 1 mg L™ (Krikorian, 1991).

El AIB (acido indolbutirico), es la hormona mas utilizada para la multiplicacion asexual de
plantas (estacas, esquejes, etc), elongacién celular, expansion de los tejidos y division
celular (formacion de callo), por su estabilidad y poca movilidad. Ademas es ampliamente

utilizada en la agricultura para enraizamiento (Pierik, 1990 citado por Ruiz, 2000).

El ANA (4cido naftalenacético) es un miembro de la clase de hormonas conocidas como
auxinas sintéticas, utilizado en cultivos que requieren inducir la caida de frutos, ya sea para
una eliminacion parcial de frutos jovenes y reducir la competencia, o para mejorar los
tamafos (manzana, pera). Ademas se utiliza para promover el crecimiento y diferenciacion
celular, floracion, senectud e inducir la formacion de raices en los callos no diferenciados
(Gonzalez et al., 1999). Generalmente se utiliza en concentraciones entre 1 a 10 mg L™,

con un punto 6ptimo de 2 mg L™ (Krikorian, 1991).
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El 2,4-D es la auxina sinética mas efectiva para promover callogénesis, ademas puede
utilizarse para inhibir la caida de frutos en etapa madura, aplicando la auxina a frutos
cercanos a maduracion, y asi evitar su caida prematura por liberacion natural de etileno
antes de la cosecha, esto se basa en una competencia hormonar auxina-etileno para inducir
o inhibir la formacion de la zona de absicién en el peddnculo de los frutos. Se utiliza en
concentraciones que varfan de 0.1 a 10 mg L™, con un éptimode 1 a5 mg L™. Y cuando se
usan en concentraciones altas tienen propiedades herbicidas en algunas plantas (Lucas,

2002).

3.8.1.2.2. Citocininas

Las citocininas son hormonas vegetales naturales que estimulan la divisién celular, son
producidas en las zonas de crecimiento como los meristemas en la punta de las raices,
donde son translocadas a través del xilema hasta el brote. Las mayores concentraciones se

encuentran en embriones y frutas jovenes en desarrollo (Gonzales et al., 1999).

Existen dos grupos de importancia por grupos quimicos: los conformados a base de
adeninas y los que son a base de fenilureas. De las primeras se han identificado a la
Benciladenina, Kinetina, Isopenteniladenina (IPA), Dihidrozeatina y Zeatina, de ésta
ultima se derivan la Ribofuranosilzeatina, la Glucopiranosida de Zeatina, entre otras. Del
segundo tipo se encuentran la Difenilurea y algunos derivados como Forclorfenurdn

(CPPU) o Tidiazuron (TDZ); (Soberon et al., 2005).

Estas hormonas estimulan la division celular y el crecimiento, inhiben el desarrollo de

raices laterales, rompen la latencia de las yemas auxiliares, promueven la organogénesis en
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los callos celulares, promueven la expansion celular en cotiledones y hojas, originan la
maduracion de los cloroplastos y retrasan la senescencia de los 6rganos vegetales (Ruiz,

2000).

La kinetina (KIN (6-furfunil aminopurina)), es una sustancia estimuladora de la division
celular, se han aislado varias sustancias relacionadas partir de preparaciones de ADN, sin
embargo no se ha podido demostrar que esté presente como un compuesto natural. La KIN
se usa en concentraciones de 0.1 a 2 mg L™, en conjunto con AIA y 6-anilinopurina

(Krikorian, 1991)

La zeatina (N-(4-hidroxi-3-metil-2-butenil) aminopurina), fue la primera citocinina natural
aislada, obtenida de granos de maiz (Zea mays), de la cual se derivan otras citocininas
activas como la ribofuranosilzeatina y la glucopiranosida de zeatina (Soberon et al., 2005).
Es considerada el prototipo de las adenilcitocininas, ésta es hasta diez veces méas potente
que la KIN (Vaca, 2008). La zeatina se utiliza generalmente en concentraciones similares
al BAP, sin embargo se utiliza con mas frecuencias a niveles mas bajos por ser bastante

activa (Krikorian, 1991).

La N6-bencilaminopurina (BAP), es una citocinina sintética recientemente aislada de
forma natural y utilizada con mayor frecuencia que la KIN o la ZEA, por su alta actividad

y costo razonable (Krikorian, 1991).

Segun Lee et al. (2003), la mejor brotacion en la fase de establecimiento y multiplicacion,
con cinco a ocho brotes por explante, se produce al suplementar 0.8 mg L™ de BAP en

agitacion rotatoria.
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La adenina sulfato fue usada por primera vez para el crecimiento de explantes de tabaco,
para la estimulacion de formacion de vastagos adventicios. Esta se ha utilizado en

concentraciones que varian entre 2 a 120 mg L™ (Pierik, 1990 citado por Yénez, 2011).

En Anturio se ha reportado la induccién a partir de hojas de embriones somaticos,
especialmente bajo la adicidén de sulfato de adenina, ya que favorece la formacion de

estructuras embriogénicas (Salgado, 2007).

3.8.1.2.3. Giberelinas

El acido giberélico (AG), fue aislado a partir del hongo Gibberella fujikuroi, siendo la
primera de esta clase de hormonas en ser descubierta (Krikorian, 1991). Existen varios
tipos de giberelinas, siendo las mas comunes: GAl, GA3, GA4, GA7 y GA9. Estas son
sintetizadas en los primordios apicales de las hojas, en puntas de las raices y en semillas en
desarrollo (Gonzalez et al., 1999). Las principales funciones que cumplen son incrementar
la tasa de division celular (mitosis), aumentar el crecimiento en los tallos, interrumpir el
periodo de latencia de las semillas, inducir la brotacion de yemas, promover el desarrollo
de los frutos y estimular la sintesis de RNAm. Ademas pueden tener un papel en el proceso
organogenico, sin embargo en varias especies estos reguladores de crecimiento juegan un

papel represivo o no tienen efectos en la formacion de organos in vitro (Toro, 2004).

La concentracion de AG varia entre 0.01 a 1 mg L™ con un punto éptimo alrededor de 0.1
mg L. Ademas el AG (25 mg L) en conjunto con el AIA (1 mg L) estimula la

formacion de callo (Krikorian, 1991).
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3.8.1.2.4. Otros Reguladores de Crecimiento

El etileno o eteno, CH2:CH,, es el hidrocarburo insaturado mas sencillo. Es un gas
incoloro e inflamable, con olor débil y agradable. Se halla en forma natural en las plantas,
reconocida como la fitohormona responsable de la maduracion, abscision, senecitud,
dormancia, floracion y otras respuestas. Es biosintetizado a partir de la S-Adenosil
Metionina (SAM), producido por todas las partes vivas de las plantas superiores, la tasa
varia con el 6rgano y tejido especificos, su estado de crecimiento y desarrollo (Gonzalez et

al., 1999).

El Acido abscisico (ABA), conocido anteriormente como dormina o agscisina, es
considerado como un inhibidor del crecimiento natural presente en plantas (Golzalez et al.,
1999), generalmente produce efectos negativos en el cultivo in vitro (Pierik, 1990 citado

por Vaca, 2008).

3.8.1.3. Gelificante

En el cultivo de anturio el medio a utilizar debe ser sélido, para que haya crecimiento y
diferenciacion de 6rganos (Pierik, 1990). El agar disuelto forma un gel que es capaz de
retener agua y absorber compuestos, la concentracion habitual es de 0.6 — 0.8%, sin
embargo las concentraciones del agar utilizado pueden alterar las respuestas in vitro de los

cultivos (Ruiz, 2000).
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3.9. VIAS DE REGENERACION EN CULTIVO DE TEJIDOS in vitro

Existen diferentes métodos de propagacion vegetativa in vitro, entre éstos se incluyen:
esquejes de segmentos nodales, ramas axilares, generacion de 6rganos adventicios (raices o
vastagos) sobre explantes, formacion de embriones somaticos sobre callo, y regeneracion
de plantas a partir de suspensiones celulares y protoplastos (Pierik, 1990 citado por Ruiz,

2000).

Para la formacion de 6rganos adventicios, se conocen dos procesos: organogénesis directa,
en la que del explante se originan directamente brotes o raices, y organogenesis indirecta,
en la que hay formacion de callo a partir del explante, y de este tejido calloso se originan
los brotes y raices (Pierik, 1990 citado por Ruiz, 2000). La organogénesis indirecta o

regeneracion de érganos a partir de callo, consta de las siguientes etapas:

e Desdiferenciacion de células diferenciadas.
e Division celular, seqguida por formacion de callo.
e Formacion de 6rganos.

e Desarrollo de 6rganos (Pierik, 1990).

3.9.1. Organogénesis Indirecta

Un callo es un tejido tumoral, que surge sobre heridas de 6rganos y tejidos diferenciados.
Por lo que se denomina induccion de callo al inicio de su formacion. Si en el explante
diferenciado solo existen células diferenciadas, es necesario producir una

desdiferenciacion, antes de que tenga lugar la divisién celular, siendo las células
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parenquimaticas las que generalmente pueden sufrir este proceso. La desdiferenciacion,
permite que las células del explante de una planta adulta presenten una redefinicion. En
este proceso, las células adultas son capaces de pasar de su forma adulta a la forma juvenil.
Después de la desdiferenciacion, las células se empiezan a dividir rapidamente bajo la
influencia de reguladores de crecimiento, lo que da lugar al callo (Pierik, 1990 citado por

Ruiz, 2000).

Segun Geir (1990), cualquier 6rgano (raiz, tallo, hoja, flor, etc.) puede ser usado como
material inicial para la induccion de callo. EI material inicial y la posicion del explante
sobre la planta madre, pueden tener una gran influencia en procesos como la division

celular y la formacion de callo.

Para comenzar con la formacion de callos a partir de un explante es necesario agregar
reguladores exdgenos al medio de cultivo. Este regulador exdgeno a aplicar dependera del
genotipo del explante y de su contenido de hormonas enddgenas. Segun Pierik (1990) estas

necesidades pueden dividirse en tres categorias:

1. Solo se necesitan auxinas.
2. No se requieren mas que citocininas.

3. Se precisan tanto auxinas como citocininas.

Otros factores importantes para la formacion de callo son el genotipo, el medio nutritivo,

factores fisicos de crecimiento como luz y temperatura.
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Ademas se debe considerar que un callo es un tejido de crecimiento rapido y facil de
cultivar. Si se van a utilizar los callos como medio de propagacion vegetativa de plantas,

deben de reunir los siguientes requisitos:

e No deben de perder su potencial regenerativo despues de varios
repicados.

e Debe ser estable genéticamente.

e EIl material obtenido debe ser idéntico a la planta madre en la medida que

sea posible (Ruiz, 2000).

3.10. FACTORES LIMITANTES DEL CULTIVO in vitro

3.10.1. Fenolizacién

La Fenolizacion es el pardeamiento que se presenta con mayor frecuencia en explantes de
especies lefiosas, se relaciona con la liberacién al medio y oxidacion de polifenoles, es
producido por accion de enzimas oxidasas que contienen cobre, como las polifenoloxidasas
y las tirosinasas que se liberan al herirse los tejidos, dando como resultado compuestos
quinonicos altamente activos y tdxicos para el explante (Seemann y Barriga, 1993 citados

por Toro, 2004).

3.10.2. Contaminacion

La contaminacion de los explantes se puede presentar en forma exodgena por una

inadecuada esterilizacion del material vegetal o en forma enddgena cuando existen

contaminantes sistémicos dificiles de eliminar (Seemann y Barriga, 1993 citados por Toro,
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2004). Segun Roca y Mroginski (1991b), las fuentes de donde proceden los
contaminadores son: el explante (tejido), el medio, el aire y el investigador; siendo la mas

importante el material vegetal.

3.10.2.1. Contaminacion exdgena

La contaminacion que el explante lleva en su superficie se puede eliminar mediante un
eficiente protocolo de desinfeccion, generalmente se hace uso de soluciones de hipoclorito
de sodio (NaOCI) en concentraciones de 1 a 3%, es una de las preparaciones mas Utiles
como germicida, se lo ha utilizado durante muchos afios como esterilizante superficial en
los tejidos, siempre y cuando no se produzcan lesiones debido a su accion blangueadora.
Como esterilizante superficial también se utiliza la solucion de bicloruro de mercurio
(HgCly), sin embargo es altamente tdxico y se debe utilizar con cautela en una solucion
acuosa entre 0.1 a 1.5% (p/v) por 3 a 10 minutos. También se puede hacer uso de
desinfectantes como el yodo, fungicidas, y otros bactericidas de naturaleza quimica (Roca

y Mroginski, 1991b).

3.10.2.2. Contaminacion endogena

Esta se produce cuando los contaminantes se encuentran dentro del tejido y por ende son
dificiles de eliminar. En este caso puede ser util la inclusion de fungistaticos o
bacteriostaticos en el medio de cultivo; el sulfato de gentamicina, la penicilina y el sulfato
de estreptomicina (10 a 50 mg L™), son algunos de los productos de amplio espectro que se

pueden utilizar (Roca y Mroginski, 1991b).
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El cultivo de tejidos incrementa el promedio de multiplicacion normal de las plantas y
puede considerarse como una fuente de material limpio, ya que esta libre de bacterias y
otras enfermedades como la antracnosis, decadencia, mancha de la hoja y nudo de raiz

(Puchooa, 2003 citado por Salgado, 2007).

3.11. CONDICIONES FISICAS

La organogénesis puede estar afectada por una gran variedad de factores como la luz,

temperatura, humedad relativa, y pH (Toro, 2004).

3.11.1.  Huminacion

Generalmente en el establecimiento de los cultivos, una fuente luminosa esta compuesta de

lamparas fluorescentes (del tipo “luz de dia”) y lamparas incandescentes que brinden entre

1000 y 4000 lux de iluminacion (Roca y Mroginski, 1991a).

Los Anthurium necesitan un minimo de 150 pies/candela (ft/c) en los interiores, pero son

producidos bajo 1500 a 2500 (ft/c); (Pataky, 2001 citado por Salgado, 2007).

El fotoperiodo afecta la morfologia en el linaje de la planta el cual es relativo a las
respuestas del explante durante los siguientes cultivos. También puede afectar los niveles
internos de los reguladores de crecimiento, usualmente 12 a 16 horas con 1000 a 3000 lux
es suficiente para inducir la organogénesis. Ademas el fotoperiodo, cantidad e intensidad
de luz pueden ser criticos para la formacion de brotes en algunas especies (Ruiz, 2000), al

igual que la calidad de la luz especialmente la roja y la roja intensa también afectan los
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procesos hormonales y consecuentemente los resultados in vitro (Adelheid, 1992 citado

por Salgado, 2007).

3.11.2. Temperatura

En general, temperaturas entre 25 y 28 °C son adecuadas para el establecimiento de los
cultivos, sin embargo la temperatura Optima del cuarto de crecimiento se encuentra entre
20-28 °C. La regulacion de ésta se puede lograr mediante un sistema de aire acondicionado,

alarmas y controles (Roca y Mroginski, 1991a).

3.11.3. Humedad relativa

Dentro del cuarto de crecimiento, la humedad relativa debe ser entre 70 — 80%, ya que
valores més bajos, usualmente provocan una desecacion del medio de cultivo (Seemann y

Barriga, 1993 citados por Toro, 2004).

3.11.4. pH

El pH es un factor limitante para el crecimiento y desarrollo de explantes in vitro, de forma
general se recomienda ajustar el pH entre 5.5 y 5.8 ya que un pH mas bajo suele producir
inestabilidad de AIA, giberelinas, vitamina B1 y acido pantoténico (Quak, 1977 citado por
Toro, 2004). Ademaés favorece la precipitacion de sales de fosfato y sales férricas, por lo
que un pH de 5.7 a 5.8 es adecuado para mantener todas las sales en forma soluble

(Murashige y Skoog, 1962).
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1. UBICACION DEL LUGAR DE INVESTIGACION

4.1.1. Ubicacioén Politica

El proyecto se realiz6 en el Laboratorio de Cultivo in vitro de Tejidos Vegetales de la
Asociacion  “Agrobiotech”, ubicada en Ecuador, Provincia de Pichincha, Canton
Rumifiahui, Parroquia Selva Alegre, localizada a 78°25°56.02°’(0) y 0°20°35.44°(S), a
una altitud de 2526 msnm. Con una temperatura promedio de 21°C, y una humedad relativa

del 45%.

4.1.2. Ubicacién Geografica

El laboratorio de la Asociacion “Agrobiotech” se encuentra en una posicion geografica de

78°25°56.02”°(0) y 0°20°35.44>(S), a una altitud de 2526 msnm.

4.1.3. Ubicacion Ecoldgica

Los laboratorios de la Asociacion “Agrobiotech”, se encuentran en una ubicacion
ecologica correspondiente a una zona de vida de bosque humedo pre-montano, a una
altitud de 2526 msnm con una temperatura entre 20.06° a 8.08°, una temperatura promedio
de 16.35° y una precipitacion de 1200 mm/afio. El cuarto de crecimiento del laboratorio de
cultivos vegetales posee un ambiente controlado, con una temperatura promedio de 21°C, y

una humedad relativa del 45%.
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4.2. MATERIALES.

Se utilizaron los siguientes equipos y materiales: camara de flujo laminar, camara de
crecimiento, autoclave, estufa, balanza analitica, agitador, pHmetro, destilador de agua,
refrigerador, cajas petri, frascos de vidrio, tarrinas de plastico transparentes, botellas,

probetas, bandejas, pinzas, tijeras, mechero, bisturi y atomizador.

Los reactivos utilizados fueron: yodo, Benlate, hipoclorito de sodio, hidroxido de sodio,
acido peracético, perdxido de hidrogeno, macroelementos MS, microelementos MS, Myo-
inositol, &cido nicotinico, piridoxina, tiamina, glycina, sucrosa, agar, oxitetraciclina, N6-

bencilaminopurina (BAP) y 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D).

Los insumos utilizados fueron: explantes de anturio (secciones de hoja de 1 cm?), tijera
podadora, guantes de caucho, papel periodico, papel aluminio, papel toalla, fundas de
plastico, mascarillas, fungicidas (Benlate), cinta masking, etiquetas, cubetas, jeringuillas,
bisturis, regla, marcadores, jabdn antibacterial liquido, cloro, Tween 20, Tween 80,

alcohol, cloro, detergente y agua destilada estéril (ADE).

4.3. METODOS
4.3.1. Concentracion de cloro y tiempo de exposicion adecuado para la

desinfeccion e introduccidn de secciones de hoja de anturio in vitro.

El material vegetativo se obtuvo de las plantas de anturio pertenecientes a los laboratorios

de la Asociacion Agrobiotech.
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Para el desarrollo de esta investigacion se consideraron las siguientes fases: desinfeccion,
introduccidn, brotacion y multiplicacion. Se utilizd6 como medio basal en todas las fases, el
compuesto por las sales inorganicas del medio de cultivo desarrollado por Murashige y
Skoog (1962), referidas como sales MS, modificando solo las concentraciones de

citocininas y auxinas en cada fase.

Los explantes cortados fueron desinfectados e introducidos en el medio, donde
permanecieron 49 dias para su evaluacién, para posteriormente cambiarlos al medio de

brotacion y multiplicacidn respectivamente.

4.3.1.1. Fase de desinfeccion

4.3.1.1.1. Eleccion de explantes

Se conto con plantas adultas de Anthurium andreanum Lind. de la variedad “Sonate”, que

crecian en condiciones controladas dentro de un invernadero, y de las cuales se obtuvieron

hojas jovenes ain blandas que tengan entre 50 y 70% del largo definitivo, ya que tienen

mayor capacidad de regeneracion.

4.3.1.1.2. Desinfeccion de los explantes

Una vez seleccionadas, se procede a lavar las hojas con agua y jabon liquido limpiando el

limbo suavemente con una esponja para eliminar polvo e impurezas, posterior a esto se las

coloca en abundante agua corriente para quitar residuos de jabon.
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Inmediato al ingreso del material a la camara de flujo, se debe sumergir las hojas en una
solucion de cloro agitando suavemente; en esta fase se evaluaron cuatro tratamientos de
desinfeccion, que consistieron en la interaccion de diferentes concentraciones de cloro y
tiempos de exposicién (Cuadro 4.3.1.1.2.1), luego se enjuagaron tres veces con agua
destilada estéril para eliminar todo residuo del agente desinfectante, para una vez
desinfectadas las hojas, cortarlas en segmentos de aproximadamente 1 cm? y finalmente
introducirlas en medio MS basal, colocandolas de forma que las tres cuartas partes queden

sumergidas en el medio de cultivo.

Cuadro 4.3.1.1.2.1. Concentracion de cloro y tiempos de exposicion para las secciones
de hoja de anturio.

Tratamientos % Cloro (i.a) Tiempo de Referencias
exposicion (min.) Bibliograficas
T, 0,5 10 Montes et al., 2004
T, 0,5 15 Cuéllar, 2008
T3 1 10 Atak y Celik, 2009
T, 1 15 Com. Per. Daquinta,
2010."

Las variables que se evaluaron durante la fase de introduccion, fueron: porcentaje de
fenolizacion, porcentaje de contaminacion bacteriana, porcentaje de contaminacion fangica
y porcentaje de mortalidad. Las evaluaciones se realizaron una vez cada 7 dias por 7

ocasiones.

! Daquinta, M. 2010. Multiplicacion in vitro de anturio (entrevista). Selva alegre-Ecuador.
Servicios Agrobiotecnologicos, AGROBIOTECH.
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El disefio experimental utilizado fue completamente al azar y se contd con cuatro

repeticiones por tratamiento.

La unidad experimental fué un contenedor de plastico transparente de 8.5 cm de diametro y

5.5 cm de alto, con cuatro segmentos de hoja de anturio de 1 cm , en medio MS basal.

El modelo matemaético utilizado fue:
Yij =u+Ci + Tj+ (CT)ij + &jj
Donde:
Yij = variable aleatoria
u = media general
Ci = efecto del i-ésimo de la concentracion de cloro
Tj= efecto del j-ésimo del tiempo de exposicion

&jj = error experimental

4.3.2. Concentracion de macronutrientes MS adecuado y la relacién 6ptima de

citocinina/auxina para la fase de introduccion.

Para determinar la concentracion de macronutrientes MS adecuado y la relacion 6ptima de
citocinina/auxina en la fase de introduccion, se evaluaron seis tratamientos, donde se
ensayaron dos concentraciones de macronutrientes MS (Murashige y Skoog, 1962), y tres
relaciones de citocinina/auxina (Cuadro 4.3.2.1), los mismos que poseen como base la

adicion de 30 g L™ de sucrosa, y 4.5 g L™ de agar, manteniendo un pH entre 5.6 a 5.8.
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Los medios fueron esterilizados en autoclave, y se dispensé en cdmara de flujo laminar,

alrededor de 70 ml en cada contenedor transparente de 0.5 L.

Cuadro 4.3.2.1. Concentraciones de macronutrientes MS y relacion BAP/2,4-D, en la
fase de introduccion.

Tratamiento Macronutrientes Concentracion Referencias
(MS) de BAP Bibliogréaficas
T 50% 1 Jiménez, 1996
T, 50% 1.75 Montes et al., 2004
T3 50% 2.5 Rivero et al., 2008
Ty 100% + NO3 50% 1 Jiménez, 1996
Ts 100% + NO3 50% 1.75 Montes et al., 2004
Te 100% + NO3 50% 2.5 Rivero et al., 2008

Las concentraciones de reguladores de crecimiento que se probaron en cada uno de los
medios antes mencionados son: N6-bencilaminopurina (BAP) 1, 1.75y 2.5 mg L™ y el

4cido 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D) se emple6 en dosis fija de 0.08 mg L™.

Posteriormente, se realiz6 la introduccion de las secciones de hoja desinfectadas, en
camara de flujo laminar, de tal manera que el haz se encuentre en contacto con el medio y

las tres cuartas del mismo queden sumergidas en este.

Las variables tomadas en este ensayo fueron: presencia de callo, dias a la aparicion del
callo, porcentaje de contaminacién flangica, porcentaje de contaminacion bacteriana,
porcentaje de fenolizacion y porcentaje de mortalidad. Los datos se tomaron una vez cada

7 dias por 7 ocasiones.
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El tipo de disefio fue completamente al azar, con arreglo factorial 2 x 3, y se cont6 con

cuatro repeticiones por tratamiento.

La unidad experimental fué un contenedor de plastico transparente de 8.5 cm de diametro y

5.5 cm de alto, con diez segmentos de hoja de anturio.

El modelo matematico utilizado fue:
Yijk =u+Ci+ Rj + (CR) ij T &ijk
Donde:
Yijk = variable aleatoria
u = media general
Ci = efecto del i-ésimo de la concentracion de macronutrientes
R; = efecto del j-ésimo de la relacion citocina/auxina
(CR)jj = Interaccion Concentracion - Relacion

&ijk = error experimental

Los explantes provenientes de la fase de introduccion, que formaron callo, pasaron al
medio de brotacién, mismo que fue previamente seleccionado en funcién de los resultados
de la fase de iniciacion, en ausencia de 2,4-D. En esta fase no se evaluaron concentraciones
de reguladores de crecimiento, Unicamente se tomo las siguientes variables: dia a la
aparicion de brotes, nimero de brotes formados, nimero de hojas y numero de raices. Se
realizd una toma de datos cada 7 dias hasta completar 7 evaluaciones. Los resultados y

concluciones se expondran posteriormente.
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4.3.3. Concentracion ¢ptima de N6-bencilaminopurina (BAP).

Las vitroplantas que formaron dos 0 méas hojas y tenian una altura aproximada de 1 cm o
mas, fueron separadas del explante en el medio de brotacion y pasadas al medio de
multiplicacién, a razon de diez vitroplantas por unidad experimental. En esta fase se
evaluaron tres concentraciones de NG6-bencilaminopurina (BAP), para determinar la
concentracion Optima que permita la mayor formacion de brotes por explante (Cuadro

4.3.3.1). Los explantes permanecieron en la fase de multiplicacién por 49 dias.

Cuadro 4.3.3.1. Concentracion de N6-bencilaminopurina (BAP) en la fase de
multiplicacion.

Tratamiento Concentracion de BAP | Referencia Bibliografica
(ppm)
T, 0,50 Ruiz, 2000
T, 1,25 Com. Per. Vaca, 2010°
Ts 2,00 Montes et al., 2004

Las variables medidas fueron: nimero de brotes por explante, formacion de hojas,
fenolizacion, porcentaje de contaminacion fungica, porcentaje de contaminacion bacteriana
y porcentaje de mortalidad. Se realizé una toma de datos cada 7 dias, hasta completar 7

evaluaciones.

El ensayo se dispuso bajo un disefio completamente al azar con 3 repeticiones por

tratamiento.

2 Vaca, I. 2010. Multiplicacion in vitro de anturio (entrevista). Selva alegre-Ecuador.
Servicios Agrobiotecnologicos, AGROBIOTECH.
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La unidad experimental fue un contenedor de plastico transparente de 8.5 cm de diametro

y 5.5 cm de alto, con diez explantes (vitroplantas), provenientes de la fase de brotacion.

El modelo matematico utilizado fue:
Yij =u+Bi + g
Donde:
Yij = variable aleatoria
u = media general
Bi = efecto del i-ésimo del BAP

&jj = error experimental

4.3.4. Difusion de la informacion generada en el proyecto de tesis.

Con la informacidn generada se esta editando un articulo cientifico, que se impartira a los

interesados, a manera de boletin técnico.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION.

5.1. PROTOCOLO DE DESINFECCION

Para determinar el protocolo de desinfeccion méas adecuado se realizo el analisis de los
datos obtenidos mediante la aplicacion de cuatro protocolos seleccionados durante la
investigacion, bajo el criterio del analisis de varianza. La toma de datos se realizo a los 7,
14, 21, 28, 35, 42 y 49 dias posteriores a la introduccion de los explantes al medio de

cultivo (Cuadro 5.1.1).

El analisis estadistico revela que el protocolo de desinfeccion T3 (1% CI (i.a) x 10 min),
presentd contaminacion bacteriana en menor grado, y los explantes sujetos a la aplicacion
de los protocolos T, (0.5% CI (i.a) x 15 min) y T4 (1% CI (i.a) X 15 min) presentaron
contaminacion bacteriana de grado intermedio; sin embargo, menor que la observada en los

explantes de anturio sujetos a la aplicacion del protocolo T (0.5% CI (i.a) x 10 min).

Los diferentes productos afines que intervinieron en los protocolos de desinfeccion muy
probablemente coadyuvaron en su eficacia, demostrando que la desinfeccion inicial con
jabon liquido, tintura de yodo, Benlate 1 g L™, peréxido de hidrégeno 3 ml Ly 4cido
peracético 3 ml L™%; en el exterior de la cAmara, més el protocolo T3 (1% Cloro (i.a) x 10
min); en camara de flujo laminar, fue el mas adecuado para la introduccion del material

vegetativo de Anthurium andreanum L (Figura 5.1.1).



43

Cuadro 5.1.1. Promedio * error estandar para contaminacion bacteriana y
contaminacion fangica en los explantes de Anthurium andreanum L., sujetos a la
aplicacion de 4 tratamientos de desinfeccion.

Trat. % Cloro Tiempo de Cont. Bacteriana | Cont. Fangica
(i.a) exposicion (min.)
T 0,5 10 0,89+0,02 ¢ 0,11+0,02b
T, 0,5 15 0,64 £0,03b 0,00 £0,00 a
T3 1 10 0,39 +0,03 a 0,01 +0,01a
Ty 1 15 0,65+0,03b 0,0042 +0,0042 a
p-valor <0,0001 <0,0001

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0,05)
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50

40
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20 b

10

% Contaminacion Bacteriana % Contaminacién Fungica

W T1(0.5% Cl (i.a) x 10 min) W T2 (0.5% Cl (i.a) x 15 min)
T3 (1%Cl(i.a) x 10 min) MW T4 (1% Cl (i.a) x 15 min)

Figura 5.1.1. Contaminacion bacteriana y fungica de los explantes de Anturio, sujetos
a la aplicacion de tratamientos de desinfeccion: Ty, To, T3y Ta.
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Cuadro 5.1.2. Promedio * error estandar para mortalidad y fenolizacion en los
explantes de Anthurium andreanum L., sujetos a la aplicacién de 4 tratamientos de

desinfeccion.

Trat. % Cloro Tiempo de Mortalidad Fenolizacion
(i.a) exposicion (min.)
T 0,5 10 0,80+0,02 ¢ 8,29+0,14c
T, 0,5 15 0,34+£0,02b 4,18+0,21b
T3 1 10 0,21 +0,03 a 3,52+0,23 a
Ty 1 15 0,33+0,03b 4,09+0,25b
p-valor <0,0001 <0,0001
Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)
90 c C
80
70
60
50 b b
40
30
20
10
0
% Mortalidad % Fenolizacion
ET1(0.5% CI (i.a) x 10 min) ®T2 (0.5% CI (i.a) x 15 min)
ET3(1%Cl(i.a)x 10 min) ®T4 (1% Cl (i.a) X 15 min)

Figura 5.1.2. Mortalidad y fenolizacion de los explantes de Anturio, sujetos a la
aplicacion de tratamientos de desinfeccion: Ty, Ty, Tay Ta.
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Estos resultados coinciden con los de Liendo y Mogolldn (2009), quienes utilizaron un
protocolo de desinfeccién que consistio en sumergir los explantes por 10 minutos en
hipoclorito de sodio al 1%, obteniendo brotes para su posterior multiplicacion clonal.
También son comparativos a los resultados de Manzo y Sanchez (2000), Salgado (2007), y

Atack y Celik (2009) en otros cultivares de anturio.

Por otra parte, difieren de lo encontrado por Montes et al. (2004) y Cuéllar (2008),
quienes alcanzaron altos porcentajes de explantes sanos (94-96%), utilizando una
concentracion de 0.5% de hipoclorito de sodio y un tiempo de desinfeccion de 10 y 15 min
respectivamente. Por su parte Trujillo et al. (2000) y Lee et al. (2003), obtuvieron buenos

resultados con una concentracién de 2% de NaOCI por 20 y 35 min individualmente.

Los protocolos de desinfeccion demuestran un bajo porcentaje de contaminacion causada
por hongos. Estos resultados para anturio son de gran relevancia debido a que uno de sus
principales problemas en el campo es la Antracnosis provocada por el hongo
Colletotrichum gloeosporioides, evidenciada en circunstancias de exceso de humedad por
manchas negras que se expanden en forma triangular o poligonal sobre la hoja (Murguia,
2007), lo que indica que los protocolos de desinfeccion T, T3 y T4 son eficientes para el
control de hongos, ya que no existen diferencias significativas entre ellos. Resultados que
coinciden con los de Rebolledo (1987), De Paoli et al. (1994) y Cuéllar (2008), que

mencionan la utilizacion de hipoclorito de sodio de 0.5 a 3% por 10 a 15 minutos.

El protocolo T; presentd los mayores indices de mortalidad y fenolizacion, la muerte de los
explantes pudo deberse a la contaminacion bacteriana y fangica, ya que a mayor

contaminacion se evidencié mayor mortalidad y fenolizacion, por otro lado los explantes
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sujetos a la aplicacion de los protocolos T, y T4 presentaron una mortalidad y fenolizacion
intermedia, lo cual pudo ser ocasionado por el mayor tiempo de exposicion al desinfectante
(NaOCl), la naturaleza misma del explante y su manipulacion excesiva por 15 minutos en

ambos tratamientos.

Se observa ademas que el protocolo T3 siempre mantuvo un bajo indice de mortalidad y
fenolizacion, mientras que los protocolos Ty, T, y T4 a lo largo de las evaluaciones
periddicas desarrollaban contaminacion o fenolizacién en mayor grado. Otro factor de la
baja fenolizacion pudo ser el menor tiempo de exposicion de los explantes a una mayor

concentracion del hipoclorito de sodio como observo Nufiez (2003).

En la Figura 5.1.3, se aprecia el grado de contaminacion presente en el medio de cultivo en

la introduccion de los explantes de anturio.

A) B) C)

Figura 5.1.3. Presencia de contaminacion en el ensayo de los protocolos de
desinfeccion A) T, (0.5% CI (i.a) x 10 min), B) T, (0.5% CI (i.a) x 15 min), y C) T4 (1%
Cl (i.a) x 15 min) de Anthurium andreanum L.
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En la Figura 5.1.4, se observa la fenolizacién y mortalidad de las secciones de hoja
introducidas en el medio de cultivo.

Figura 5.1.4. Presencia de fenolizacion en las secciones de hoja de Anthurium
andreanum L., pertenecientes a T (0.5% CI (i.a) x 10 min).

En la Figura 5.1.5, se observan a las secciones de hoja de anturio que no presentaron

contaminacioén durante la fase de introduccién.

Figura 5.1.5. Secciones de hoja de Anthurium andreanum L. sin contaminacién a los
49 dias de introduccion, pertenecientes a T3 (1% ClI (i.a) x 10 min).
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5.2. FASE DE INTRODUCCION

5.2.1 Concentracién de macronutrientes MS adecuado y la relacion optima de

citocinina/auxina (BAP/2,4-D).

Para establecer el medio de introduccion mas adecuado para las secciones de hoja de
anturio, se realiz6 el analisis de los datos obtenidos mediante el criterio del andlisis de
modelos mixtos, de seis tratamientos seleccionados durante la investigacion, a fin de
determinar la concentracidén de macronutrienes MS y relacion 6ptima de citocinina/auxina.
Las evaluaciones se realizaron a los 7, 14, 21, 28, 35, 42 y 49 dias posteriores a la

introduccidn de los explantes al medio de cultivo.

Cuadro 5.2.1.1. Promedio + error estdndar para contaminacién bacteriana,
contaminacion fungica, mortalidad, fenolizacion y presencia de callo en los explantes
de Anthurium andreanum L. en el medio de introduccion, bajo el efecto de la
concentracion de macronutrientes MS.

Macronut. | Cont. Bact. | Cont. Fung. | Mortalidad | Fenolizacion P.C
0,5 0,16 +0,01a|0,00+0,01b|0,04+0,01b|152+0,08b| 0,08+0,01b
1 0,04+0,01b|0,05+0,01a|0,10+0,01a|193+0,08a| 0,10+0,01a
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Figura 5.2.1.1. Contaminacion bacteriana, contaminacion fangica, mortalidad,
fenolizacion y presencia de callo de los explantes de Anthurium andreanum L. sujetos
a la aplicacion de 2 concentraciones de macronutrientes MS: 50 y 100%.

Cuadro 5.2.1.2. Promedio *+ error estdndar para contaminacién bacteriana,
contaminacion fungica, mortalidad, fenolizacion y presencia de callo en los explantes
de Anthurium andreanum L. en el medio de introduccidn, bajo el efecto de las dosis de
bencilaminopurina (BAP).

(EpArE) Cont. Bact. Cont. Fung. Mortalidad Fenolizacion P.C
1 0,08+0,01b |0,00+0,01b |0,04+0,01b [1,42+0,09b |0,11+0,01a
1,75 0,15+0,01a |0,00+0,01b |0,04+0,01b [164+£0,09b |0,09+0,01a
2,5 0,06+0,01b|008+0,01la |012+0,0la [2,13+0,09a |0,06+0,01b
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Figura 5.2.1.2. Contaminacion bacteriana, contaminacion fangica, mortalidad,
fenolizacion y presencia de callo de los explantes de Anthurium andreanum L. sujetos
a la aplicacion de 3 dosis de bencialaminopurina (BAP) 1, 1.75y 2.5 ppm.

Cuadro 5.2.1.3. Promedio + error estandar para contaminacion bacteriana y
contaminacion fungica en los explantes de Anthurium andreanum L. en el medio de
introduccion, bajo el efecto de la interaccion macronutrientes MS y BAP (ppm).

Trat. Macronut. BAP Cont. Bact. Cont. Fung.
LE 0,5 1 0,16 + 0,02 b 0,00+ 0,01 b
T 0,5 1,75 0,30 + 0,02 a 0,00£0,01b
LE 0,5 2,5 0,02+0,02d 0,00£0,01b
Ty 1 1 0,00+ 0,02 d 0,00+ 0,01 b
Ts 1 1,75 0,00 £0,02d 0,00£0,01b
Ts 1 2,5 0,11+0,02¢c 0,15+0,01a
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Figura 5.2.1.3. Contaminacion bacteriana y contaminacién fangica de los explantes de
Anthurium andreanum L. sujetos a la aplicacion de 2 concentraciones de
macronutrientes MS (50 y 100%) y 3 dosis de BAP (1, 1.75y 2.5 ppm): Ty, T, T3, Ty,
T5 Yy TG.

Cuadro.5.2.1.4. Promedio + error estdndar para mortalidad y fenolizaciéon en los
explantes de Anthurium andreanum L. en el medio de introduccion, bajo el efecto de
la interaccion macronutrientes MS y BAP (ppm).

Tratamiento Macronut. BAP Mortalidad Fenolizacion
T 0,5 1 0,02+0,02b 1,23+0,13¢c
T, 0,5 1,75 0,04+0,02b 1,71+0,13b
T3 0,5 2,5 0,06 £0,02b 162+0,13b
T4 1 1 0,07+0,02b 1,60+0,13b
Ts 1 1,75 0,056+0,02b 156+0,13b
Te 1 2,5 0,18+0,02a 2,64+0,13a
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Figura 5.2.1.4. Mortalidad y fenolizacion de los explantes de Anthurium andreanum L.
sujetos a la aplicacion de 2 concentraciones de macronutrientes MS (50 y 100%) y 3

Cuadro 5.2.1.5. Promedio * error estandar para presencia de callo en los explantes de
Anthurium andreanum L. en el medio de introduccién, bajo el efecto de la interaccion

dosis de BAP (1, 1.75y 2.5 ppm): Ty, Ty, T3, T4, Tsy To.

macronutrientes MS y BAP (ppm).

Tratamiento Macronut. BAP P.C
T: 0,5 1 0,11+0,02a
T 0,5 1,75 0,06 £0,02b
T3 0,5 2,5 0,06+0,02b
T4 1 1 0,12+0,02 a
Ts 1 1,75 0,11+0,02a
Te 1 2,5 0,06 +£0,02b
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Figura 5.2.1.5. Presencia de callo de los explantes de Anthurium andreanum L. sujetos
a la aplicacion de 2 concentraciones de macronutrientes MS (50 y 100%) y 3 dosis de
BAP (1,1.75y 2.5 ppm): Ty, T2, Ts, T4, Ty Te.

El andlisis estadistico revela que los medios de introduccion T3 (50% MS; 2.5 ppm BAP),
T4 (100% MS; 1 ppm BAP) y Ts (100% MS; 1.75 ppm BAP), presentaron contaminacion
bacteriana en menor grado, sin diferencias significativas entre ellos. A diferencia de los
explantes sujetos a la aplicacién de los medios de introduccion Tg (100% MS; 2.5 ppm
BAP), T1 (50% MS; 1 ppm BAP) y T, (50% MS; 1.75 ppm BAP) quienes presentaron
mayor contaminacion bacteriana respectivamente (Cuadro 5.2.1.3). Esto puede deberse
segun Vargas et al. (2004), a que cuando se emplean explantes de plantas in vivo, se
dificulta la aplicacion de técnicas de cultivo y el establecimiento por los altos indices de

contaminacién bacteriana observados en esos cultivos.
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En relacion con la contaminacion fungosa se obseva que no existe una diferencia
significativa para el porcentaje de contaminacion total obtenido entre los tratamientos Ty,
Ty, Ts, T4y Ts con un 0%, pero si una alta diferencia significativa en relacion a Tg con un

15%.

El porcentaje de mortalidad del tratamiento T¢ posee alta diferencia significativa con
respecto a los otros tratamientos, es el mayor con un 18% del total de los explantes

(Cuadro 5.2.1.4).

El tratamiento T, exhibe el menor porcentaje de fenolizacion con un 12.3%, diferente

significativamente al resto de tratamientos.

La presencia de callo se observé a partir de los primeros 45 dias, con la aparicién de
estructuras nodulares en los bordes de los segmentos de hojas, que continuaron su

crecimiento hasta cubrir casi la mitad del explante inicial, al cabo de los 90 dias.

En la Figura 5.2.1.5, se grafican los resultados de los diferentes tratamientos con relacion a
la formacidn de callos. Al analizarlos se observa que los mayores valores correspondieron
a los tratamientos Ty y Ts con un 11%, y T4 con 12% de explantes que formaron callo, no
obstante no presentaron diferencias significativas entre ellos. Estos resultados coinciden
con los obtenidos por Trujillo et al. (2000), quienes utilizaron medios de cultivo con BAP,
como regulador de crecimiento. Los valores mas bajos correspondieron a los tratamientos
T, y Tg con un 6%, y T3 con 5% de explantes que formaron callo, sin diferencias

significativas entre ellos.
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Por otro lado se determino que los mejores resultados se lograron con la combinacion de 1
mg L™ de BAP y 0.08 mg L™ de 2,4-D, verificandose alta coincidencia con los resultados
obtenidos Pierik (1979). Esto puede deberse al empleo de 2,4-D por cuanto promueve la
desdiferenciacion y rediferenciacion celular como propuso Rivero et al. (2006).
Adicionalmente, las heridas realizadas a los segmentos foliares producen efectos de estrés,
lo que conduce a una rapida acidificacion del medio de cultivo (Fehér et al., 2002) y la

generacion de divisiones celulares que permiten la formacion de callos (Raghavan, 2004).

En cuanto al medio de cultivo utilizado, segun Neumann (1995), existe una selectividad
preferencial de las células por el nitrégeno en forma amino en las sales inorganicas MS. El
nutriente, particularmente la fuente de nitrogeno afecta la formacion de los callos en

monocotiledoneas (Leifert et al., 1995).

En las Figuras 5.2.1.6 y 5.2.1.7, se aprecia el efecto de las dos concentraciones de
macronutrientes MS (50 y 100%) vy tres dosis de BAP (1, 1.75 y 2.5 ppm), sobre los

explantes de anturio en cuanto al crecimiento y desarrollo del callo.

\
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Figura 5.2.1.6. Callos de Anthurium andreanum a los 90 dias de introduccién en
medios de cultivo con 50% de macronutrientes MSy A) 1 ppm BAP, B) 1.75 ppm
BAP, y C) 2.5 ppm BAP.
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Figura 5.2.1.7. Callos de Anthurium andreanum L. a los 90 dias de introduccion en
medios de cultivo con 100% de macronutrientes MSy A) 1 ppm BAP, B) 1.75 ppm
BAP, y C) 2.5 ppm BAP.

5.3. FASE DE BROTACION

Los explantes provenientes de la fase de Introduccion y que se encontraban en oscuridad,
fueron pasados al medio de Brotacion, el cual estuvo constituido por los componentes del

tratamiento T; (1 ppm BAP), seleccionado en la fase anterior, en ausencia de 2,4-D.

Cada unidad experimental (U.E) que contenia cinco explantes con callo, fue transferida a
un ambiente con luz. En esta fase permanecieron 49 dias, y las evaluaciones se realizaron
cada 7 dias, bajo el criterio del andlisis de varianza, con el fin de determinar el nimero de
brotes, hojas y raices formados durante esta fase. Posteriormente el material experimental

fue trasferido a la fase de multiplicacion (Cuadro 5.3.1).
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Cuadro 5.3.1. Promedio + del error estandar para numero de brotes, nimero de
hojas, numero de raices y fenolizacion en los explantes con callo de Anthurium
andreanum L. por unidad experimental (U.E), en el medio de brotacion, bajo el efecto
de 1 ppm BAP y en ausencia de 2,4-D.

U.E | NUmero de Brotes | Numero de Hojas NUmero de Fenolizacion
Raices

1 5,11 + 1,29 abcde 1,69 + 0,43 abc 0,80 £ 0,19 abc 1,00+ 0,00 a
2 15,69 + 2,30 hij 5,34+ 0,85 gh 2,740,444 efg | 1,34+£0,13ab
3 3,23 + 0,65 abcd 1,37 £ 0,38 ab 0,43+0,15ab |2,14+0,31abc
4 5,66 + 0,87 abcdef | 2,40 + 0,42 abcdef | 1,46 £ 0,23 bedef | 2,20 + 0,32 be
5 14,83 + 1,94 ghij 560+0,72h 2,80+0,33fg | 2,09+0,15abc
6 0,57+£0,24 ab 0,00 £0,00 a 0,00 £ 0,00 a 7,49 £0,58d
7 8,54 + 1,12 cdefg 1,94 + 0,39 abcde 0,49+0,12 ab 1,00+ 0,00 a
8 12,26 + 2,10 fghij 4,66 + 0,79 defgh 1,00 + 0,17 abc 1,00 + 0,00 a
9 2,34 + 0,37 abc 1,09 + 0,25 ab 0,46 £ 0,17 ab 1,00+ 0,00 a
10 11,03 + 1,65 efghi 597+0,63h 1,74 + 0,22 bedef | 1,86 + 0,06 abc
11 18,94 + 2,46 j 4,83+0,82efgh | 1,57 +0,26 bcdef | 1,00 £0,00 a
12 6,60 + 1,46 abcdef | 2,57 £ 0,78 abcdefg | 0,94 + 0,25 abc 1,00 £ 0,00 a
13 16,94 + 2,00 ij 5,23 + 0,78 fgh 2,71£0,33defg | 1,00+0,00a
14 4,94 £ 0,54 abcde | 2,57 £ 0,38 abcdefg | 1,31 £ 0,21 abcde | 2,71+0,35¢C
15 4,63 + 0,62 abcde | 2,63 + 0,41 abcdefg | 1,94 + 0,28 cdefg | 1,00 £0,00 a
16 9,60 + 1,16 defgh | 3,86 + 0,57 bcdefgh 3,37+0,43¢g 1,00+ 0,00 a
17 6,14 + 1,06 abcdef 1,91 £ 0,32 abcd 1,11+ 0,15 abc 1,00+ 0,00 a
18 7,17 + 1,37 bcdef | 4,40 £ 0,97 cdefgh 3,31+0,68¢ 1,86 + 0,06 abc
19 9,31 + 1,47 cdefgh 1,03+0,18 ab 1,29 + 0,22 abcd | 2,20 £ 0,29 bc
p <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)

En la variable numero de brotes se observo la formacion de un maximo de 18.94 brotes
promedio por explante en la unidad experimental 11, sin embargo, no se evidencid
diferencias significativas con las U.E 13, 2, 5y 8 con 16.94, 15.69, 14.83 y 12.26 brotes
promedio respectivamente. Los valores intermedios de 11.03, 9.60, 9.31, 8.54, 7.17, 6.60,
6.14, 5.66, 5.11, 4.94 y 4.63 brotes promedio por explante, correspondio a las U.E 10, 16,
19,7, 18,12, 17, 4, 1, 14 y 15 respectivamente; no obstante, no difirieron estadisticamente
entre si. Por otro lado las U.E 3, 9 y 6 restantes compartieron el mismo rango de
significacion, siendo bajo el nimero de brotes promedio logrados (3.23, 2.34 y 0.57),

respectivamente.
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En cuanto al nimero de hojas, se pudo apreciar que las U.E 10, 2, 11, 8, 18 y 16 lograron
los mejores resultados con 5.97, 5.34, 4.83, 4.66, 440 y 3.86 hojas promedio,

respectivamente.

La respuesta para el nimero de raices en los explantes de hoja, tuvo resultados favorables
con 3.37, 3.31, 2.80, 2.74, 2.71 y 1.94 raices promedio, correspondientes a las U.E 16, 18,

5, 2, 13 y 15 respectivamente, las cuales no difirieron significativamente.

Por ultimo, no hubo diferencia estadistica significativa al comparar los valores de
fenolizacion, debido a la baja suceptibilidad de los explantes al problema. Esto pudo
deberse a que el medio se encuentrd libre de 2,4-D; al respecto, de acuerdo a Ruiz (2000),
altas concentraciones de auxinas se asocian con una mayor tasa de oxidacién. Ademas las
citocininas (BAP) pueden inhibir, hasta cierto punto, la oxidacion de auxinas, reduciendo

de esta manera la cantidad de fenoles producidos (Paz, 2000).

En la figura 5.3.1, se aprecia la generacion de brotes a partir de los callos de anturio,
transferidos a un ambiente con luz durante la fase de brotacion, aqui se observa su

crecimiento y desarrollo.

Figura 5.3.1. Brotes en los callos de los explantes de Anhurium andreanum L. durante
la fase de brotacidon (49 dias), en ausencia de 2,4-D.
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5.4. FASE DE MULTIPLICACION

5.4.1. Concentracion optima de N6-bencilaminopurina (BAP).

Cuadro 5.4.1.1. Promedio * error estandar para longitud de la plantas de Anthurium
andreanum L. culivadas in vitro, en el medio de multiplicacion, bajo el efecto de 4
dosis de BAP (ppm).

Tratamiento BAP (ppm) Longitud de la Planta
To 0 2,27+£0,04 a
T, 0,5 2,36 £ 0,05 ab
T, 1,25 2,50 £0,06 b
T, 2,00 2,79+£0,07c
p-valor 0,0321

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)

2,5

1,5

0,5

Longitud de la Planta (cm)

ETO (0 ppm BAP) ®T1(0.5ppm BAP)
mT2(1.25 ppm BAP) B T3 (2.00 ppm BAP)

Figura 5.4.1.1. Longitud de las plantas de Anthurium andreanum L. cultivadas in
vitro, a diferentes concentraciones de bencilaminopurina (BAP) 0, 0.5, 1.25y 2.00
ppm en la fase de multiplicacién.



60

Cuadro 5.4.1.2. Promedio *+ error estandar para fenolizacion de las plantas de
Anthurium andreanum L. cultivadas in vitro, en el medio de multiplicacion, bajo el
efecto de 4 dosis de BAP (ppm).

Tratamiento BAP (ppm) Fenolizacion

To 0 1,00+ 0,00 a

T 0,5 1,13+ 0,02 b

T, 1,25 1,13+0,02b

Ts 2,00 1,00 £ 0,00 a
p-valor <0,0001

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)

11,4
11,2
11
10,8
10,6
10,4
10,2
10
9,8
9,6
9,4
9,2

% Fenolizaciéon

B TO (0 ppm BAP) mT1 (0.5 ppm BAP)
T2 (1.25 ppm BAP) B T3 (2.00 ppm BAP)

Figura 5.4.1.2. Fenolizacion de las plantas de Anthurium andreanum L. cultivadas in
vitro, a diferentes concentraciones de bencilaminopurina (BAP) 0, 0.5, 1.25y 2.00
ppm en la fase de multiplicacion.
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Cuadro 5.4.1.3. Promedio + error estdndar para numero de hojas, nUmero de raices y
namero de brotes de las plantas de Anthurium andreanum L. cultivadas in vitro, en el
medio de multiplicacion, bajo el efecto de 4 dosis de BAP (ppm).

Trat. | BAP (ppm) | NUumero de Hojas | Numero de Raices | NUmero de Brotes
To 0 454+0,15a 2,46 £ 0,10 a 3,69+0,20a
T 0,5 5,21+0,18 ab 2,60+0,12b 4,11+0,19 ab
T, 1,25 5,34+ 0,19 bc 2,11+0,08a 4,28 £0,19 ab
Ts 2,00 5,96 +0,24 c 2,55+£0,09b 452+0,23b

p-valor <0,0001 <0,0001 0,0016
Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0,05)
C
6
ab bc
5 a b
ab
ab
4 a
3 a b b
a
2
1
0
Ndmero de Hojas NUmero de Raices Nudmero de Brotes
ETO (0 ppmBAP) ®T1(0.5ppm BAP) ®T2(1.25 ppm BAP) mT3(2.00 ppm BAP)

Figura 5.4.1.3. Numero de hojas, numero de raices y niumero de brotes de las plantas
de Anthurium andreanum L. cultivadas in vitro, a diferentres concentraciones de
bencilaminopurina (BAP) 0, 0.5, 1.25 y 2.00 ppm en la fase de multiplicacion.
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Luego de siete semanas de introduccién de las plantulas de anturio, al medio de
multiplicacién se observo que bajo la dosificacion 0 ppm de BAP (To), no hubo diferencias
significativas para la variable longitud, en comparacion con las plantulas desarrolladas en
0.50 ppm de BAP (Ty). Las plantulas sujetas a los tratamientos con 0.50 y 1.25 ppm de
BAP (T,), mostraron similar longitud. Sin embargo, la longitud de las plantulas bajo el
efecto de la dosis de 2.00 ppm de BAP (T3) fue mayor con relacion al desarrollo de las
plantulas expuestas al resto de dosificaciones; en consecuencia, presentd diferencia

significativa con los otros tratamientos (Cuadro 5.4.1.1).

Para el nimero de hojas por planta, las dosis de citocinina establecieron diferencias
significativas entre los tratamientos Ty y T», al igual que entre los tratamientos Ty y Ts,
pero similares entre los T; y T, al igual que entre T, y T3, siendo el valor méas alto en

namero de hojas promedio por planta, la concentracion de 2.00 ppm de BAP (T3).

Por otro lado en todos los tratamientos las plantulas formaron raices, sin embargo en
cuanto al nimero de raices los mayores valores se obtuvieron en los medios de cultivo que

contenian 0.50 y 2.00 ppm de BAP correspondientes a los tratamientos Ty y Ta.

De forma general se puede sefialar que el nimero de brotes promedio fue mayor a la
concentracion de 2.00 ppm de BAP, aunque es estadisticamente fue igual a los tratamientos

T,y T, con 0.5y 1.25 ppm de BAP, respectivamente (Figura 5.4.1.3).

Por ultimo el grado de fenolizacion encontrado durante la fase de multiplicacion fue menor
en los tratamientos Ty y T3 siendo estos estadisticamente iguales. Los resultados obtenidos

en este estudio sugieren que la concentracion de BAP en el medio no tuvo influencia en la
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produccion de compuestos fenolicos, por lo que la baja oxidacion presente en las plantas,
pudo ser ocasionada por la manipulacion del operario al realizar la siembra, conforme fue

verificado por Ruiz (2000).

En la Figura 5.4.1.4, se observan las vitroplantas de anturio en la fase de multiplicacion.

C) D)

Figura 5.4.1.4. Plantas de Anthurium andreanum L. cultivadas in vitro en la fase de
multiplicacidn, a diferentes concentraciones de bencilaminopurina (BAP): A) Ty: 0
ppm BAP, B) T1: 0.50 ppm BAP, C) T,: 1.25 ppm BAP, y D) T3: 2.00 ppm BAP.

5.5. DIFUSION DE LA INFORMACION

La informacién generada en esta investigacion sera distribuida a personas interesadas

mediante la edicidn de un boletin técnico.
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VI. CONCLUSIONES

El protocolo de desinfeccion con el que se obtuvieron los menores porcentajes de
contaminacion, tanto fangica como bacteriana, al igual que el menor porcentaje de
mortalidad y fenolizacién, fue el T3 (1% CI (i.a) x 10 min), el cual presenté ademas mejor

calidad en cuanto a coloracion y vigor de los explantes.

Los diferentes productos afines que intervinieron en los protocolos de desinfeccién muy
probablemente coadyuvaron en su eficacia, demostrando que la desinfeccién inicial con
jabon liquido, tintura de yodo, Benlate 1 g L™, peréxido de hidrégeno 3 ml Ly 4cido
peracético 3 ml L™; en el exterior de la camara, més el protocolo T3 (1% Cloro (i.a) x 10
min); en camara de flujo laminar, fue el mas adecuado para la introduccion del material

vegetativo de Anthurium andreanum L.

El medio MS con una concentracién de macronutrientes al 50%, en conjunto con una dosis
de 1 ppm (BAP), fue el méas adecuado para la introduccién de los segmentos de hoja de
anturio, con respecto a los comparados; debido a que presentd mejor calidad de tejido
calloso en los bordes del explante con un 11% de formacion, obteniéndose apenas 2% de

mortalidad, sin continacion fungica y una fenolizacion inferior a los demas tratamientos.

Los tratamientos T;1 (50% MS; 1ppm BAP) y T, (100%; 1ppm BAP), presentaron mayor
formacion de callo, 11 y 12% respectivamente sin diferencias significativas. Por lo que se
concluye que la dosis 6ptima de citocinina BAP es de 1ppm en la fase de introduccion,

independientemente de la concentracion de macronutrientes MS.
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De las cuatro dosis de citocinina (BAP) probadas en la fase de multiplicacion se deduce
que la dosificacion 2.00 ppm fue la mas indicada para la obtencién de un mayor nimero de

brotes viables, hojas y raices.

El BAP, a razon de 2.00 ppm en la fase de multiplicacion, estimul6 una longitud por planta
superior a los demas tratamientos y una fenolizacion minima de 1%, sin contaminacion, ni

mortalidad.



66

VIil. RECOMENDACIONES

Para el proceso de desinfeccion de anturio se recomienda usar el protocolo de desinfeccion
T3 (1% CI (i.a) x 10 min) que mostré mejores resultados en el proceso de desinfeccion de

secciones de hoja previa a la introduccion de las mismas en el medio de cultivo.

Para mejores resultados se recomienda la introduccion de las secciones de hoja de anturio
en medio MS (Murashige-Skoog) con 1 ppm (BAP), del cual se obtendran un 11 a 12% de

formacion de callo por cada explante introducido.

Utilizar una dosis de 2.00 ppm BAP para la fase de multiplicacion, para la obtener mayor

longitud por planta, y mejor calidad de brotes, hojas y raices.

Se recomienda ademas continuar con estudios de propagacion in vitro de anturio con el fin

de obtener plantas completas adaptadas a campo.
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