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RESUMEN

El anturio, pertenece al género Anthurium y a kailia Araceae, y es una planta ornamental muy
apreciada por la belleza de sus flores y su fopajelo que en paises como Estados Unidos tiene un:
gran demanda como flor de corte y follaje, pardaiacion de arreglos florales. En nuestro pais se
tiene el problema con su reproduccion ya que ldsaos& convencionales utilizados (division de hijos,
semilla, acodos), son muy lentos y no llenan lagescias del mercado local y mucho menos las del
mercado exterior (22), por lo que se hace neiceganerar informacion sobre una metodologia que
permita su rapida reproduccién. La técnica deivaltle tejidos consiste esencialmente en el
aislamiento de un explante, que se cultiva asépBote en un medio de composicidn quimica
definida y se incuba en condiciones controladasa yinteraccion de los distintos factores que
intervienen en este proceso, determinard la respupse se obtengan vitro. En la presente
investigacion se realizo larfduccion de callo y regeneracionin vitro de plantas, a partir de
segmentos de hoja, de anturioAnthurium sp.)”. Se evaluaron dos medios nutritivos basales
(Bouring y Nitsch y Pierik), dos combinaciones deinas y citocininas, en dos cultivares de anturio
(rojo y rosado). Con el propdsito de contribuigenerar una metodologia adecuada para la rapid:
propagacion de esta planta. La auxina utilizada€eu2,4-D a concentraciones de 0.1 mg/l y 0.08
mg/l, y las citocininas utilizadas fueron el B&A@ncentracion de 1.0 mg/l y la 2iP a concentradén
3.0 mg/l. La investigacion se dividié en Fasdrduccion de callos y Fase II: Produccién e brgtes
plantas. Las combinaciones de 2,4-D/BA (0.1/0.28);D/2iP (0.08/3.0) mg/l para el medio Bourgin
y Nitsch, para el medio Pierik asi como para cadt@ar, haciendo un total de ocho tratamientos. S
realizd un analisis descriptivo para evaluar larmfacion en base a porcentajes y medias obtenida
con los datos generados. Con base a los resulssdestablecio que utilizando combinaciones de
auxinas y citocininas es posible obtener respudstaltivo de tejidosin vitro de la planta anturio,
siendo el mejor tratamiento en las dos fases deéstigacion el que contaba con el medio Bouygin
Nitsch y las combinaciones de reguladores del mieato de 0.1miligramos por litro de 2,4-D con
1.0miligramos por litro de BA respectivamente, eboultivar rosado. El proposito de la investigacio
fue contribuir a generar una metodologia para d@ggacion mas rapida del anturio y superar de estz
forma el problema de su lenta propagacién y posieexplotarla de forma intensiva.



1. INTRODUCCION

A nivel mundial el anturio es una planta ornarakbgtie se comercializa como flor de corte,
globalmente podemos ver que existen tres mayomesuoadores en el mercado de flores, estos son
Europa, Japon y Estados Unidos. Este mercado agleagnicamente por la orquidea en el grupo de
flores tropicales (4 Holanda es el principal proveedor del mercadopew. Hawaii produce para
Japon y la Costa Oeste de los Estados Unidos yd@anan 1995 Hawaii produjo 11.3 millones de
estambres en un area de 102 ha, de los cualepsgaern 9.1 millones con un valor F.O.B. de 10.4

billones de dolares (22).

En Guatemala, por su ubicacion geogréafica y sursided de zonas ecologicas, es posible
producir el anturio para el mercado nacional y g@afos Unidos. Hasta hoy el anturio nos represente
empleo y divisas, aunque en poca escala, contammlancly poca de area sembrada en todo el pais
distribuida en los departamentos de Retalhulewat@&@nala. Las plantas ornamentales generan par
el pais mas de 30,000 plazas, se calcula que tagemn del anturio puede incrementar esta cantidad

en un 25 por ciento. (22).

En Guatemala hay areas potenciales para produainterio por lo que las perspectivas son
buenas y para ello se debe contar con métodos nuxlde propagacion ya que el principal problema
de la planta de anturio es el periodo prolongadeedroduccion por medio de los métodos de division
0 separacion de hijos, reproduccion por medio dallse Por esto se propuso el estudinduccién
de callo y regeneracionn vitro de plantas, a partir de segmentos de hoja , de amto (Anturium
Sp.)” para proporcionar una alternativa tendiente a raeje proceso de establecimiento, haciéndolo
mas rapido y atractivo para los inversionistas orales al tener la posibilidad de producir en forma

masiva plantas de alta calidad genética y fitoagait

Utilizando segmentos de hoja de anturio rojo ydosasomo explantes para el cultivovitro se
evaluaron los medios Bourgin y Nitsch y Pierik ecotpmente con dos combinaciones de reguladores
del crecimiento en cada uno de estos medios, siestas 0.1 mg/l 2,4-D méas 1.0 mg/l de BA 'y 0.08
mg/l de 2,4-D mas 3.0 mg/l de 2iP.

Con la informacion generada en esta evaluaciostgéedando inicio a un proceso de desarrollo
de una tecnologia eficaz para la propagacion efieidel anturio para que en un futuro no muy lejano
se cuente con una metodologia 6ptima para su prigiuen gran escala.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La planta ornamental anturio presenta consideratiiésultades para su propagacion por
métodos convencionales tales como division o sefarale hijos, acodo aéreo, esquejes apicales, po
lo que se hace muy necesaria la evaluacion dect&cgue puedan usarse como alternativas para s
propagacion eficiente debido a que este cultivangte ser un buen generador de ingresos pare
Guatemala. Asi lo demuestran estudios realizadda Asociacion de Exportadores de Productos no
Tradicionales (AGEXPRONT) quienes colocan al aotwntre los primeros 10 productos con alto
potencial generador de divisas, ya que es posibldupirlo en mas de 50% del area nacional debido a

sus requerimientos climaticos. (22).

La biotecnologia como el caso del cultivo de tgidfrece ventajas en la propagacion de
plantas, como la produccién de muchos individuogedativamente poco tiempo y espacio. Sin
embargo, es necesario generar informacion que f@erimplementar estas técnicas para luego
comparar sus ventajas y de ser posible adoptalasgenerar desarrollo en el pais. En Guatemala au
no se ha intensificado el uso de la técnica dévoulte tejidos vegetales para la produccion mage/a
anturio por falta de informacion. Esta investigacpretende contribuir en parte al desarrollo d& un

metodologia para que personas y empresas intesesadbcha actividad puedan hacer uso de ella.



3. MARCO TEORICO

3.1 MARCO CONCEPTUAL

3.1.1 LAS PLANTAS ORNAMENTALES

El interés por el cultivo de plantas ornamentalesito de follaje como de flor, ha tenido un
gran incremento en los dltimos afios, existiendo gentidad de viveros que producen diversidad de
plantas ornamentales. Asi también varias sondesopas que se dedican a la produccion comercia

de flores para surtir el mercado nacional como [zaexportacion

Esto se debe en gran parte a que en Guatemala ekistima adecuado para mantener un
produccion constante durante todo el afio, ademéexiladad de transporte en la actualidad permite
gue estos productos puedan llegar a los centrasrmmBimo en poco tiempo, lo cual ha incentivado a

que cada vez se dediquen mas areas al cultivondenentales. (8)

Guatemala es de las muy pocas naciones que esti@siajas comparativas puede contar con
la belleza de su paisaje, la dulzura de su clind@ yu flora. EIl turismo internacional apenas la ha

descubierto, pero sus jovenes empresarios expadaelleza con éxito asombroso.

3.1.2 EL MERCADO DE PLANTAS ORNAMENTALES

Su diversidad abarca plantas y flores con mercadmsentes en Europa, Norte América y el

externo Oriente en abierta competencia con Colomkiasta Rica. (22).

La produccién de plantas ornamentales en Guatemalé en la década de los afios cuarenta
contando Unicamente en ese entonces con 2 esgecias area muy reducida. El sector de plantas
ornamentales ha crecido considerablemente, derfafque, en la actualidad se producen alrededor de

80 especies y aproximadamente 300 variedades. (22).

Ente las especies que se comercializan haciaai@xasi como en el mercado local podemos

mencionar cissus, croton, ficus, fitonia, marapgperomia, tupidanthus, schefflera, anturio.

Si bien no hay estadisticas formales sobre la ¢xgén de anturio. Samayoa (22) Ingeniero
dedicado al rubro en AGEXPRONT indica que exist&eatemala produccion de esta planta para su



exportacion como flor de corte y también para vemtal mercado local. Ademas menciona que el
area total en el pais dedicado al cultivo del amtmo es mayor a 15 manzanas, pero con los trabajo:
de investigacion actuales y los estudios de merqadase han realizado, los inversionistas se saeare

cada dia mas por esta especie. Se espera quefetuencercano ya se este exportando cantidades

considerables de estas flores.

3.1.3 LA INDUSTRIA DE PLANTAS ORNAMENTALES

Significa aproximadamente un cinco por cienténgeeso de divisas al pais. En el rubro
agrario, ocupa el quinto lugar entre los produotm$radicionales, lo que se traduce a poco mas de
cincuenta millones de dolares anuales, y el dinamide su crecimiento sobrepasa el veinte por ciento

anual. (1).

Las empresas exportadoras estan por todo ebtaritacional incorporando técnicas modernas

para la produccion, generando empleo directo pasade diez mil personas. (1).

3.1.4 BIOTECNOLOGIA

El cultivo de tejidos vegetales, una alternatival&rpropagacion de plantas ornamentales,
comprende un extenso grupo de tecnologias Utileseplias y diversas aplicaciones en la industria y
el comercio. Podemos definirla entonces como leagdn de sistemas y organismos bioldgicos en
proceso técnicos industriales, 0 como cualquigarit¢@cque utilice organismos vivos o partes de estos
para producir o modificar productos, mejorar plardaanimales o desarrollar microorganismos para
usos especificos. La biotecnologia, a través délvo de tejidos vegetales, a barca la investigyaci
sobre la propagacion vegetal, el desarrollo de amiexariedades de plantas, la identificacion y
deteccién de organismos patdgenos Y la identificagiproduccion de productos naturales a partir de
células vegetales, por esto la biotecnologia eormexto agricola, ofrece grandes posibilidadea phr
mejoramiento de las variedades vegetales princgraien el aumento en el rendimiento y el desarrollo
de nuevos productos. La aplicacién de la biotegial@ las plantas a producido un conjunto de
herramientas de gran potencial para el beneficila @gricultura, el manejo racional de los prodsicto

no maderables del bosque y el bosque en genezal (1



A. CULTIVO DE TEJIDOS

El cultivo de tejidos in vitro, consiste en ellamiento de un explante (Parte separada de un
vegetal), que se cultiva asépticamente en un nelicomposicion quimica definida y se incuba en
condiciones ambientales controladas. La interacd® los distintos factores que intervienen en el
cultivo de tejidos determinara las respuestas gqueldéengan in vitro. El cultivo de tejidos se
fundamenta en principios basicos como totipoteiuzEdl celular, propuesta por Haberlandt, 1902, y la
hipotesis del balance hormonal, sugerida por Skbad, (1957) (12).

B. EXPLANTE

La eleccion de un explante apropiado, constituy®imer paso para el establecimiento de los
cultivos, lo cual estd determinado principalmente pl objetivo perseguido y la especie vegetal
utilizada. En la relacién con la especie vegetfirada, es importante tener en cuenta la vaitdul

asociada con el genotipo de las plantas (23).

3.1.5 FACTORES QUE INFLUYEN EN EL CULTIVO IN VITRO

En los estudios realizados sobre organogénesis sstablecido que el éxito depende de tres
factores fundamentales que son: La composiciomigaiy las caracteristicas fisicas del medio de

cultivo, control del ambiente de cultivo y la elggtde explantes. (15).

A. CONDICIONES AMBIENTALES PARA LA INCUBACION

Para propositos generales se usa en el establatinde los cultivos una fuente luminosa
compuesta de lamparas fluorescentes y lamparasdeseentes que brinden entre 1000 y 4000 lux de
iluminacion. Comunmente se utiliza un ciclo deofmriodo de 16/8 y temperaturas entre 25 y 28
grados centigrados son adecuados.

3.1.6 EL MEDIO DE CULTIVO
La composicion del medio de cultivo es un factetedminante para la organogénesis. Los

compuestos esenciales son clasificados en cincpogruSales Minerales, Azucares, Vitaminas,

reguladores de crecimiento y otros suplementosefimidos. (16,10). Una vez definido el objetivo



perseguido con el cultivim vitro de un determinado explante, es necesario elegiedio de cultivo
el cual debe poseer los componentes nutritivosbagia mencionados (23).

A. SALES MINERALES

Las sales utilizadas para suplementar los requertos de macro y micronutrientes deben ser

consideradas como medio basico, ya que su compos@Empre va a permanecer constante. (16)

Murashige y Skoog, fueron capaces de identificarfdctores de crecimiento y fuentes de sales
minerales determinando el medio mas adecuado gatemer organogénesis en tejidos de tabaco
cultivados in vitro. Obtuvieron callo utilizandortes de médula de tallo aproximadamente de 2 mm.
cultivados en el medio determinaron el tipo y t@stidades de sales minerales y compuestos
organicos ajustados y adaptados a los requerinsien&s generales de la mayoria de las especies, Si
embargo, en ocasiones se deben hacer modificacemakyuno de los constituyentes para satisfacer
requerimientos especificos. (16). A través de rasghvestigaciones se han generado varias mezcla
salinas que contienen micronutrientes como fuehdéesarbono, hidrégeno, oxigeno, calcio, magnesio
y azufre ademéas micronutrientes para una adecuaniédad metabdlica siendo los mas esenciales:
hierro, manganeso, zinc, boro, cobre, cobalto, humrio y EDTA. (8).

B. VITAMINAS

Son requeridas en pequefias cantidades actuaramwlosamente en el metabolismo, la que
posee mayor importancia es la tiamina en conceatras de 0.1 a 0.3 Mg/ Litro. (24). Las vitaminas
tienen un papel importante dentro del sistema eftzm actuando como coenzimas en los diferentes
procesos fisiologicos de la planta. Solamentéalaiha es considerada como esencial, mientras que
otras como el acido nicotinico y la piridoxina smregadas para estimular procesos especificos; sil

embargo se incluyen a manera de prevencion.

El &cido citrico y ascorbico son utilizados comtiaidantes para evitar el obscurecimiento de

los tejidos, agregandose directamente al medialiea o en tratamientos al explante. (16).

3.1.7 REGULADORES DEL CRECIMIENTO

En micropropagacion, principalmente se utilizatoagninas y auxinas como reguladores de

crecimiento lo mas importante es la proporcionntidad de las mismas.



Funciones:

Para formacion de yemas adventicias:

Promocién:  Auxina < Citocinina
Inhibicion: Auxina > Citocinina
Para formacién de raices adventicias:
Promocion: Auxina < Citocinina

Inhibicion: Auxina > Citocinina

Para formacién de callo:

Promocion: Auxina< Citocinina

Inhibicion: Auxina> Citocinina

A. AUXINAS

Se utilizan para promover la division celular ydiéerenciacion de raices. Normalmente se

usan los compuestos siguientes como fuente deauxin

IAA. ... (acido indolacético)

NAA. .......... adido naftalenacético)

IBA. .......... (acido indolbutirico)

24,-D........... (2,4-dwi2,4 diclorofenoxiacético), y otros. (7).

Las auxinas son sustancias que se caracterizagigaimente para activar el crecimiento.
Tienen en general, un papel feminizante en lagdloes decir que permiten que el nimero de flores

femeninas sea mayor. Se utilizan para:

* Mejorar El cuajado de frutos como el caso de tompdterenjena.

» Mejorar el desarrollo de los frutos en cirscunstclimaticas desfavorables, principalmente por

bajas temperaturas.



» Favorece el enraizamiento de esquejes en plantas clavel y alcachofa. (15).

B. EFECTOS BIOLOGICOS

Desempefian una funcidén importante en la expam&@das células de tallos y coleoptilos. Las
Auxinas fueron descubiertas, estudiando las curaatmopisticas de coleoptilos; al poner a un ldelo
un coleoptilo decapitado un bloque de agar queeogat alguna auxina, se desplaza hacia abajc
estimulando la expansion celular provocando uneatura negativa que se aleja del bloque. Para que
un compuesto sea clasificado como auxina, deberépar una curvatura negativa en la avena, como
lo hace el IAA.

Los segmentos del coleoptilo o tallo también segain al sumergirlos en soluciones de auxina.
Las auxinas estimulan también la division celulanéntan el desarrollo de callos, de los que se
desprenden crecimientos similares a raices; deresie son muy eficaces para iniciar la formaciéon de
raices de varias especies vegetales, esta resgueska base de la primera aplicacion practica en

agricultura de sustancias de crecimiento.

Las auxinas pueden inciciar la floracion e indetiamarre de frutos y su desarrollo en algunas
especies. La aplicacién de auxinas a frutos jGwenen desarrollo, desarrollan su tamafio, adelantar

también la maduracion de algunos frutos como Igeshi(25).

C. MECANISMOS DE ACCION

Una de las primeras teorias, de que las auxinasnmmtan la plasticidad de las paredes
celulares (Heyn, 1931) sigue siendo aun mas setiisfa, aunque es necesario efectuar mas trabajo

fin de revelar cuales son los mecanismos exacteseg@ncuentran implicados.

El aumento de tamafio de las células se producdosnetapas, primeramente ocurre un
aflojamiento de las paredes celulares (presenci@augimas y oxigeno), seguido de una absorcion de
agua y una expansion de las paredes. En muchataipha partes vegetales, las auxinas provocan y
fomentan la sintesis de RNA y proteinas lo cualdpuser un requisito previo al crecimiento

provocado por las auxinas.



Pueden requerirse enzimas para causar efectasmdea las paredes y expandir las células al
aplicar auxinas; se desconoce la naturaleza deeszamas, pero la aplicacion de auxinas produce

cambios en los patrones proteinicos.

3.1.8 CITOCININAS

Son sustancias derivadas de la adenina, caraxteszpor su capacidad de intervenir en la
division celular y adicionadas al medio de cultpm@mueven ademas, la diferenciacion de yemas y

brotes adventicios de callo y 6rganos. (7,15).

Como fuente de citocininas se pueden usar los cestpsi siguientes:

BA  (6-Benciladenina).

BAP (6-Bencilaminopurina).
2iP  (N-Isopentilaminopurina).
Zeatina (13).

Pueden ser utilizadas para diferentes funcionesco

- Inducir la partenocarpia de algunos frutos.
- Activar la formacion de yemas en hojas separadés planta.
- Estimular la pérdida de agua por transpiracionigunas plantas.

- Estimular la formacion de tubérculos en la patdis).

A. EFECTOS BIOLOGICOS

Dos efectos sorprendentes de las citrocininaspsowocar la division celular y regular la
diferenciacion de los tejidos cortados. En coneernines extremadamente bajas la citocinina llamada
Zeatina, provoca la division celular en medulaat@ato y explantaciones de floema de zanahoria, Sir
Zeatina el crecimiento de estos dos tejidos es hgaeyo. La citocinina es muy necesaria en la
iniciacién asi como en la continuacion de la dénscelular, por ello su disponibilidad ha hecho
posible al cultivo de muchos tejidos in vitro akdii tan solo unos compuestos organicos necesario
como Sacarosa, Tiamina, Mio-inositol y auxinas. edds influyen en la diferenciacion de los
cultivos, interactian con las auxinas. Ademasiyeth en la diferenciacion de los cultivos, intailact
con las auxinas para mostrar expresiones diferel@esecimiento, por ejemplo SKOOG y MILLER
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demostraron in vitro, que, cambios en el equiilentre auxinas y citocininas pueden afectar

las expresiones de crecimiento.

Otro efecto de las citocininas es retrasar el jepimiento de los tejidos vegetales,
aparentemente, los efectos antiscenecentes dademioas se deben al mantenimiento de la sintesis
de proteinas y &cidos nucleicos en la oscurid&]. (2

C. MECANISMOS DE ACCION

Hoy se sabe que las citocininas pueden incorpoegales acidos nucleicos en las células. (Hall
1968, Kovoorty Klambt 1968); el hecho de que mucbiascininas se hayan aislado a partir de
preparados de RNA, indica su relacion con los &cidaléicos. También se han detectado citocininas
en el RNA de transferencia “SERINA” en el higads, levaduras y el RNA de escherichia cali (Skoog
y Colaboradores 1966). (25).

3.2 MARCO REFERENCIAL

3.2.1 EL ANTURIO COMO PLANTA ORNAMENTAL

Los anturios conforman un grupo grande de placiag caracteristica distintiva mas
importante como planta ornamental la constituyensjas que son comercializadas como follaje y
sus flores de distintos y atractivos colores querealidad son hojas modificadas; el anturio es

cultivado tanto para flor cortada como para maagtgyin las tendencias del mercado (5).

La generacion del nombre anturio viene de lasbpatagriegas "Antos y Oura’, lo cual
significa "Florecimiento de Cola”. Puede tomatiniias denominaciones dependiendo donde este st
encuentre por ejemplo en Sur América es llamadest@rde Gallo”, en Holanda “Flor de Laca o
Barniz” (2).

3.2.2 VARIEDADES DEL ANTURIO

Puede dividirse en cuatro grupos basicos:

=  Variedades dé&nthurium andreanum

» Hibridos interespecificos entre las variedade&ske y especies enanas
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=  Hibridos deAnthurium scherzeranum
= Anturios de follaje

Anthurium andreanum L. es la especie de mayor valor comercial. ElegéAnthurium es originario
de Guatemala y Costa RicAnthurium scherzeranum L. Planta tropical originaria del norte de los
andes en Sur América (sur de Colombia y norte dexdiar); su sistema radicular es carnoso, raices de

habito resistente al estrés hidrico (22).

3.2.3 ORIGEN DE LAS VARIEDADES

En 1957 el primeAnthurium scherzeranum fue introducido a Europa por el Doctor Karl Van
Scherwer. En una expedicion en 1876\eathurium andreanum fue descubierto en el Oeste de los
Andes por el francés Botanico Eduard Andre (1840t)9 Se queria reunir todas las plantas posibles
incluyendo orquideas, Bromeliaceae y Araceae;Uates mas tarde las enviaria fuera de Europa. Ur
sembrador Belga Jean Linden compro el primer ejgng@Anthurium andreanum L. quien lo cultivd
y posteriormente comercializd, este fue el priripiel cultivo de esa especie. A través del
cruzamiento de especies y seleccion el cultivo im@gertante de variedades emergid desde estas do

variedades eAnthurium andreanum y el Anthurium scherzeranum (2).

3.2.4 METODOS Y COMERCIALIZACION DEL ANTURIO A NI VEL MUNDIAL

Los principales mercados para el anturio a nivehdml se encuentran en Europa, Estados
Unidos y Japodn, asi como en paises tropicales.may®ristas de algunos paises europeos encuentra

problematica a esta flor por su alta sensibiliddda

En Colombia "PROEXPORT" entidad que apoya las ¢apones ha identificado buenas
oportunidades para el anturio en Estados Unidagjalexiste alta demanda de flores tropicales en los
ultimos afios, esto debido a que el consumidor dhaseaa lo exdético diferente al clavel o rosa; junto
con las orquideaBendrobium, los anturios conforman el 90 por ciento de lagartaciones de flores

tropicales en los Estados Unidos.

La demanda de Estados Unidos esta subabasteoitda, @omplemento a la produccion que
este pais desarrolla en el estado de Hawaii, §eare@mportaciones de Republica Dominicana (37%),
Trinidad (32%), Jamaica (13%), La Isla de Maurit{il8%), y el 5% restante de otros paises. Los

cultivos comerciales mas grandes y tecnificadobaistemente estan en Hawaii, donde en 1996 se
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reportaron 81 ha en produccion, pero hay producemvarios paises caribefios; ademas de los yze
mencionados cultivan Anturios para exportacion $acente, Costa Rica, México y Panama.
Colombia y mas recientemente Ecuador, aparecempegueiias participaciones en las importaciones
de esta flor por parte de Estados Unidos. EnjahdeOriente producen Singapur, Sri Lanka y
Tailandia (5).

Holanda es un importante productor de flores dgecbajo invernadero que abastece
principalmente el mercado Europeo y que presedi&nas, importantes avances en el desarrollo de
variedades nuevas, ofreciendo en la actualidad huena gama de ellas, en distintos colores
incluyendo algunos tan exéticos como verde y cdiffersas presentaciones y caracteristicas y con
buena resistencia a algunas enfermedades y pl&jasmbargo, la expansion en Hawaii y Holanda
se dificulta por el alto costo de la tierra y lammade obra; el Sur Oeste asiatico por su parte, nc

dispone de servicio suficiente de carga aéreagquartar eficientemente a los Estados Unidos.

Dada la inversion necesaria para producir antyries grado de tecnificacion necesaria para
llegar a la calidad exigida para exportar, se lopyesto la conformacioén de unidades de clasificacio
y empaque a las cuales pueden acceder pequeiagiored. Las importaciones de anturios en los
Estados Unidos no han sufrido variacion considerahllos altimos cuatro afios ni en volumen ni en

valor, ubicandose cerca del millén y medio de uthéday un millon de ddlares al afio.(5).

3.2.5 MORFOLOGIA

Una caracteristica comun de la familia Araceaasfynismo del anturio), es la tipica forma o
figura de copa, la inflorencia de la planta, caesite en la espada y la flor (2). La gran variaocgh
inflorescencias es determinada por la figura, rcglel tamafno de la espada y su flor verdadera. El
pequefio andrégeno de flor esta colocado sobreptdas Andrégeno significa que estas flores tienen
ambos sistemas reproductores masculino y fememnogtras palabras ellos poseen estambres
pistilos. La espada primero produce un florecinoeiemenino y después alrededor de un mes, un

florecimiento masculino, para prevenir su propiglfeacion.

La espada consiste en un largo numero de pistirsten usualmente cuatro estambres
alrededor de cada pistilo. Al existir el cruce miginizacion usualmente es tomado el lugar por
insectos como abejas y moscas, quienes son tadaatizor el color y el aroma. Los granos colorados

gue estan colocados sobre la espada después desmekes de polinizacion, contienen una o dos
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semillas entre una matriz gelatinosa. La palméodolorada atrae a los pajaros, ellos comen las

bayas esparciendo de esta forma las semillas (2).

3.2.6 PROPAGACION

El anturio se puede propagar tanto por semillaccpor metodos vegetativos. La reproduccion
por semilla no es muy eficiente para el anturiogya es muy lenta y tarda unos 9 meses en madurar
las semillas pierden su poder germinativo en aieste dias. Esta forma de reproducir el anturio se
puede practicar durante todo el afio pero requienendsustrato de alta porosidad como el musgo o la
hierba (Peat Moss), temperaturas entre 20 YC2% humedad relativa entre 90 a 95%, la germimacio
es lenta y los primeros brotes se observan a ossgs después de sembrar. Ademas, cabe mencion
que la reproducciéon por semilla implica una vatidad genética, es decir, los hijos de una planta
madre presentaran caracteristicas diferentes g e#fierentes entre si, reduciéndose la uniformuiad
una variedad dada en lo que se refiere, por ejerao productividad, tamafio de flor, color ddda, f

cantidad de flores por planta, tamafio de la plantdras (2,5).

Dentro de la reproduccion vegetativa que es otébodo de multiplicacion del anturio se

encuentran los métodos siguientes:

» ESQUEJES APICALES
» DIVISION DE PLANTAS
» ACODO AEREO

« CULTIVO DE TEJIDOS

La clonacién vegetativa es la técnica mas adect@ma alternativa.

A. ESQUEJES APICALES

Consiste en remover lo que se llama popularmentepga de la planta, la cual no debe tener

flores, deben cosecharse con equipo desinfectadmprarse a mediana profundidad.
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B. DIVISION DE LAS PLANTAS

Util método de reproduccion, especialmente en &b ckeA. scherzeranum, consiste en dividir
las plantas, separando estacas o rizomas de Bratithetros o comunmente denominados hijuelos que

brotan de las plantas madres.

C. ACODO AEREO

Es la induccion del crecimiento de raices aéredasllgs laterales a partir de plantas bien
desarrolladas que se han levantado del suelo grtixs raices expuestas. Se debe envolver ladbase
una cepa u otro medio con alto contenido de mateganica, de manera que cuando las raices aéree
comienzan a desarrollarse en el medio propagate/@uede proceder a separar el acodo que sera e

realidad una planta enraizada.

3.2.7 DISTRIBUCION GEOGRAFICA DEL ANTURIO

De acuerdo con el taxonomista Engler, quien viviededor del afio 1900, habiendo
coleccionado y descrito un gran numero de variexsladeas variedades de anturio son comunes a
través de Centro y Sur América, el limite del atealistribucion termina cerca de México en la alida
de Orizaba. Las variedades de anturio puedenneengadas en areas muy diversas y con amplias
diferencias climatolégicas. Desde las regioneaseéel oeste mexicano hasta los bosques lluvioso:

tropicales de América del Sur.

La altitud esta relacionada con las especiegrga va desde el nivel del mar hasta una altura
de 3,000 metros sobre el nivel del mar. El maywadollo de los géneros ha tomado lugar en Los
Andes, Centro y Sur América entre 10 grados deitiothey 5 grados de latitud con una temperatura
minima de 10C (2).

3.2.8 CLASIFICACION TAXONOMICA

El anturio pertenece a la compleja familia Arackaeual tiene ocho subclasificaciones. La
sub-familia de los Pathoidae separa al antruioess ardenes (Tribus). El anturio pertenece a la
subfamilia Pathoidae y al orden arales. Dentrtadamilia Araceae, el anturio es uno de los género
mas grandes conteniendo aproximadamente 900 vdégdacluyendo las mas conocidas como lo son

el A. andreanum y A. scherzeranum. (2).
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Taxonomia del Anturio:

REINO: Plantae
SUBREINO: Embryobionta
DIVISION: Magnoliophyta
CLASE: Liliopsida
SUBCLASE: Arecidae
ORDEN: Arales
FAMILIA: Araceae
GENERO: Anthurium
ESPECIE: Anthurium sp.

3.2.9 ASPECTOS GENERALES DE LA REGENERACIONIN VITRO

Si hablamos de regeneracién, se tienen que coasigdgunos aspectos fundamentales
relacionados con la teoria celular referidos ppalthente a la totipotencialidad de las células
vegetales, la organizacién estructural de cadanérga tejido en particular, es un efecto de la
informacion genética contenida en cada célula €ja y cada una de esas células es capaz de
expresar su potencial genético para regenerar lamdapcompleta; basandose en esta caracteristici
principalmente los investigadores considerabansilegraban aislar una célula o grupos de ellas, se
podian desarrollar metodologida vitro manipulando adecuadamente su ambiente. Tales
manipulaciones serian causar un estimulo para@bl@mliferenciacion celular, asi, la propagadion
vitro o cultivo de tejidos vegetales consiste en #ivoude las partes de una planta que pueden sel
células, protoplastos o tejidos especializados l§ex@s), bajo condiciones asépticas en un medio

nutritivo y ambiente controlado (16).
Gottlieb Haberlandt; en 1902, fue la primera peasouie aisld e intenté cultivar células
vegetales; sin embargo fracaso, concluyendo qubaplemente se requeririan de "Enzimas de

Crecimiento”, que estimularan la division celular.

Trisserat y Hussey consideran que la regeneracitavés de la organogenésis puede lograrse

por medio de los siguientes modelos:

- Produccién de 6rganos adventicios originados de dafivado éste a su vez del explante.
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- Emergencia de érganos adventicios directamenteexjghnte sin la intervencion de la fase de
callo.

- Produccion de plantulas a partir del desarrollyaeteas axilares.

Es importante diferenciar estos modelos porqueusele utilizar uno incorrecto y afectaria la
uniformidad genética de las plantas producidasdma&sto no se desea. La uniformidad genética se
conserva solamente cuando la regeneracion seagaizmedio del desarrollo de yemas axilares o
brotes adventicios directamente del explante; cmdadormacioén de brotes es inducida a partir de
tejido calloso, la probabilidad de que ocurran caslgenéticos es muy alta, aumentando cada vez

mas con el tiempo y subcultivos a que sea sometidosmo (16).

3.2.10 CULTIVO DE TEJIDOS EN ANTURIO

A. Micropropagacion por formacion indirecta de brotes adventicios y embriones somaticos

Ocurre a traves de una proliferacion celular qudleva a la formacion de callo, a partir de un
explante adecuado por ejemplo: segmento de hajdptde almacenamiento, apices, embriones de
semilla o inflorescencias inmaduras. Los callas glotenidos cuando el explante es sembrado en ur
medio de cultivo conteniendo relativamente alta®leis de auxina o sin citocinina. Los callos pueden
ser multiplicados y un cultivo de suspension pussteobtenido a través del sub-cultivo de calloaren
medio liquido de la misma composicion. Cuandalasnas son reducidas o eliminadas del medio, se
pueden formar brotes o embriones. Este método rdpagacion a generado altos indices de
multiplicacion, sin embargo, su inconveniente esblja capacidad de formar plantas y mas
importante, la inestabilidad genética de las plntgeneradas (Barbier and Dulieu, 1983) a pesar de
estos problemas hay algunos reportes que indicahalalidad de establecer plantulas estables

regeneradas a partir de cultivos de callos, ponge en crisantemo (Earle y Langhans, 1974.).(23)

B. Cultivo de brotes

En 1980, Kunisaki describié un método para elivultde brotes de Anthurium (6). En un
inicio, las yemas vegetativas se cultivaron en wuim liquido conteniendo sales MS, 0.4 mg/l de
thiamina HCI, 0.5 mg/l de &cido nicotinico y pymdea HCI, 15% de agua de coco y 2% de sacarosa.
Los brotes fueron multiplicados en el mismo mediddgicado con agar (sin agua de coco) y 0.2 mg/I
de BAP. Se produjeron multiples brotes de secsialectallo con dos nudos. Geier citado en (6), e



17

1990, encontr6 que los brotes se forman medidntellvo de brotes provienen tanto de yemas

axilares como adventicias.

El cultivo de brotes tiene la desventaja de quarsehte un pequefio numero de yemas puede
extraerse de una planta madre, los explantes sgrsusgeptibles a contaminarse y la planta madre e

virtualmente destruida durante la diseccion.

C. Brotes adventicios a partir de callo

A pesar de que existe la posibilidad de utilizacudtivo de brotes, el anturio se propaga con
frecuencia con procedimientos que recaen, al mengsrte, en la produccion de brotes adventicios
de cultivo de callo. Este género es, por lo taotmp de los pocos en los cuales se emplea la

regeneracion indirecta de brotes.

Pierik y colaboradores (19), fueron los primerogiesarrollar un método de propagacion de anturio a
través de cultivo de callo. Se puede obtener callo capaz de producir brotesnéidios de una
variedad de tejidos incluyendo el espédice, ladsspal pedunculo y los peciolos y la lamina de $i0ja

jovenes.

Las secciones de hojas jovenes son ahora las guesan con mas frecuencia en la
micropropagacion de anturio. En la mayoria de tipo®, estos explantes forman callo capaz de
producir brotes adventicios cuando se incuban eoskuridad a Z& en un medio de cultivo
adecuado. Los brotes adventicios etiolados suegpantaneamente del callo primario, el cual puede
ser subdividido y subcultivado de nuevo en la adedr para obtener mas brotes. Si el callo se
traslada a condiciones de luz (40-50 umdisth), se producen brotes de apariencia normal. & cal
puede también subdividirse en esta fase para ustarjfo proliferaciéon de brotes. Existen genotipos
que no responden en un medio estandar, ya seaoqueduzcan callo o que el callo producido no de

origen a brotes adventicios (6).

Se ha dicho que la variaciéon en las poblacionesomiopagadas de anturio no es alta, a pesat
de que son el resultado de la formacion indireetdbrdtes. Para asegurar que la uniformidad de las
plantas se mantenga dentro de limites aceptabédfing y colaboradores (14), en 1976, sugirieron
que los brotes adventicios producidos por cultigadllo sean subcultivados en un medio que permita

el desarrollo de brotes axilares. Esta combinadémegeneraciéon indirecta de brotes adventicios
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seguida por cultivo de brotes parece ser el médedmicropropagacion mas ampliamente usado en |a

practica comercial.

3.2.11 Medios de cultivo

Geier citado en (6), encontro satisfactorio el meté Bourgin y Nitsch para la formacion de
callo y multiplicacion de brotes en las espedieandreanum y A. scherzeranum. En este medio, el
nitrato de amonio se redujo a 200 mg/l (2.5 mMeyasmento la sacarosa con 20 gramos por litro.
Esta reduccion en la concentracion del ion,;N&yudo en la produccion de callo y regeneracion de
brotes en un mayor rango de genotipo.

Otros investigadores como Pierik y Leffring (19,bén utilizado sales de MS (17) a la mitad
de su concentracion normal, vitaminas MS normaleatye 20-40 gramos porlitro de glucosa para el
cultivo de callo.

A. Reguladores del crecimiento

Los reguladores de crecimiento agregados a estdgosnpara inducir la formacién de callo

seguido por la regeneracion de brotes en otrbajtra realizados han sido:

1 mg/l de 2,4-D méas 1 mg/l de BAP
0.08 mg/l de 2,4-D mas 3 mg/l de 2iP (6)

Estas combinaciones fueron utilizadas para ladcdn de callos por Geier (1986) y por
Leffring y Soede (1979 a,b), utilizando los mediBsurgin y Nitsch y Pierik con ambas

combinaciomes de reguladores del crecimiento.

B. Proliferacion de brotes

La proliferacion de brotes axilares y adventicieslas brotes separados del cultivo de callo, puede
efectuarse en el medio de Bourgin y Nitsch con 2@lg sucrosa citado en (6), o en un medio que
contenga la mitad de la concentracion normal des9dIS (con solo 200 mg/l de NWNO3), vitaminas

MS y 40 ¢/l de glucosa. Esta fase de la propagaegdidéntica a la técnica de Kunisaki descrita
arriba, en la que utilizé medio MS para el cultdebrotes. Puede llevarse a cabo en medio liquido
solido.
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A pesar de que la proliferacion de brotes es imtduagon 0.2-0.5 mg/l de BAP, la capacidad
subsecuente de los brotes para formar raices @esrse continta subcultivando. Por lo tanto puede

ser preferible utilizar hasta 3 mg/l de cinetineapaducir la proliferacion de brotes (14).

C.Enraizamiento

La sobrevivencia de plantulas y brotes generalmeat@do baja cuando se ha intentado enraizexlos
vitro. Generalmente se enraizarvitro utilizando un medio diluido sin reguladores deloimiento o

uno conteniendo baja concentracion de auxina (6).

3.2.12 Descripcion general del anturio

Planta ornamental de crecimiento perenne, dendlifade las Araceas y originaria de las
regiones tropicales y subtropicales de Sudamérieaibiendo los nombres comunes de “Flor
flamenco” o “lirio Flamenco”. Alcanza de 40 a 7éntimetros de altura, con tallo herbaceo, hojas
largas puntiagudas en forma de corazon, algo gsueskr verde oscuro. Produce sus flores en forma
de corazon, de consistencia dura, en colores gegepuser rojo, blanco o rosado, con una bractea roj
o amarilla en el centro, sostenida por un largaipedlo, consistente y rigido .

A. Reproduccion Convencional

Asexual, por division de las macollas. Esta opérapuede hacerse en los meses de Febrero :
Abril, preferentemente, pero podria hacerse enso#f@ocas del afio. Al dividir la planta debe
procurarse que cada seccion tenga dos 0 mas dathigss.
B. Utilizacién en Jardineria

Como planta de jardin exterior o interior, semhbrdolectamente en el suelo 0 en macetas de 2(
a 30 cms de diametro, en ambiente luminoso perdensol directo, creciendo bien en lugares de
semisombra. Directamente en el suelo sembrarlangapa cada 30 centimetros .

C. Epoca de Floracién

El anturio florea la mayor parte del afo.
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D. Clima

Céalido, templado vy frio, alturas comprendidas eluse500 a 9,000 pies sobre el nivel del mar,

con temperatura ambiental entre los 15 yQ@§. alta humedad ambiental.

E. Suelo

Franco, con buen contenido de materia organicayabde montafia, bien drenado y un pH de

5.0 a 6.0. Utilizar la mezcla de tierra recomenrdpara Azalea .

F. Riego

Dos a tres veces por semana. Regar las hojasircepray fino para mantener la humedad

ambiental, suspendiendo cuando la planta est@eacibn.

G. Fertilizacién

Plantas en crecimiento hasta de 20 centimetrosltdea,aaplicar un cuarto de onza de
fertilizante 15-15-15 6 BLAUKORN 12-12-17 mas unaco de onza de Sulfato de amonio por
planta, separado de la base de los tallos 10 ceintisn alrededor y enterrado 4 centimetros. As
dias después repetir la misma cantidad de Blaukam sustitucion 13-13-20 ¢ 14-14-29. Dos veces
al afo aplicar un cuarto de onza de OSMOCOTE 18-f¢f planta, distribuido en la misma forma.
En plantas adultas de un afio en adelante efecsiaiduientes aplicaciones: En abril un cuarto de
onza de BLAUKORN 12-12-17 6 14-14-29 mas un mediamdza de sulfato de amonio, por planta, a
12 centimetros de los tallos y enterrado 6 centose En julio y octubre aplicar un medio de odea
15-15-15 por planta y en enero un medio de onaaeke Dos veces al afio aplicar un cuarto de onze
de OSMOCOTE 18-6-12 6 14-14-14 (8)
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4. OBJETIVOS

GENERAL

Contribuir al desarrollo de una metodologia panaropagaciomn vitro del anturio.

ESPECIFICOS

1. Inducir la produccién de callo a partir de segmsmt® hoja de anturio en los cultivares rojo

y rosado.

2. De los callos producidos regenerar plantas, endtivares rojo y rosado.

3. Determinar la eficiencia de propagacién para caedionde cultivo y cultivar.
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5 HIPOTESIS

. Al menos en uno de los cutivares de anturio, rojpsado, sera posible la induccion de

callo apartir de segmentosde hoja.

. Al menos en uno de los cultivares, rojo o rosadaggeneraran plantas apartir de los callos

formados, provenientes de segmentos de hoja deantu

Cada medio de cultivo y cultivar tiene una deteadaeficiencia de propagacion.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Area Experimental

La presente investigacion fue realizada en el Latbdo de Biotecnologia del Instituto de
Ciencia y Tecnologia Agricolas (ICTA), ubicadoedrkildmetro 21.5 carretera a Amatitlan, Barcena,
Villa Nueva.

6.1.1Materiales y Equipo

- Agua destilada - Tubos de cultivo - Hilpoito de sodio
- Agitadores - Papel aluminio - Soluciemneadre

- Alcohol - Pinzas - Frascos de vidrio
- Bisturis - Jabon Tween 20 - Tijeragpddar

- Autoclave - Potenciometro - Marcadores

- Balanza analitica - Reguladores de crecimient - Mecheros

- Beackers - Toallas de algodén Reactivos

- Agua desmineralizada - Atomizadores

- Estufa con agitacion magnética. - Encendedores

- Camara de flujo laminar - Cinta adhesiva

6.1.2 Medios de Cultivo

Se utilizaron dos medios de cultivo y dos combioaes de reguladores del crecimiento en la
fase de iniciacion o formacion de callo siendo ®stedios: Bourgin y Nitsch (1967) H, Pierik y
Steegmans (1976) a y las combinaciones de regesdbl mg/l 2,4-D+1mg/l BA y 0.08 mg/l 2,4-
D+3 mg/l 2iP. Cada combinacion de reguladores tiezdu con cada uno de los medios. La

elaboracion de los medios se muestra en el anexo.
6.1.3 Esterilizacion de Medios
Los medios fueron servidos en tubos de cultivo £8mml de medio en cada uno de ellos,

luego fueron esterilizados durante 20 minutos atemgeratura de 120 grados centigrados y 15 libras

por pulgada cuadrada de presion.
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6.1.4 Material Vegetal

El material utilizado para la fase de iniciaci@ueo constituido por hojas jovenes recolectadas
directamente de plantas de anturio de variedagey rosado, las plantas se encontraban en caenas d
concreto utilizando como sustrato arena blandmjg la cobertura de una tela plastica o sararuoon
73% de sombra proyectada sobre estas.

A. Desinfeccion del material Vegetal

Las hojas recolectadas fueron lavadas con jabdre@pientes separados, luego se cortaron
segmentos de hoja de 6x8 cm aproximadamente, @u#dss se les lavd de nuevo. En seguida, estos
cortes, que incluian en ellos la nervadura cewkeala hoja, fueron introducidos en alcohol al 70%
durante 30 segundos, posteriormente se trasladauonrecipiente de vidrio que contenia hipoclorito
de sodio al 1% con jabdén tween 20, durante 15 m#uwt se trasladaron al interior de la camara de
flujo laminar. Posteriormente y antes de realiaaiembra del explante en el medio de cultivodoer
practicados tres lavados seguidos a cada segmeniagea destilada y esterilizada para luego
seccionarlos en cortes aln mas pequefios que flosrenplantes utilizados para el estudio quedando
de un tamano aproximado de 0.8 x 0.5 cm.

6.1.5 Siembra del Explante en el Medio de cultivo

La siembra fue realizada en la camara de flujoidam la cual fue desinfectada con
anterioridad utilizando alcohol al 70% aplicado aom atomizador vy distribuido por todas las
superficies de esta con una toalla para elimosmresiduos. Para la manipulacion de los exptante
se utilizaron pinzas y bisturis, los cuales eram#éados en un mechero cada vez que se realizaba
siembra de un explante. El explante fue colocaddrdealel medio introduciéndolo en este, en una
forma vertical y perpendicularmente al medio depdmdumergido hasta la mitad.

6.1.6 Incubacion de los Explantes
Posteriormente a la siembra los tubos fuerondedl@on parafilm y trasladados al cuarto de

crecimiento para quedar en condiciones de oscurigad una temperatura media de 25 grados

centigrados para la etapa de iniciacion.
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6.2 Fases de la Investigacion

La investigacion se desarrollé en las fases sigese Fase |, que consistio en la induccion de
callo y posteriormente la renovacion de medio metemes a los explantes con callo inducido. Fase
II, que tenia como finalidad utilizar un medio edfieo para que los callos producidos produjeran
brotes o plantas enraizadas aproximadamente exia@loomes.

6.2.1 Fase I: Induccién de callos

La etapa de iniciacion consistio en la siembrdodesxplantes, constituidos por segmentos de
hoja, en los diferentes medios de cultivo con sspectivas combinaciones de reguladores en los
tubos de cultivo conteniendo 10 ml de medio deivault Esta fase se desarroll6 en condiciones de

completa oscuridad y a 25 grados centigrados adetrcuarto de crecimiento.

A. Tratamientos

Los tratamientos evaluados consistieron en lasbewniones de dos concentraciones de
reguladores del crecimiento adicionados a dos meatkacrecimiento los cuales fueron evaluados para
dos cultivares de anturio (rojo y rosado ). Se a@n los medios de crecimiento con sus
combinaciones de reguladores como cuatro tratdosiean total. Se tomaron los medios de cultivo
(2), las combinaciones de reguladores del crecimi€?), y los cultivares de anturio (2), para utako
de ocho tratamientos.

B. Unidad Experimental

Estuvo formada por un tubo de cultivo con 10 mirgsdio de cultivo y un explante (segmento

de hoja), utilizandose 20 repeticiones por tratatoieobteniéndose un total de 160 unidades

experimentales.
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Cuadro 1. Medios de cultivo con sus combinacionée reguladores del crecimiento y los
cultivares de anturio que seran para evaluarlos en la fase | de la investigaén.

Acido 2,4 Bencil adenina 2 isopentil Cultivares
Medios de Cultivo | diclorofenoxiacético ( mgl/l) aminopurina
(mg/l) (mg/l)
Bourgin y Nitsch 1 0.1 1.0 0.0 Rojo
BN 1
Bourgin y Nitsch 2 0.08 0.0 3.0 Rojo
BN 2
Pierik 1 0.1 1.0 0.0 Rojo
P1
Pierik 2 0.08 0.0 3.0 Rojo
P2
Bourgin y Nitsch 1 0.1 1.0 0.0 Rosado
BN 1
Bourgin y Nitsch 2 0.08 0.0 3.0 Rosado
BN 2
Pierik 1 0.1 1.0 0.0 Rosado
P1
Pierik 2 0.08 0.0 3.0 Rosado
P2

C. Variables de Respuesta Evaluadas

Porcentaje de induccién de callo:

Se calcul6 el numero de explantes que formaron dalidido por el nimero total de explantes

multiplicado por 100.

NUmero de callos por explante:

Se calcul6 dividiendo el numero de callos semlsadaotre el nimero de repeticiones

sembradas (segmentos de hoja).

D. Renovacion del medio de cultivo

Este procedimiento fue realizado en el tercer negsatber iniciado el estudio y se llevé a cabo
en una camara de flujo laminar previamente dedid@ccon alcohol al 70%, instrumental esterilizado
(pinzas y bisturis), mechero para flamear los tidlanomento de traslado y consistié en tomar con

una pinza el explante (segmento de hoja) del tuoroedio original y trasladarlo a un tubo que
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contenia medio fresco de cultivo con su respeciivabinacion de reguladores del crecimiento, con el
objetivo de que la masa callosa ya formada tudesa disposicidon todos los nutrientes necesaris pa

continuar su crecimiento, luego se sellaron todgstlibos nuevos ya conteniendo los explantes cor
callo y fueron trasladados al mismo cuarto deigrento bajo condiciones de oscuridad a 25 grados

centigrados. Para esta renovacion de medio seaumih los medios originales o de iniciacion.

E. Manejo del Experimento

Se realizé la siembra de segmentos de hoja de 008&%Xm en los dos medios, las dos
combinaciones de reguladores del crecimiento ddasvariedades de anturio (rojo y rosado) en tubos
de cultivo conteniendo 10 ml de medio, depositaeni@ada tubo un explante. Cada tratamiento tuvo
20 repeticiones en condiciones de total oscuridambrnydiciones homogéneas de temperatura pare
estimular la formacion de callo, luego de estaatrealiz6 la renovacién de medio de los expante
a nuevos tubos conteniendo los mismos medios deaueste cambio de medio fue realizado en la
camara de flujo laminar con todo el instrumentaérds&zado, mechero para flamear los tubos para
nuevamente colocarlos en el cuarto de crecimieajim dondiciones de oscuridad y temperatura de 25

grados centigrados. Esta actividad se realizd emeer mes después de iniciado el estudio.

6.2.2 Fase Il: Produccion de brotes y plantas

Esta fase consistio esencialmente en tomar todosdkos bien desarrollados de la fase | los
cuales habian permanecido hasta ese momento emetamgcuridad y a 25 grados centigrados ya que
algunos presentaban cierto abultamiento como deyanaa axilar madura, con coloracion rosado
palido en la punta lo cual indicé que era momertalejar que los brotes se desarrollaran, por lo que
se elaboro el medio Bourgin y Nitsch contenienda concentracion de 0.2 mg/l de BA solamente (Su
elaboracion en anexo), especialmente dirigiddeahrrollo de estos brotes. Esta actividad sezéeal
a los seis meses de haber iniciado la investigacidrs callos que poseian mas de un inicio de brote

fueron separados y colocados en tubos individuales.

A. Unidad Experimental

Una unidad experimental estuvo constituida pocaito en un tubo de cultivo con 10 ml de

medio de crecimiento para desarrollo de brotes.
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B. Variables de Respuesta Evaluadas

Numero de plantas por callo:

Se calculé realizando un conteo de todas las @dontanadas dividiendo este valor entre el
namero de callos sembrados, multiplicado por 100.

Eficiencia de propagacion:

Estuvo calculada por el nimero promedio de plargdgeneradas en cada tratamiento en un

periodo de ocho meses, a partir de un explant@lifgegmento de hoja).

C. Manejo del Experimento

Se tomaron los tubos conteniendo callos proveesede la fase de iniciacion que habian
permanecido hasta ese momento en completa oscuyidad procedié a trasladarlos a tubos que
contenian el medio especifico para desarrollo deebr actividad que tuvo lugar dentro de la cAmara
de flujo laminar desinfectada previamente con atah70%, y utilizando instrumental debidamente
esterilizado y con un mechero para flamear dichetrumental asi como los tubos que eran
manipulados para el traslado de los callos conaiciin de brote. Se tomO entonces una pinza
esterilizada y se extrajo el callo del tubo quedatenia colocandolo en otro que contenia medio de
Bourgin y Nitsch para brotacion conteniendo 0.21rdg/ BA unicamente para induccidon de brotes.
Los tubos fueron flameados en el mechero antespuds de haber introducido el callo al medio de
regeneracion, ademas, cada vez que se realizaiasiado de callo las pinzas también se flameaban
Al finalizar la siembra se sellaron los tubos carafilm, para poder ser sacados de la camara Yy
llevados al cuarto de crecimiento para quedar deseenomento en plena luz aproximadamente a un:
intensidad de 3,000 lux, a una temperatura d€.25e realizaron observaciones cada semane

tomando nota de los cambios significativos quauseoh dando en el desarrollo de los brotes.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

Durante el desarrollo de la investigacion se zaatin observaciones periddicas, desde la fase

de iniciacion, que comprende el desarrollo debcdlasta la formacion de plantas.

Para visualizar el proceso de la investigacidrgoatinuacion se describen los resultados
obtenidos en las dos fases mas importantes deégwode formacion, crecimiento y desarrollo de
callos, brotes y plantas provenientes de explamestituidos por segmentos de hojaAaéhurium sp.

cultivares (rojo y rosado).

7.1 Analisis de la Informacion

A los valores de las variables evaluadas se lesGaph andlisis descriptivo con base en
porcentajes y medias obtenidas. Con los resultidakes de esta etapa se elaboraron cuadros )

figuras para una mejor ilustracion de las respsestéenidas.

7.2 Fase |

7.2.1 Porcentaje de Induccion de Callo

Finalizados los dos primeros meses de la invastigdfase |) se pudo observar la aparicion de
callos en los explantes, aunque no se preseradhgia en todos los medios. Hasta ese momento era
dos los medios que se destacaban en mostrar respmresuanto a la induccion del callo. Estos
medios eran el Bourgin y Nitsch (BN1) suplementadon 2,4-D mas BA en concentraciones de 0.1
mg/l y 1.0 mg/l, respectivamente, y el Bourgin igskh (BN2) suplementado con 2.4-D mas 2iP en
concentraciones de 0.08 mg/l y 3.0 mg/l, respectarge, en los que se podia observar cierto
hinchamiento en los bordes laterales del explaitepal se encontraba sumergido en el medio de
induccién hasta la mitad. Dicha respuesta eraleisanto fuera como dentro del medio de cultivo, e
ese momento el explante (segmento de hoja), pedsefd coloracion verde normal y mantenia cierto

brillo caracteristico de las hojas de anturio.

Cultivar rosado

En el medio BN1 (Bourgin y Nitsch suplementado 6adhmg/l de 2,4-D mas 1.0 mg/l de BA)
hubo respuesta para este cultivar, con el cuabsevo el porcentaje mas alto para la variable en
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estudio con un valor del 55%. En el medio BN2yiBin y Nitsch suplementado con 0.08 mg/l de
2,4-D més 3.0 mg/l de 2iP) también respondié bgie eultivar con un valor de 40%. En los medios
P1 (medio Pierik suplementado con 0.1 mg/l de R,4nas 1.0 mg/l de BA), y P2 (medio Pierik

suplementado con 0.08 mg/l de 2,4,-D mas 3.0 negRi®) la respuesta de este cultivar fue menor,
con valores de 15% en ambos medios, pero, haldénpimducido contaminacion por bacteria en
estas repeticiones, no fue posible tomarlas entaysara la fase Il que contemplé el desarrollo de

plantas.

Cultivar rojo

Para este cultivar se obtuvieron porcentajes dauesta de induccidén de callo con valor del
35%, siendo el mas alto porcentaje en el medio @dlrgin y Nitsch suplementado con 0.1 mg/l de
2,4-D mas 1.0 mg/l de BA), luego, con el 25% deuesta, el medio P1 (medio Pierik suplementado
con 0.1 mg/l de 2,4,-D mas 1.0 mg/l de BA), yl@dores de respuesta mas bajos para los medio:
BN2 (Bourgin y Nitsch suplementado con 0.08 mg/RdeD mas 3.0 mg/l de 2iP) y P2 (medio Pierik
suplementado con 0.08 mg/l de 2,4,-D mas 3.0 megliB®) con porcentajes de respuesta de 20% Yy
10%, respectivamente. Las repeticiones de los mdelloy P2 tampoco se tomaron en cuenta para le
fase Il debido a que se produjo contaminacion potdria.

Haciendo mencién de otros trabajos, Kamada a&)pién utilizdé hojas tiernas de anturio
sembradas en medio Bourgin y Nitsch (1967) H. @snmismas concentraciones y reguladores en
condiciones también de oscuridad y a los tres mpsde observar la formacion de callos ya bien
definidos. El 2,4-D es una auxina que, aplicade@centraciones adecuadas, induce la formacion de
callos como se demostro al utilizar puntas de d&zajo en medio MS (Murashigue y Skoog)
suplementado con 1.0 y 2.0 mg/l de 2,4-D, en dofaeconcentracion 2.0 mg/l produjo,

posteriormente, una frecuencia mas alta en la ezgeidn de brotes.

Habiendo transcurrido el cuarto mes de la invasian se observo el efecto de las
combinaciones de reguladores del crecimiento agesga los medios. Dichas combinaciones
estuvieron formadas por una auxina y una citociminaeste caso son 2,4-D y BA; y 2,4-D y 2iP,

respectivamente.
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Figura 1. Porcentaje de induccion de callo segun @ de cultivo y
cultivar.
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501
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INDUCCION DE _ |
CALLO (%)

BN1Rj  BN2Rj P1Rj P2 R BN1Rs BN2Rs P1Rs P2 Rs

BN= Medio basal Bourgin y Nitsch

P = Medio basal de Pierik

1 =0.1miligramo por litro de 2,4-D méas 1.0 miégo por litro de BA

2 =0.08 miligramos por litro de 2,4-D mas 3.0ignamos por litro de 2iP
Rs = Cultivar rosado

Rj = Cultivar rojo

Las auxinas son usadas frecuentemente e incogsoeddnedio nutritivo para la iniciacion de
callos. Irvine et al. (1983) ha reportado 79 pasebobre el uso de reguladores potenciales para I
iniciacién de callo en tejido de hojas de cafa zigcar de las cuales un 96% de los compuestos
efectivos utilizados estdn asociados a actividag&ionadas con auxinas. La auxina que mas
frecuentemente se utiliza para la iniciacion déooas el 2.4-D. Algunos investigadores reportae qu
esta auxina puede causar variabilidad genéticasigsie subcultivando el callo de modo que prefiere
utilizar para subcultivos de callo el acido naftaeético (ANA) o el acido indolacético (AlA) luego
de haber iniciado el proceso con el 2.4-D. (6).

Fue en el medio Bourgin y Nitsch, en las dos comxtiones de reguladores del crecimiento,
donde se pudo observar la formacion de masas diagétallos) las cuales estaban situadas en los
bordes de los explantes, tanto fuera como dentfronddio de cultivo y presentaban una coloracion
blanca, principalmente. Para produccion de calltiese utilizado concentraciones altas de auxina y
bajas concentraciones de citocininas, cultivaneéosia oscuridad total o con fotoperiodos de 12sor
(21). En el caso de la presente investigacion ndisearon fotoperiodos intermitentes de 12 horas
gue los explantes permanecieron en total oscuddaahte los meses que duré la etapa de iniciacion c

induccién de callo (6 meses), lograndose tambiéorfaacion de masas callosas.
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Existen varios factores para explicar la no resfaua la formacion de callo en un determinado
medio, en cultivo de tejidos de anturio y uno deselel mas critico es el genotipo que se utiliaeap
la evaluacion. Pierik y colaboradores (19), exawron 38 genotipos dénthurium andreanum y
pudieron observar una fuerza moderada en cuartéoanhacion de callos de segmentos de hoja en 31

tipos, muy pobre en cuatro tipos y no hubo respuasios restantes tres tipos.

En los medios en donde existié la formacion déosade pudo observar su consistencia, en
algunas ocaciones de tipo compacta, con colordd&rca y no producia disgregacion al momento del
corte con el bisturi, también se produjeron catlesconsistencia friable, los cuales eran facilmente
disgregables en otros mas pequefios al momento rthrla® para ser propagados. Ademas de los
factores mencionados que determinan la induccércalo en un explante, podemos referirnos al
medio de cultivo ya que dentro de sus ingredieptesien haber algunos que son esenciales para |
formacion del callo. En ocasiones debe existibalance entre estos para que exista desarrollo de
callo, en este caso los iones N NOs deben estar balanceados ya que ambos son fuente ¢
nitrogeno y se considera que las diferencias exsdasentraciones de estos iones con las vitaminas
desempeian un importante papel para la induccionatles embriogénicos por el nitrogeno que
aportan. En sorgo, por ejemplo, el nivel alto demio y bajo de nitrato en medio MS, produjo la
formacion de callos embriogénicos compactados. exiando la proporcion de nitrato de 39.9 a 82.4

mM en medio MS, se produjeron callos friables gumabs genotipos (13).

En el medio BN1 utilizado para esta investigacg@ndonde existio la formacion de callo, se
utilizaron 2.5 mM de amonio y 11.9 mM de nitrat® ebtuvieron mayor numero de callos
disgregables que callos compactos, aunque existae los dos tipos. En comparacion los resultados
en sorgo coincide en cuanto a los niveles de ampmidrato ya que Kamada utilizé alto amonio y
bajo nitrato y obtuvo callos compactos y en estastigacion se utilizé bajo amonio y alto nitrateey
obtuvieron callos friables, y en el medio BN2 quatenia 20.62 mM de amonio y 39.91 mM de
nitrato se observd respuesta de los explantesfarecion de callos, de modo que este factor no

influyé en la no respuesta.

En el cuadro 2 se resumen los resultados obtepia@sla variable en estudio (porcentaje de
induccién de callo), durante los primeros seis mégeformacion de callo.
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Cuadro 2. Porcentaje de induccion de callo, seguneadio de cultivo y cultivar, a los seis meses de
iniciado el cultivo.

Cultivar Medio de Cultivo Repeticiones Induccion decallo
(%)
Rojo Bourgin y Nitsch 1 6 100
Rojo Bourgin y Nitsch 2 2 100
Rojo Pierik 1 0 0
Rojo Pierik 2 0 0
Rosado Bougin y Nitsch 1 8 100
Rosado Bourgin y Nitsch 2 8 100
Rosado Pierik 1 0 0
Rosado Pierik 2 0 0

1= 0.1 miligramos por litro de 2,4-D mas 1.0 miéigro por liltro de BA
2= 0.08 miligramos por litro de 2,4-D mas 3.0 ntéighos por litro de 2iP

7.2.2 Numero de Callos por Explante

En forma general, se pudo observar la inducciocalles en los explantes, en ocasiones se
desarrollaban fuera del medio de crecimiento yaasiones se podian observar el desarrollo de callo:
sumergidos en el medio emergiendo de los bordéssdgegmentos de hoja. De un mismo explante

podia haber hasta 3 6 4 callos y también podiartsibe uno, todos manifestaban una pigmentacion
blanca.

Cultivar rosado

Para la variable nimero de callos por explantadicu 3), este cultivar produjo un namero

mayor de ellos en el medio Bourgin y Nitsch 1, ebmas alto valor, 3.4 callos por cada explante
sembrado.

Cultivar rojo

Este cultivar respondié en el medio Bourgin y 8litd aunque fue menor su respuesta, ya que
su valor mas alto fue 2.5 callos por cada explaambrado.

En todos los explantes hubo desarrollo de callenyforma general se pudo observar la
induccion y la formacién de pequefios brotes ded&oun mismo explante, es decir, que ambas
estructuras podian ocurrir dentro de un mismo saggmde hoja, estos brotes semidesarrollados

siempre emergian del callo mismo, nunca emergtaate del borde del segmento de hoja.
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En algunos callos se podia observar en la paperisn, un abultamiento que sobresalia
tomando un color rosado palido que era donde sezabp a desarrollar el brote, el cual era de color

blanco por estar en condiciones de oscuridad. dasiones habian callos con pequefios brotes po
debajo del explante, es decir, sumergidos dentrmédio.

Cuadro 3. Numero promedio de callos por explante gén medio de cultivo y cultivar, a los seis
meses de iniciado el cultivo.

Cultivar Medio de Cultivo Repeticiones | Numero de cidos | Namero de callos
sembrados por explante

Rojo Bougin y Nitsch 1 6 15 2.5

Rojo Borgin y Nitsch 2 2 2 1

Rojo Pierik 1 0 0 0

Rojo Pierik 2 0 0 0
Rosado Bourgin y Nitsch L 8 27 3.4
Rosado Bourgin y Nitsch P 8 20 2.5
Rosado Pierik 1 0 0 0
Rosado Pierik 2 0 0 0

1= 0.1 miligramos por litro de 2,4-D mas 1.0 miéigro por litro de BA

2= 0.08 miligramos por litro de 2,4-D mas 3.0 nréighos por litro de 2iP
BN= Bourgin y Nitsch

Figura 2. Namero de callos por explante segun medde cultivo y cultivar.

NUMERO DE
CALLOS POR
EXPLANTE

BN1 Rj BN2 Rj BN1 Rs BN2 Rs

1 = 0.1 miligramos por litro de 2,4-D mas 1.0ignamos por litro de BA
2 = 0.08 miligramos porl itro de 2,4-D mas 3.ligramos por litro de 2iP
Rs = Cultivar rosado

Rj = Cultivar rojo
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En la figura 2 se aprecia que el medio Bourgin tséii 1 y el cultivar rosado son los que
produjeron mayor numero promedio de callos poraxpl el medio Bourgin y Nitsch 2 y el cultivar

rojo produjeron también callos aunque en menoridaoht

7.3 FASE Il

7.3.1 Numero de Plantas por Callo

En la segunda fase de la investigacion, la cualesarrollo bajo condiciones de luz, (3,000
lux) y a 25 grados centigrados, los brotes, quia émse | eran pequefios, sin una forma definida y d
coloracion blanca se comenzaron a tornar de caodevy con el paso del tiempo fueron tomando

forma.

Se podian observar ya en esta fase la formaciquadéas verdaderas, con hojas acorazonadas
y brillantes, pigmento clorofilico, el caracteristi de la planta adulta, todo este proceso era
desarrollado en un medio de brotacion que difi@entedio de iniciacion o induccion de callo en la
supresion de la auxina 2,4-D y dejando actuar gmecde al BA (citocinina), el cual era el promotor

del desarrollo satisfactorio de estos brotes.

Skoog, en 1956, afirmd que las citocininas sorsswstancias muy activas y al igual que la

auxina presentan muchas formas de actuar siengoifagpales:

» Efecto en la division celular, en este procesoisdispensables y eficaces, en ausencia de auxinas
Las dos se complementan, la auxina favorece ladchgubn del ADN vy la citocinina hace posible

la separacién de los cromosomas.

* Un papel muy claro en la organogénesis, en la queddn estimulacién considerable a la

formacion de yemas.

» Las citocininas promueven la division celular ytganizacion de callos, diferenciacion de yemas

y brotes adventicios de callos y 6rganos. (4).

Las citocininas promueven la division celular y argacion de callos, las mas utilizadas son:
benciladenina (BA), cinetina y zeatina, en con@aidnes de 0.03 — 30 mg/l. La BA es la citocinina

de empleo mas generalizada. (11).
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En esta fase de la investigacion, que comprenderaacion de plantas, se perdieron brotes
por causas que se le atribuyen a oxidacion, lo esialvo caracterizado porque los brotes pequefios
provenientes de la fase I, tomaron un color caééir@sel cual recubrié todo el brote, dicho problema

les impidi6 el desarrollo quedando achaparradasayniente murieron dentro del tubo de cultivo.

Cuadro 4. Namero de plantas por callo segun mediceccultivo y cultivar.

Numero de callos| Numero de callos| Numero de
Cultivar Medios de Cultivo sembrados por explante plantas por
callo
Rojo Bourgin y Nitsch 1 15 2.5 0.67
Rojo Bourgin y Nitsch 2 2 1 0
Rojo Pierik 1 0 0 0
Rojo Pierik 2 0 0 0
Rosado Bourgin y Nitsch [L 27 3.4 1.4
Rosado Bourgin y Nitsch P 20 2.5 0.15
Rosado Pierik 1 0 0 0
Rosado Pierik 2 0 0 0

1= 0.1 miligramos por litro de 2,4-D mas 1.0 midigro por litro de BA.
2= 0.08 miligramos por litro de 2,4-D mas 3.0 nmdignos por litro de 2iP.

Cultivar rosado

Para la variable nimero de plantas por callo edtvar respondiéo mejor en el medio Bourgin
y Nitsch 1, con 1.4 plantas por callo (cuadrgpdducido en la fase Il. Es el medio antes mencdiona

el que mejor respuesta ha generado en todas lablearhasta ahora tomadas en cuenta.

Cultivar rojo

Para este cultivar también hubo respuesta perovatores mas bajos para la variable en

estudio ya que se obtuvo 0.67 plantas por calmgnsente en el medio Bourgin y Nitsch 1.

Segun Skoog y Miller, citados por Calderén (4)jneraccion auxina—citocinina provoca la
formacion de brotes inducidos previsiblemente déogade tabaco usandose relativamente bajos
niveles de auxina y altos niveles de citocinineeemedio de propagacién. En el caso del medio de
brotacion utilizado para la propagacion de antemola presente investigacion, se le suprimidé por
completo la adicion de la auxina 2,4-D y se agragéamente la citocinina BA (benciladenina), con
lo cual efectivamente se logré provocar el desiarrdé brotes sobre callos ya formados. Ademas,

Rodriguez, menciona que a partir de callos se puddsarrollar embrioides (embriones no sexuales) .
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La embriogénesis ocurre con alta concentracion deD2que es la auxina mas utilizada. Al
transferirse los callos a un medio sin auxinas gasiones con bajas concentraciones de citogsginina
se desarrollan unos puntos verdes que son zontseuraiales de diferenciacion y la subsecuente
formacion de embriones que al desarrollarse generarplanta nueva. Villalobos (IICA 1988), citado
por Rodriguez (21), sefiala que generalmente logiends adventicios tienen su origen en una sola
célula o en un pequefio grupo de ellas, a la veziomamque a través de la embriogénesis somatica s
puede tener un numero ilimitado de plantas. Latdinte es el incremento de la variabilidad como

ocurrio en papaya (Litz, 1982), citado por Samgp2a.

Figura 3. Numero de plantas por callo segun mediate cultivo y cultivar.

1.54

NUMERO DE 17
PLANTAS POR
CALLO 0.5-

BN1Rj BN2 Rj BN1 Rs BN2 Rs

BN= Medio basal Bourgin y Nitsch

1 =0.1 miligramos por litro de 2,4-D mas 1.0ignamo por litro de BA

2 =0.08 miligramos por litro de 2,4-D mas 3.ligramos por litro de 2iP
Rs = Cultivar rosado

Rj = Cultivar rojo

En cuanto a la baja respuesta de formacion degsam el medio BN2 para ambos cultivares,
George (6) menciona que algunos genotipos no melgmoa un medio determinado, ya sea que no Se
produzca callo o que el callo producido no de arigébrotes adventicios, y posiblemente esta puede

ser una de las razones por las que hay baja fadbmdei plantas.

7.3.2 Eficiencia de Propagacion

Se calculo al final de la fase Il con el nUmeroptintas formadas dividido por el nimero de

segmentos de hoja que fueron sembrados en el medialtivo inicialmente.
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Cultivar rosado

Fue en este cultivar y en el medio Bourgin y Nitsl; en el que mayor eficiencia de
propagacion se obtuvo, con un valor de 4.75, lorpgeindica que a partir de un explante inicial se
pueden obtener 4.75 plantas en un tiempo de ockegifeuadro 5).

Cultivar rojo

Se obtuvo una eficiencia de propagacion de 1.&dfu5).

Cuadro 5. Eficiencia de propagacion segun cultivasey medios de cultivo.

Cultivar Medios de Cultivo |Numero de Callo§ Numero de Plantag Eficiencia de
por Explante por Callo Propagacion
Rojo Bourgin y Nitsch 1 2.5 0.67 1.6
Rojo Bourgin y Nitsch 2 1 0 0
Rojo Pierik 1 0 0 0
Rojo Pierik 2 0 0 0
Rosado Bourgin y Nitsch 1 3.4 1.4 4.75
Rosado Bourgin y Nitsch 2 2.5 0.15 0.37
Rosado Pierik 1 0 0 0
Rosado Pierik 2 0 0 0

1= 0.1 miligramos por litro de 2,4-D mas 1.0 midigro por litro de BA
2= 0.08 miligramos por litrode 2,4 —D mas 3.0 nudignos por litro de 2iP

En el cuadro 5 se aprecia que el medio BN1 es mésree que el BN2 en cuanto a la

propagacion, asi como el cultivar rosado tuvo uaganeficiencia que el cultivar rojo.

Se cuenta ahora, con los resultados de la presewdstigacion, como una alternativa
metodoldgica para la propagacion de anturio, |d puade servir como herramienta tecnologica para
la produccion masiva de esta especie ornamentapiqumeete ser una buena alternativa de inversion
para los empresarios nacionales, principalmente.
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8. CONCLUSIONES

1. Cultivandoin vitro segmentos de hoja, como explantes, y con la apicade reguladores del
crecimiento (auxinas y citocininas), es posibleuirid la formacién de callo, y de estos formar

brotes y plantas de anturio, en los cultivares yajosado.

2. De los cuatro medios evaluados el que mostr6 meggspuesta a la induccion de callo y
regeneracion de plantas, fue el de Bourgin y Nitsaplementado con 0.1 miligramos por litro de
acido diclorofenoxiacético (2,4-D) mas 1.0 miligrmpor litro de bencil adenina (BA), en los

cultivares rosado y rojo.

3. Con el cultivar rojo se obtuvo una eficiencia degagacion de 1.6 plantas por explante inicial en
un periodo de ocho meses, mientras que con evauhdsado 4.75, ambos con el medio Bourgin
y Nitsch suplementado con 0.1 miligramos por ldeoacido diclorofenoxiacético (2,4-D) mas 1.0

miligramo por litro de bencil adenina (BA).



40

9. RECOMENDACIONES

. Se recomienda utilizar el medio Bourgin y Nitsshplementado con 0.1 miligramos por litro de
acido diclorofenoxiacético (2,4-D) méas 1.0 milig@or litro de bencil adenina (BA), para lograr
una satisfactoria induccién de callo y regenerad@plantas, utilizando como explante segmentos

de hoja, en los cultivares de anturio rojo y rosado

. Se recomienda evaluar el medio basal Bourgin gcNjtsuplementado con 0.1miligramos por litro
de 2,4-D méas 1.0 miligramo por litro de BA, en layor cantidad posible de cultivares, para
determinar la consistencia y extrapolacion haciasotultivares, de los resultados obtenidos en

esta investigacion.

. Se recomienda evaluar diferentes tamafnos de d&planbre el medio de cultivo para explorar la

obtencion de mayor niamero de explantes por hoja.

. Se recomienda evaluar diferentes posiciones dexptantes sobre el medio de cultivo para

determinar si hay desarrollo de callo en otrassddeda hoja y no sélo del borde.
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Cuadro 7A. Composicion del medio basal Bourgin y itsch

(1967) H, usado para la indcién de callo en
segmentos de hoja de antuAmthurium sp.

Componentes mg/I
MACROELEMENTOS
KNOs3 950
NH4NO3 200
CaCb.2H20 219.9
MgSO:. 7H20 185
KH2PO: 68
MICROELEMENTOQOS o5
MnSOs.4H20 10
ZnSO.7H20
10
H3BOs3 0.025
CuSO.5H0 0 o5
NaeMoO4.2H0 27’ 85
FeSQ.7H0 37'25
NaeEDTA.2H0 '
VITAMINAS 05
Thiamina.HCI 5
Acido Nicotinico 05
Pyridoxina.HCI )
S 0.05
Blotlna 05
Acido Félico :
COMPONENTE ORGANICO
. 100
Myo-Inositol
AMINO ACIDOS
— 2.0
Glicina
FUENTE DE CARBONO
Azucar 20 gril

OTROS
pH
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Cuadro 7B. Composicion del medio basal Pierik y $egmans
(1976)a, usado para la induén de callo en
segmentos de hoja de antuAmthurium sp.

Componentes mg/|
MACROELEMENTOS
KNOs 1950
NHsNOs 1650
CaCbk.2H0 440
MgSOw.7H0 370
KH2PO4 170
MICROELEMENTOS
MnSQu.4H20 2230
ZnSOnL7H0 8.6
H3BOs 6.2
K 0.83
CuSQO.SHO 0.025
NaMoOs.2H20 0.25
Cocbk.6H0 0.025
FeSQ.7H0 27.85
NaeEDTA.2H0 37.25
VITAMINAS
Thiamina HCI 0.1
Acido Nicotico 05
Pirydoxina HCI 05
COMPONENTE ORGANICO
Inositol 100
AMINO ACIDOS
Glicina 2.0
FUENTE DE CARBONO
Azlcar 30 g/l
OTROS

pH 6




Cuadro 7C. Elaboracion del medio Bourgin y Nitsci{500 ml),
para desarrollo de brotes ylgntas de anturio Anthurium sp.

COMPONENTES CANTIDAD
REQUERIDA

MACROELEMENTOS X 50 6 ml
CaCbh.2H,0O X 100 2.5 ml
MgS04.7H0O X 200 2.5 ml
Hierro M.S. X 100 5ml
MICROELEMENTOS X 200 2.5 ml
VITAMINAS X 500 0 mi
ACIDO FOLICO X 50 10 ml
Inositol 0.05¢
BA 0 mi
Azucar 109
pH 6
Agar 49







