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RESUMEN

Anthurium andreanum es una planta ornamental de gran popularidad y aceptacion en el
sector floricola, por la forma de su follaje y flores vistosas, lamentablemente, los métodos de
propagacion convencional por via sexual y asexual no son practicos para conseguir una
multiplicacion masiva de esta especie. Por lo mencionado, la presente investigacion tuvo
como objetivo evaluar el efecto de cuatro combinaciones hormonales, dos concentraciones
de medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) en la micropropagacion in vitro de A. andreanum
cultivar (cv.) Blanco, Rosa y Naranja. Para ello, se probaron dos protocolos de desinfeccion
de explantes a partir de hojas, el primer tratamiento consistié en, Etanol al 70% x 30 s, NaCIO
al 0.5% x 15 min, el segundo tratamiento fue Etanol al 70% x 1 min, NaClO al 1 y 0.5%, por 5
y 15 min, respectivamente; obteniendo como resultado que el protocolo de desinfeccién uno
presentd niveles tolerables de contaminacién (20.04%) y pardeamiento (36.33%) en
comparacion con el protocolo dos que mostro niveles exuberantes de pardeamiento (97,11%).
El medio de cultivo 6ptimo para la micropropagacion de A. andreanum de explantes
provenientes de hojas, fue MS al 50% suplementado con 0.5 mg/L™"de TDZ y 0.2 mg/L™" de
2-4 D. El cv. Rosa exhibié un 90% formacion de callo y 8.5 brotes/explante, el cv. Naranja
88.3% de callo y 3 brotes/explante, y finalmente el cv. Blanco solo presentd formacion de callo
2 %. En futuras investigaciones, se recomienda probar concentraciones bajas de Kinetina y

Acido Naftalenacético en cv. Blanco.

Palabras claves: Anthurium andreanum, Organogénesis indirecta, cultivo in vitro, callogénesis
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ABSTRACT

Anthurium andreanum is an ornamental plant of great popularity and acceptance in the
floricultural sector due to the shape of its foliage and showy flowers. Unfortunately,
conventional sexual and asexual propagation methods are not practical to achieve massive
multiplication of this species. Therefore, this research aimed to evaluate the effect of four
hormonal combinations, two concentrations of Murashige and Skoog (MS) culture medium, on
the in vitro micropropagation of White, Pink, and Orange A. andreanum cultivar (cv.). In
consequence, two protocols for disinfection of explants from leaves were tested; the first
treatment constituted of 70% Ethanol for 30sec, 0.5% NaClO for 15 min; the second treatment
was 70% Ethanol for 1 min, 1 and 0.5% NacClO, for 5 and 15 min respectively. The result was
that disinfection protocol number one presented tolerable levels of contamination (20.04%)
and browning (36.33%) compared to protocol number two, which showed exuberant levels of
browning (97.11%). The optimal culture medium for the micropropagation of A. andreanum of
explants from leaves was 50% MS supplemented with 0.5 mg/L-1 of TDZ and 0.2 mg/L-1 of
2-4 D. The Pink cv. exhibited 90% callus formation and 8.5 shoots/explant, the Orange cv.
showed 88.3% callus and 3 shoots/explant, and finally, the White cv. only presented 2% callus
formation. In future research, it is recommended to test low concentrations of Kinetin and

Naphthaleneacetic Acid in White cv.

Keywords: Anthurium andreanum, indirect organogenesis, in vitro culture, callogenesis



15

1.INTRODUCCION

El género Anthurium pertenece a la familia Araceae, abarca especies ornamentales
altamente apreciadas tanto en maceta como en flor de corte, por su espectacular follaje y
colores extravagantes de sus flores. Las especies con mayor demanda dentro de este género
son A. andreanum Lind, A. scherzerianum, A. crystallinum, A. cubense y A. recusatum
(Hernandez, 2004), destacandose dentro de este grupo A. andreanum por ser la planta mas
cultivada y vendida (Lopez et al., 2013; Ordaz et al., 2015; Saptaro et al., 2017; Srimoot y
Padsri, 2018).

Los paises que se dedican a la exportacién del Anturio son: Holanda (68%), Colombia
(16%), Taiwan, Singapur, Tailandia y otros lo restante (Lopez et al., 2013). Los principales
destinos del anturio son Europa, Japén y Estados Unidos. En el periodo enero-junio 2018,
EE.UU. importé una cantidad de 40 mil unidades de anturios desde Ecuador, con un
crecimiento en la importacion del 149% con respecto al mismo periodo del afo anterior
(Expoflores, 2019). Anthura es una de las empresas holandesas que distribuye a 70 paises
diversos genotipos de esta especie (Anthura, 2015).

Las diferentes especies del género Anthurium presentan problemas en su propagaciéon
convencional tanto sexual como asexual, por su baja cantidad y rapida pérdida de viabilidad
de sus semillas ya que es un hibrido estricto, ademas provoca descendientes con
caracteristicas distintas del progenitor (Folgoso et al., 2007; Hernandez, 2004); y en cambio,
la reproduccién asexual por division genera una baja tasa de multiplicacion, de 1 a 8 plantulas
por afno (Hernandez, 2004), por lo cual, se requiere disponer de numerosas plantas madres.
Por lo expuesto, la propagacion convencional no permite una multiplicacién masiva por el
tiempo y el costo.

La propagacion clonal in vitro llega como una alternativa para cubrir las demandas a nivel
mundial, considerado como un método rapido y fiable, del cual se obtienen grandes
cantidades de plantas, a partir de tejidos, 6rganos provenientes de una planta madre (Prieto,
et al., 2005). Las ventajas de la propagacion in vitro son: altas tasas de multiplicacion en un
menor tiempo, espacios reducidos, produccién de plantas libres de plagas y enfermedades
(Mroginski y Roca, 1991; Lépez et al., 2013). Por lo general para la propagacién clonal de
anturios se usa la organogénesis a través de explantes foliares (Cardoso y Habermann, 2014).

Diversos estudios demuestran que el cultivo in vitro permite conseguir una multiplicacién
masiva de A. andreanum, asi, Montes, Morales y Bell (2004) reportaron 10 brotes adventicios
por explante en 3,8 meses usando como material de partida segmentos de hojas, de igual
manera, Winarto, Rajmawati y Teixeira (2011) consiguieron 9 brotes por explante en dos

meses. Asu vez, Prakasha, Ramya y Srinivasalu (2017) obtuvieron de 30 a 60 brotes/explante
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en dos meses. La presente investigacién tuvo como objetivo general evaluar el efecto de
cuatro combinaciones hormonales, dos concentraciones de medio de cultivo en la
micropropagacion in vitro de tres cultivares de Anthurium andreanum, con la finalidad de

obtener una alta tasa de generacion de brotes.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de cuatro combinaciones hormonales, dos concentraciones de medio de

cultivo en la micropropagacion in vitro de tres cultivares de Anthurium andreanum.

2.2 Objetivos especificos

o Establecer un protocolo de desinfeccion de los explantes de hoja para los tres
cultivares de Anthurium andreanum.
e Evaluar el nivel hormonal para la induccién de brotes a partir de callogénesis en los

tres cultivares de Anthurium andreanum.
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3. MARCO TEORICO

3.1 Género Anthurium

El género Anthurium es autéctono de los Andes de América Central y Sudamérica, que
tiene alrededor de 1500 especies tropicales (Farsi et al., 2012), el horticultor y paisajista
francés Edouard Francois André descubrié el Anthurium andreanum Linden ex André en una
expedicion realizada en el afo de 1876 en el sur de Colombia y norte de Ecuador (Puccio,

2008). La especie Anthurium andreanum se clasifica segun se muestra en la tabla 1:

Tabla 1

Taxonomia de la especie A. andreanum.

Reino Plantae

Division Magnoliophyta

Clase Liliopsida

Familia Araceae

Genero Anthurium

Especie Anthurium andreanum

Fuente: Salgado (2007).

3.2 Cultivares de Anthurium andreanum

Salgado (2007) menciona que existen los siguientes cultivares de A. andreanum:
Acropolis, Alii, Avanti Casino, Avoanneke, Avoclaudia, Avonette, Bettina, Blush Bride,
Blush Oishi, Champion, Cuba, Fantasia, Kalapana, Kozohara, Lavander Lady, Linden
ex André, Limbo, Lunette, Merengue, Marian Seefurth, Mickey Mouse, New Pahoa
Red, Nitta, Oshiro Red, Oshiro White, Ozaki, Paradise, Plew Thien Phuket, Rainbow,
Red Obake, Sarah, Schott, Scorpion, Sonata, Tatsata Pink, Tropical Mist, Tropical,
Uranus, Valantino. (p. 8)

3.3 Descripcion botanica

Posee raices robustas en forma de cilindro, hojas de tipo cordiforme con tallo caulinar y
sencillo de manera que cuando envejece pasa de herbaceo a semilefioso. La espata es
conocida como la flor del Anturio que basicamente es una hoja modificada (Folgoso et al.,
2007) con presencia de un espadice que se exhibe de diversos colores segun la especie o
hibrido, los colores mas frecuentes son verde, blanco y amarillo o son iguales a sus espatas,
el fruto es una baya que contiene entre una y dos semillas (Salgado, 2007). En la figura 1 se

presenta un esquema de las partes y desarrollo de Anthurium andreanum.



19

Figura 1 Partes y desarrollo vegetativo de A. andreanum

7 months

= 5 months

* 3 months :

Fuente: Anthura, (2024)

3.4 Habitat en que se desarrolla el Anthurium

La temperatura 6ptima para este cultivo es similar a la de un bosque tropical desde los 26
a 30°C y una humedad relativa desde 79 a 90% (Hernandez, 2004), es una especie de
sotobosque ya que la luz directa del sol ocasiona quemaduras en hojas y flores. Esta planta
requiere de suelo con buena aireacion y drenaje donde el pH 6ptimo es de 5,7 (Folgoso et al.,
2007; Hernandez, 2004).

3.5 Plagas y enfermedades

Las principales plagas que atacan al Anturio son: Trips, Mosca blanca y Acaros. Las
enfermedades fungicas mas comunes son ocasionadas por los géneros: Phytophtora,
Colletotrichum y Septoria (Bonilla, 1974; Folgoso et al., 2007); y las enfermedades bacterianas
son ocasionadas por: Xanthomonas campestis pv. dieffenbachiae, Erwinia carotovora; las

mismas que ocasionan diversos tipos de alteraciones al tejido vegetal (Folgoso et al., 2007).

3.6 Métodos de propagacion

3.6.1 Propagacion sexual

Es un método muy poco utilizado a nivel industrial por ser lento y poco beneficioso (Montes,

Morales, & Bell, 2004), la baja cantidad de semillas, la conservacion inadecuada y la rapida



20

pérdida de viabilidad dificulta el proceso germinativo de las mismas (Morales et al., 2014),
ademas, existe alta variabilidad genética (desarrollo y tiempo inicial de inflorescencia) en

plantas obtenidas a partir de semillas (Hernandez, 2004; Jahan et al., 2009).

3.6.2 Propagacioén asexual

Este método de propagacion que se realiza por medio de brotes, tallos, division de plantas
y acodos aéreos, esta forma de multiplicacion requiere de extensos periodos de tiempo y un
gran numero de plantas madres para la obtencion de material de siembra (Hernandez, 2004;
Cardoso & Habermann, 2014). Ademas, se cataloga como la principal fuente de dispersién de
plagas y enfermedades, esto debido a que los agentes fitopatdgenos aprovechan las heridas

que se ocasiona al extraer los propagulos para iniciar el proceso infectivo.

3.6.3 Propagacion in vitro

Llamada también cultivo in vitro es un proceso de multiplicacién asexual que consiste en
tomar una porcién del tejido u 6rgano vegetal, como hojas, tallos, raices, etc, de una planta
madre. Estos explantes se depositan en un medio de cultivo nutritivo estéril adicionado con
sacarosa, vitaminas, antioxidantes y biorreguladores de crecimiento, y almacenado en
condiciones ambientales controladas y asépticas (Mireles et al., 2015). El cultivo in vitro
requiere de cinco etapas bien definidas, las cuales son:

0. Seleccion de la planta madre
Establecimiento del cultivo
Multiplicacion

Enraizamiento

B nh =

Aclimatacion

3.6.3.1 Fase 0: Seleccion de la planta madre

Es un paso de suma importancia, en la cual se eligen plantas madres con caracteristicas
agrondmicas de interés. Trasladarlas a un invernadero con condiciones ambientales
controladas, y ademas garantizar que las plantas madres estén libres de plagas y

enfermedades para garantizar el éxito del cultivo in vitro (Suarez, 2020)

3.6.3.2 Fase 1: Establecimiento del cultivo

En esta fase el tejido vegetal debe pasar por un proceso de desinfeccion para controlar
asepsia del cultivo in vitro. Los agentes desinfectantes mas usados en la micropropagacion
son Etanol al 70%, Hipoclorito de sodio en diferentes concentraciones que van de 0,2 al 2% y
Cloruro de Mercurio de 0.01 al 0.05% (Levitus et al. 2010).
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3.6.3.3 Fase 2: Multiplicacion

Esta fase implica dos pasos, el primero tiene que ver con la supervivencia y desarrollo del
explante, se utiliza un medio de cultivo con bajas concentraciones de biorreguladores, para
garantizar una adecuada adaptacion del explante. En el segundo paso, se induce la formacion
de brotes, para ello, se usa un medio de cultivo con mayor concentracion de citoquininas y
menor nivel de auxinas (Suarez, 2020), con la finalidad de aumentar la tasa de multiplicacion
de brotes, subcultivando periddicamente mediante divisiones y resiembras, usando un medio

de cultivo de multiplicacion (Indacochea y Parrales, 2017).

3.6.3.4 Fase 3: Enraizamiento

Esta fase consiste en inducir raices en los nuevos individuos, los brotes conseguidos en la
fase de multiplicacion son llevados a un medio suplementado con altas concentraciones de
auxina o sin biorreguladores, segun el requerimiento de la especie (Indacochea y Parrales,
2017). Esta parte es muy importante en el cultivo in vitro ya que de esta dependera el

porcentaje de sobrevivencia en la aclimatizacién y campo (Fernandez et al., 2015).

3.6.3.5 Fase 4: Aclimatizacion

Las plantulas obtenidas a nivel in vitro presentan anormalidades morfologicas y fisioldgicas,
mismas que deberan corregir cuando sean llevadas a un medio externo. Este periodo de
acondicionamiento es llamado fase de aclimatizacion, siendo necesario un control preciso de
las condiciones ambientales tales como: humedad relativa, temperatura e intensidad luminica,
para reducir la deshidratacion, estimular la regulacion estomatica y la fotosintesis, y asi
obtener un rapido crecimiento y desarrollo de la plantula (Castillo y Abdelnour, 2010);
(Mroginskiy Roca, 2010). En esta fase se debe trabajar con sustratos de caracteristicas fisicas

optimas.

3.7 Explante

Se considera como explante a un pequefo fragmento proveniente del tejido u 6rgano
vegetal extraido de una planta madre, las partes mas usadas para el cultivo in vitro son apices,
meristemas caulinares, hojas, entrenudos, cotiledones, raices, anteras. Todos los explantes,
sufren desdiferenciacién y diferenciacion de tejidos conocido como respuesta morfogénica
provocando la formacién de una nueva planta (Mroginski y Roca, 1991). Este fendmeno se da
gracias a las células totipotentes, definida como la capacidad que tiene cualquier célula
vegetal para dar origen a nuevos tejidos, hasta obtener una planta completa genéticamente

idéntica a su progenitor (Torres et al., 2021).
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3.8 Protocolo de desinfeccion

Segun Pierik (1997), hay cuatro fuentes de contaminacion: la especie tratada, el medio de
cultivo, el ambiente y el operante. El factor mas importante es el material vegetal, donde los
explantes deben esterilizarse antes de ser colocados en el medio de cultivo. Todo material a
usar en el cultivo in vitro, de igual manera debe desinfectarse con el fin de evitar contaminacién
endogena y exogena de los explantes.

Los principales microorganismos que se presentan en el cultivo in vitro principalmente son:
bacterias, hongos y levaduras. Los géneros de bacterias que se encuentran son:
Acinetobacter, Agrobacterium, Bacillus, Corynebacterium, Erwinia, Enterobacter,
Lactobacillus Pseudomonas, Staphyllococcus y Xantomona y los hongos mas frecuentes son:
Aspergillus, Candida, Cladosporium, Penicillium y Scacharomyces (Sharry et al., 2015).

Los agentes desinfectantes frecuentemente usados en el cultivo de tejidos vegetales son:
Etanol al 70%, esta solucién no elimina todos los microrganismos contaminantes, por ello, se
usa Hipoclorito de Sodio (NaClO) en diversas concentraciones. Pierik (1997) realizé un
tratamiento de esterilizacion en el cultivo in vitro de A. andreanum a partir de hojas
desinfectando con NaClO al 1% por 30 minutos. En la Tabla 2 se muestran algunas soluciones
desinfectantes y protocolos usados en diferentes explantes provenientes de diferentes tejidos

u 6rganos de A. andreanum.

3.9 Condiciones ambientales

Hay que tener en cuenta ciertos parametros para la incubacién de los cultivos in vitro, como:
temperatura, cantidad y calidad de la luz y fotoperiodo. Diversos estudios realizados en A.
andreanum usaron condiciones ambientales relativamente iguales, en cuanto a temperatura
de 25 * 2°C, una densidad luminica de 13 a 23 pylmol/m?/s y un fotoperiodo de 12 h luz/12 h
oscuridad (Huang et al., 2019; Ya-Ling et al., 2020; Zhang et al., 2021).

3.10 Medio de cultivo y sus componentes

Es una solucion que contiene sales inorganicas y compuestos organicos necesarios para
la nutricion y la regeneracion de la especie cultivada in vitro. El medio de cultivo por lo general
esta conformado por macronutrientes, micronutrientes, vitaminas y aminoacidos (; Pizarro,
2012; Sharry, et al., 2015; Levitus, et al., 2021).

3.10.1 Macronutrientes y micronutrientes

Se los denomina también nutrientes minerales, los mismos que requieren de una forma
continua. Los mas importantes macronutrientes son: el nitrégeno y potasio destacan por su

mayor concentracién en el medio de cultivo (Levitus, et al. 2010), el magnesio, azufre y fésforo
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en menor dosificacién. Los micronutrientes son requeridos en pequefas cantidades como:
boro, manganeso, hierro, zinc, cobre, molibdeno y cobalto (Saran y Kumar, 2013) necesarios

para la sintesis de clorofila y la funcién de cloroplastos.

Tabla 2
Soluciones desinfectantes usadas por diferentes autores en la micropropagacion de A.

andreanum con el uso de diversos explantes

Partes Soluciones desinfectantes Autor

Hojas, peciolos, NaClO al 1% (adicionando dos gotas de Tween 20) por Finni
innie y

espata, espadice 30 min, lavado por 3 veces en periodos de 30 min en
Staden, 1986

y raices agua destilada estéril (ADE).
Gantait,
Detergente Teopol, solucién antifungica Cetrimide por 5 Mandal
andal,
Yemas apicales min, NaClO por 5 minutos, Cloruro Mercurico por 5 miny
Bhattacharyya,
lavado con ADE por 4 a 5 veces.
y Das, 2008
o NaClO al 1% por 10 min, NaClO al 2% por 5 min, etanol Winarto y
Espadices _
al 80% por 30 s y lavado 5 veces con ADE. Texerira, 2012
Mireles et al,,
Semillas Cloro comercial al 20% por 20 min, 3 lavados con ADE.

2015

3.10.2 Vitaminas

Las plantas completas compensan ellas mismas sus vitaminas, al existir una ausencia
dentro de las plantas que son cultivadas in vitro, se adiciona conforme a las necesidades de
la especie a cultivar para un correcto crecimiento y desarrollo del material vegetal. Las
vitaminas que se usan mayoritariamente en los cultivos in vitro son: Tiamina, Niacina,

piridoxina-HCI, Vitamina H, Folacina, Vitamina B5 y Vitamina B2. (Sharry et al., 2015)

3.10.3 Azucares

Las especies cultivadas in vitro entran en una fase heterotréfica por lo que necesitan
carbohidratos para cumplir sus diversas actividades metabdlicas, la sucrosa es la principal
fuente de carbono y se usa en concentraciones que va del 2 al 5% dependiendo de la planta
a cultivar (Mroginski y Roca, 1991; Levitus et al. 2010; Suarez, 2020).
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3.10.4 Agentes gelificantes

Dan consistencia y estabilidad al explante, los agentes gelificantes mas usados son agar-
agar y Phytagel, los cuales se disuelven en agua a punto de ebullicién y solidifican alrededor
de los 45° C (Prieto et al. 2005).

3.10.5 Agua

El agua constituye el 95% del medio de cultivo, sirve como disolvente para los solutos que
son incorporados al medio nutritivo (Suarez, 2020), siendo obligatorio el uso de agua destilada
y estéril, la cual esta libre de electrolitos, compuestos inorganicos, microbios y otros elementos

contaminantes (Fundacion Aquae, 2020).

3.11 El pH

El pH genérico con el que se trabaja en el cultivo in vitro de especies vegetales es de 5.8
+0.2, ajustado con disoluciones de Acido Clorhidrico (HCI) e Hidréxido de Sodio (NaOH) antes
de colocar el gelificante (Te-chato et al., 2006; Ramirez et al., 2019; Huang, Yuan, & Chen,
2019), este nivel de pH permite la correcta absorcién de nutrientes y biorreguladores, asi como

la correcta solidificacion del medio de cultivo (Sharry et al., 2015).

3.12 Reguladores de crecimiento (RC)

Son sustancias organicas naturales (hormonas) o sintéticas (biorreguladores), que regulan
el crecimiento y desarrollo de las plantas, son efectivos a muy bajas concentraciones. El
material vegetal in vitro no tiene la capacidad para producir estas hormonas para el desarrollo
de sus procesos metabdlicos, por lo cual es necesario la adicion de los compuestos sintéticos
(Suarez, 2020). Los RC se dividen en auxinas, citoquininas, giberelinas, acido abscisico, el

etileno, entre otros.

3.12.1 Auxinas

Grupo de fitohormonas que se encargan de controlar el crecimiento y desarrollo de las
plantas, las auxinas tienen la capacidad de incitar un agrandamiento y alargamiento, aunque
existen reportes donde indican que favorecen la division celular en el cultivo in vitro (Mroginski
y Roca, 1991). Las auxinas sintéticas ampliamente utilizadas son: Acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2-4D), Acido naftalenacético (ANA), Acido indolbutirico (IBA) (Mroginski
y Roca, 1991; Cruz Pizarro, 2012).

El biorregulador 2-4D es una auxina ampliamente usada para inducir la desdiferenciacion
de tejidos y formaciéon de embriones somaticos (Rivero, et al. 2008). En cambio, las auxinas

sintéticas ANA e IBA son utilizadas para inducir dominancia apical, la diferenciacién vascular
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y el desarrollo de raices, ANA se suele usar en dosis de 1 a 10mg/ L™ (Perea et al., 2009;
Mroginski y Roca, 1991.

El Acido indolacético (AIA) es la hormona mas importante de origen vegetal (Vega, et al.
2016), se sintetiza partiendo del aminoacido triptéfano en el apice de tallos, semillas en
germinacion y en células meristematicas (Mroginski y Roca, 1991), esta hormona impulsa la
elongacioén de brotes y raices a través de un acelerado estimulo de los elementos de la pared

celular (Jiménez et al., 2019).

3.12.2 Citoquininas

Este grupo de hormonas impulsan la divisiéon celular, incitan la proliferacion de brotes
adventicios y yemas laterales e impiden la formacién de raices (Perea et al., 2009). Las mas
usadas en el cultivo in vitro son: Kinetina (KIN), 6 Bencilaminopurina (BAP), Zeatina (ZEA) y
Thidiazuron (TDZ) (Mroginski y Roca, 1991; Perea et al. 2009).

BAP es una de las mas empleadas en el cultivo in vitro, por su capacidad en la induccion
de yemas axilares (Mesa et al., 2002); Kinetina, incita la generaciéon de brotes adventicios,
inhibe la generacion de raices y retrasa el envejecimiento, pero requiere de un correcto
balance hormonal en el medio dosificada de 1 a 10 mg/L (Castafieda et al. 2009).

La TDZ, esta valorada como una potente hormona en comparacion a las otras, ya que en
bajas dosificaciones inducen la proliferacion de brotes axilares y en altas dosificaciones

impulsa la generacion de callo y embriones soméaticos (Sajid y Adtab, 2009)

3.12.3 Giberelinas

Son terpenos que se sintetizan en todos los tejidos de los diferentes 6rganos, promueven
la division y elongacién celular (Perea et al., 2009). Existen alrededor de 90 compuestos
parecidos, pero el Acido Giberélico (GA3) es el mas usado en el cultivo in vitro, ya que impulsa
la prolongacion de tallos conseguidos propagados in vitro y evolucion de embriones somaticos

en especies (Suarez, 2020).

3.13 Antioxidantes

Los antioxidantes son compuestos naturales o sintéticos que se encargan de estabilizar o
reducir la oxidacion (Perea et al., 2009), es muy comun el pardeamiento en material
procedente de plantas lefiosas, esto debido a que sintetizan grandes cantidades de lignina y
los compuestos fendlicos son la base de ellos, lo que provoca una muerte celular y necrosis
de los explantes (Mroginski & Roca, 1991; Prieto, et al. 2005).

Los productos que usan con mayor frecuencia son polivinilpirrolidona (PVP) en pesos

moleculares de 360 o 6755, L-Cisteina, acido ascorbico y carbén activado.
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3.14 Medios de cultivo usados en la micropropagacion in vitro

3.14.1 Medio de cultivo Murashige y Skoog (MS)

El medio MS, es el mas usado en todo el mundo para la micropropagacion de plantas y
tejidos vegetales in vitro por su alto contenido en sales (Suarez, 2020). En el anexo A (tabla
A1), se detalla los componentes del MS con vitaminas de Gamborg B5 el mismo que contiene
micronutrientes, macronutrientes (1962) y vitaminas B5 (1968) descritas por Gamborg
(PhytoTech Labs, 2014).

3.14.2 Medio de cultivo Nitsch y Nitsch (NN)

Este medio de cultivo se volvié popular para el cultivo haploide de ciertas especies de
plantas (PhytoTech Labs, 2023), posee un bajo contenido de sales en comparacién al medio

de cultivo MS (EcuRed, 2023). En el anexo A, tabla A2, se detalla la formulacion del medio.

3.15 Métodos de micropropagacion de plantas

La propagacion clonal se fundamenta en base a la especie a micropropagar, el explante
usado, estado de la planta madre y el tipo de medio de cultivo usado (Perea, et al. 2009). En
la figura 2 muestra algunos métodos de micropropagacion como la organogénesis y

embriogénesis tanto directa como indirecta.

3.15.1 Cultivo de meristemos

Tejido de las plantas que poseen células jovenes y totipotenciales capaces de multiplicarse
continuamente; donde el tamafio del meristemo aislado debe tener una dimensién de 0.05mm-
0.2mm de diametro. Estos tejidos carecen de vias vasculares al estar ubicados en el apice
del tallo, por ende, carecen de presencia de fitopatdogenos, lo que permite lograr la obtencion
de plantulas libres de virus (Perea et al. 2009; Solis et al., 2011).

Este tipo de tejidos se clasifican en: meristemos primarios y secundarios, el primero se
ubica en los apices de brotes y raices, y son los que generan desarrollo del largo de la planta.
Dentro de este grupo se encuentran los caulinares, ubicadas en el polo apical, los meristemos
radicales, se encuentran en el polo basal del embridn y daran lugar a la raiz y los intercalares
gue se encuentran en la base de los entrenudos (Perea et al., 2009).

Los meristemos secundarios: encargados del crecimiento en volumen del tallo, se divide
en el cambium vascular que es el desarrollo del espesor de los tejidos vasculares y cambium

suberoso que agranda la corteza originando el peridermis (Perea et al., 2009).
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Figura 2 Diversos procesos de micropropagacion in vitro de plantas
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Nota. En la grafica se visualiza procesos morfogénicos como la organogénesis y
embriogénesis tanto directa como indirecta. Fuente: Alchimia (2021).

3.15.2 Organogénesis

Es un método eficiente para la encapsulacion, crioconservacion, micropropagacion y

multiplicacion masiva de especies, que se obtiene de segmentos provenientes de cualquier
organo de la planta (Bustamante et al., 2022).

3.15.2.1 Organogénesis directa

Basado en la formacion de 6rganos a partir de un explante donde los brotes se producen
a partir de meristemos caulinares, sin la presencia intermedia de células desdiferenciadas
(callo). Los explantes que responden adecuadamente a esta técnica deben poseer un alto
nivel de juvenilidad y bajo grado de diferenciacion. Los explantes al introducirse en el medio
de cultivo nutritivo enriquecido con citoquininas, responden con la formacion de meristemoides

de los cuales se desarrollan los nuevos brotes adventicios (Mroginski y Roca, 1991, Suarez,
2020).
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3.15.2.2 Organogénesis indirecta

Se da a partir de la formacion del callo en el explante, la micropropagacion por esta via
presenta variabilidad genética, definida como la presencia o ausencia de caracteristicas
deseables o no de la planta micropropagada (Perea et al. 2009; Rodriguez et al. 2014). Para
promover el crecimiento de callo en los explantes, es imprescindible la adicion de una
combinacion hormonal de citoquininas y auxinas en el medio de cultivo (Mroginski y Roca,
1991).

3.15.3 Embriogénesis somatica

Consiste en la formacion de un embrién somatico a partir de una célula somatica, puede
ocurrir en una ambiente in situ e in vitro, ocurriendo las mismas fases de una reproduccion
sexual (Prieto et al. 2005). Hay dos tipos de embriogénesis: la directa, los embriones se
manifiestan en el explante, y la indirecta que se originan a partir de una interrupcion de células

embriogénicas o de un callo (Sharry et al., 2015).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Localizacion del ensayo

La investigacion se realizé en el Centro de Investigacion, Innovacién y Transferencia de
Tecnologia (CIITT) perteneciente a la Universidad Catdlica de Cuenca en el laboratorio de

Ecologia Microbiana y Principios Activos.

4.2 Materiales

4.2.1 Material biolégico

Las plantas madres de A. andreanum usadas fueron diez por cultivar, las mismas que
fueron colocados bajo cubierta para su cuidado antes de la introduccion al cultivo in vitro.

El material bioldgico fue tratado con un pesticida sistémico Kasumin (Kasugamicina)+
Dovex (Propamocarb hydrochloride) 15 dias antes de la introduccion in vitro, con la finalidad
de eliminar microorganismos enddfitos que dificulten su introduccion, en la figura 3 se muestra

el estado fitosanitario de los tres cultivares de A. andreanum.

4.2.2 Utensilios

En la Tabla 3 se detallan los utensilios usados en la desinfeccion y siembra de los explantes

foliares de A. andreanum cv. Blanco, Rosa y Naranja.

Tabla 3

Utensilios usados en el trabajo

Material Cantidad
Envases de vidrio 150 u
Vasos de precipitado 6u
Mascarillas 10u
Guantes de caucho 20u

Papel Kraft 1 paquete
Vidrio rectangular de 50*30 cm Tu
Pinzas 2u

Bisturies 2u
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Figura 3 Cultivares de Anthurium andreanum usados para la micropropagacion in vitro

Nota.
a) A. andreanum cv. Blanco.
b) A. andreanum cv. Rosa.

c) A. andreanum cv. Naranja.

4.2.3 Equipos

En la Tabla 4 se detalla los equipos usados en la micropropagacion in vitro de A. andreanum

cv. Blanco, Rosa y Naranja.

Tabla 4

Equipos usados para la micropropagacion de los tres cultivares de A. andreanum

Equipo

Cabina de flujo laminar
Autoclave

Agitador magnético
Micropipetas

pHmetro

Balanza analitica
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4.2.4 Reactivos

En la Tabla 5 se expone los reactivos manipulados en la micropropagacion in vitro de los

tres cultivares de A. andreanum.

Tabla 5
Lista de reactivos usados en la micropropagacion in vitro de tres cultivares de A. andreanum

(Blanco, Rosa y Naranja).

Reactivos Concentracion Casa comercial
Medio basal Murashige and Skoog

50 y 100% PhytoTech Labs

(MS) con vitaminas de Gamborg B5

N-6 Bencilaminopurina (BAP) 95% Sigma-Aldrich
Kinetina (KIN) 95% Sigma-Aldrich
Thidiazuron (TDZ) 95% Sigma-Aldrich
Acido Indolbutirico (IBA) 95% Sigma-Aldrich
Acido Naftalenacético (ANA) 95% Sigma-Aldrich
2,4 clorofenoxiacético (2-4D) 95% Sigma-Aldrich
Agua + jabén 1% viv
Tween 20 1% viv Sigma-Aldrich
Etanol 70 % viv
NaCIlO 5 % viv Cloro comercial

4.3 Métodos

El proceso experimental cuenta con dos objetivos especificos. El primero, establecer un
protocolo de desinfeccion para los tres cultivares de A. andreanum. Para ello, se probaron dos
variables independientes (protocolos de desinfeccion y tres cultivares) y dependientes
(porcentaje de contaminacion y porcentaje de pardeamiento). Para la fase experimental, se
utilizé un disefo factorial 2x3, con un esquema de aleatorizacion completamente al azar con
3 repeticiones. La unidad experimental consistio en 5 frascos con 20 ml de medio de cultivo y
2 explantes.

El segundo, evaluar el nivel hormonal para la induccién de brotes a partir de callogénesis
en los 3 cultivares de Anthurium andreanum. Para dar cumplimiento a este objetivo se
probaron dos variables independientes (combinacion hormonal y 3 cultivares) y dos
dependientes (formacion de callo y numero de brotes). Se trabajé con un disefio factorial 5x3
con un esquema de aleatorizacion completamente al azar con 3 repeticiones. La unidad

experimental consistio en 3 frascos con 20 ml de medio de cultivo y 2 explantes.
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4.4. Fase experimental para el objetivo 1

4.4.1. Fase de campo

Para la introduccion in vitro de los tres cultivares de A. andreanum se recolectaron hojas
joévenes brillantes y sanas proveniente de plantas madres de 1 afo de edad aproximadamente,
mismas que tenian una longitud de 5 a 10 cm, de acuerdo a las recomendaciones de Pierik
(1997), como se muestra en la figura 4. La recoleccion del material vegetal se realiz6 en horas

de la mafana.

4.4.2 Fase de laboratorio

El material vegetal recolectado se traslad6 al laboratorio de Ecologia Microbiana vy
Principios Activos de la Universidad Catélica de Cuenca, alli se procedioé a cortar las hojas en
fragmentos de 3 a 5 cm dependiendo del tamafio de la hoja, para facilitar la manipulacion.
Posteriormente, las fracciones de hoja fueron lavados con agua, jabdn liquido y abundante
agua corriente para eliminar cualquier tipo de impureza externa. A continuacion, los pedazos
de hojas se depositaron en un vaso de precipitado, adicionando 5 gotas de Tween 20 en 500
ml de agua de la llave y colocado en un agitador por 20 min, transcurrido ese periodo de
tiempo se lavd con agua corriente de la llave y se llevé a camara de flujo laminar, para
desarrollar el tratamiento de desinfeccidén uno, que trataba en sumergir los fragmentos de
hojas en etanol al 70% por 30 segundos, lavado con agua destila estéril (ADE) por 3 veces,
inmersion en NaClO al 0.5% por 15 min y lavado con ADE por 3 veces.

En cambio, para el protocolo de desinfeccion dos, los fragmentos de hojas se sumergieron
en etanol al 70% por 1 minuto, se lavé con ADE por 3 veces. Posteriormente, se sumergio en
NaClO al 1% por 15 minutos, lavado con ADE por 3 veces y se introdujo por segunda vez en

NaClO al 0.5% por 5 minutos y se lavé con ADE por 3 veces (ver figura 5).

4.4.3 Tratamientos evaluados en el primer objetivo

En la Tabla 6, se resume los tratamientos usados en la desinfeccion de hojas de A. andreanum
cv. Blanco, Rosa y Naranja.



Tabla 6

Protocolos evaluados en la desinfeccion de los fragmentos de hoja proveniente de tres
cultivares A. andreanum

Tratamientos Solucién desinfectante Tiempo de inmersién
Protocolo de Etanol al 70% 30s
desinfeccién 1 Hipoclorito de sodio al 0.5% 15 min
Protocolo de E’Fanol 7.0% . ! min.
desinfeccion 2 Hipoclorito de Sodio al 1% 15 min
Hipoclorito de Sodio al 0.5% 5 min

Figura 4 Caracteristicas del material vegetal utilizado en la micropropagacion in vitro de los

tres cultivares de A. andreanum.

Nota.
(a) Hoja de cultivar Rosa

(b)Cv. Naranja

(c)Cv. Blanco

(d)Planta madre de 1 afio de edad
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4.4.4 Variables a medir en el primer objetivo

4.4.4.1 Porcentaje de contaminacion a los 5, 15 y 30 dias después de la siembra
(DDS)

Se determiné la presencia o ausencia de microorganismos sobre el medio y/o explante, a
través de la observacion, donde se contabilizaron los envases contaminados por cada ensayo
como muestra la figura 6.

Figura 5 Desarrollo de los protocolos de desinfeccidén de los explantes provenientes de hoja
de A. andreanum
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4.4.4.2 Porcentaje de pardeamiento a los 5, 15y 30 DDS

Se evaluaron los explantes que presentaron oxidacion, los cuales se calificaron de acuerdo

a la escala porcentual que se muestra en la figura 7.
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Figura 6 Presencia de microorganismos contaminantes encontrados en los diferentes
ensayos

b)

Nota.

a) Contaminacion por hongos.

b) Contaminacion por bacterias

¢) contaminacion por levaduras en el
medio de cultivo y explantes
sembrados

4.5. Fase experimental para el objetivo dos

Dentro de la camara de flujo laminar se procedié a sacar explantes de hoja de los tres
cultivares de A. andreanum de 1cm?y fueron colocados de manera horizontal en contacto con
el medio de cultivo MS al 50 y 100%, suplementado con las combinaciones de biorreguladores

evaluadas.

4.5.1 Medio de cultivo

Se utilizé el MS modificado con las vitaminas de Gamborg B5 al 50 y 100%, suplementado
con PVP a 500 ppm, se ajusto el pH a 5,8+ 0,2 y se esterilizé en autoclave a 121°C y 1.2 kg

cm? de presién, durante 15 minutos.
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Figura 7 Escala porcentual del nivel de pardeamiento u oxidacion exhibida en los explantes
de ho

B

Nota. (a) Explante con ausencia de pardeamiento
equivalente al 0%. (b) Presencia de pardeamiento
equivalente al 25%. (c) 50% de pardeamiento. (d)
Pardeamiento del 75% (e) Oscurecimiento
completo del explante, equivalente al 100%.

4.5.2 Tratamientos

Se probaron cuatro combinaciones hormonales en la induccidon de callo y formacién de
brotes (Ver tabla 7).

4.5.3 Variables a medir

4.5.3.1 Formacion de callo

Se evaludé la formacion del callo alrededor del explante a los 75 DDS. Se estimé que cada
lado del explante represente el 25% vy si el callo esta presente en los cuatro lados se considerd

el 100%, como muestra la figura 8.



Tabla7

Combinaciones hormonales usadas en el trabajo

Tratamiento

Citoquinina + Auxina

Concentracion

(mgll)
T1 BAP + IBA 50+0,5
T2 KIN + ANA 20+1,0
T3 TDZ +2-4D 0,5+0,2
T4 BAP +2-4D 0,5+0,2

T5 (testigo)

Figura 8 Escala de formacioén de callo alrededor del explante de hoja de A. andreanum.

c)

Nota. a) Presencia de callo en un solo lado del explante, representa el 25%. (b)
presencia de callos en dos lados del explante, representa el 50%. (c) Si el callo esta
presente en los cuatro lados, representa un 100% de presencia de callo.

Grado del callo
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Se evalud ademas el grado de callo generado en los tres cultivares de A. andreanum y en

cada uno de los tratamientos a los 90 DDS, Se categoriz6 en tres escalas, grado uno (G1),

dos (G2) y tres (G3). Como se describe en la figura 9.
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Figura 9 Categorizacion del callo en los explantes

-

2

a) b) c)
Nota. (a) G1, callo de grosor pequefio. (b) G2, callo de grosor mediano. (c) G3, callo

grueso

4.5.3.2 Formacion de brotes

Se contd el numero de brotes formados en los tres cultivares de Anturio y en cada

tratamiento evaluado. Se consider6 como brote a cada ramificacion mayor a 5 mm.

4.5.4 Condiciones ambientales

Los explantes se sembraron en las concentraciones de medio de cultivos establecidas en los
tratamientos establecidos y se colocaron en condiciones de obscuridad a 24 + 2 °C durante
60 dias. Transcurrido este periodo de tiempo se llevé a la luz con un fotoperiodo de 16 horas

luz manteniendo la misma temperatura.

4.5.5 Analisis estadistico

Los datos de la presente investigacion se analizaron con el software estadisticoR, V. 4.1.4.
Para los datos experimentales de los Objetivos especificos uno y dos se ajusté un modelo
factorial. Los supuestos de normal y la homogeneidad de varianza se analizaron con las
pruebas de Shapiro-Wilk y Levene, respectivamente. La comparacion entre tratamientos se
realizé con la prueba de la Diferencia Minima Significativa (LSD) con correccion de Holm para
corregir multiplicidad dentro de cada familia de comparaciones. Todas las pruebas se

estimaron a un nivel de significacion del 5%.
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5. RESULTADOS

5.1 Porcentaje de Contaminacion

Los datos de la variable porcentaje de contaminacion tomados a los 5, 15 y 30 DDS no
presentaron desviaciones severas de los supuestos de normalidad (hormalidad p = 0.27 y

homogeneidad de varianza p = 0.31).

5.1.1 Porcentaje de contaminacioén a los 5 DDS

El ANOVA (Anexo B, tabla B1) present6 diferencia estadistica significativa Unicamente para
el primer factor evaluado Protocolo de Desinfeccion (p = 0.0046) y no evidencié diferencia
significativa para el segundo factor en estudio Cultivares de Anturio, asi como para su
interaccion de primer orden entre Protocolos de Desinfeccion y Cultivares. Por lo tanto, se
analizo el efecto principal del factor Protocolo de Desinfeccion.

El Protocolo de Desinfeccion dos difirié estadisticamente del uno al ser evaluado en los
tres cultivares de Anturio, evidenciando el menor porcentaje de contaminacién 0,44% en

comparacion con el uno que alcanzé un promedio mayor de 6, 57% (Figura 10).

Figura 10 Efecto principal de dos Protocolos de Desinfeccion sobre la variable de respuesta
porcentaje de contaminacién de explantes de hojas de tres cultivares de A. andreanum, a
los 5 DDS usando medio de cultivo semisdlido.
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5.1.2 Porcentaje de contaminacién a los 15 DDS

El ANOVA (Anexo B, tabla B2) realizado para el porcentaje de contaminacion a los 15 DDS
no evidencié diferencia significativa para la interaccion de primer orden entre Protocolo de
Desinfeccién y Cultivares de Anturio, asi como para el efecto principal del factor Cultivares.
Sin embargo, si mostré diferencia estadistica significativa para el efecto principal del factor
Protocolo de Desinfeccion (p = 0.0026), por lo tanto, se analizé el efecto promedio de este
factor, en los tres cultivares en estudio.

El Protocolo de Desinfeccion dos mostrd el menor porcentaje de contaminacion 0,44% a los
15 DDS, difiriendo estadisticamente del protocolo uno quien evidencié una mayor
contaminacion del 14, 4% (Figura 11).

Figura 11 Efecto principal de dos Protocolos de Desinfeccion sobre la variable de respuesta
porcentaje de contaminacién de explantes de hojas de tres cultivares de A. andreanum,
evaluado a los 15 DDS usando medio de cultivo semisélido
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5.1.3 Porcentaje de contaminacién a los 30 DDS

El ANOVA (Anexo B, tabla B3) realizado a los 30 DDS, no mostrd diferencia significativa
para la interaccion de primer orden, entre los factores Protocolo de Desinfeccion y Cultivares
de Anturio, asi como para el efecto principal del segundo factor Cultivares. Evidenciando
Unicamente diferencia estadistica significativa para el efecto principal del factor Protocolo de
desinfeccion (p = 0.0026), por lo tanto, se analizé el efecto promedio de este factor en estudio.

El Protocolo de Desinfeccion dos evidencié el menor promedio de contaminacion 0,44 % a
los 30 DDS, en comparacion con el Protocolo uno que alcanzé un 20,04% (Figura 12). Lo que
indica que el Protocolo dos fue el mejor tratamiento para la eliminacién de agentes

contaminantes de los explantes de hojas de Anturio.
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Figura 12 Efecto principal de dos Protocolos de Desinfeccion sobre la variable de respuesta
porcentaje de contaminacion de explantes de hojas de tres cultivares de A. andreanum,
evaluado a los 30 DDS usando medio de cultivo semisolido.
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5.2 Porcentaje de pardeamiento

Los datos de la variable de respuesta porcentaje de pardeamiento de los explantes de las
hojas de Anturio tomado a los 5, 15 y 30 DDS no presentaron desviaciones graves de los
supuestos de normalidad (normalidad p =0.03 alos 5 DDS; p=0.6 alos 15 DDS; p=0.7 a
los 30 DDS y homogeneidad de varianza p = 0.78).

5.2.1 Pardeamiento a los 5 DDS

El ANOVA (Anexo B, tabla B4) realizado para la variable porcentaje de pardeamiento a los 5
DDS, no mostro diferencia significativa para la interaccién de primer orden entre los factores
Protocolo de Desinfeccion y Cultivares de Anturio, asi como para el efecto principal del factor
Cultivares. Evidenciando Unicamente diferencia estadistica significativa para el efecto
principal del factor Protocolo de desinfeccion (p = 4.75e-10), por lo tanto, se analizo el efecto
promedio de este factor en estudio.

El Protocolo de Desinfeccion uno difirid estadisticamente del dos en los tres cultivares de
A. andreanum. El Protocolo uno evidencié el menor porcentaje de pardeamiento con 13,33%
en comparacion con el dos que alcanzé un 90,77% de pardeamiento de los explantes a los 5
DDS (Figura 13).
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Figura 13 Efecto principal o promedio de dos Protocolos de Desinfeccion en el porcentaje
de pardeamiento de explantes de hojas de tres cultivares de A. andreanum a los 5 DDS en
medio de cultivo semisdlido.

Porcentaje de Pardeamiento %

Protocolos de Desinfeccion

5.2.2 Pardeamiento a los 15 DDS

El ANOVA (Anexo B, tabla B5), realizado para la variable porcentaje de pardeamiento a los
15 DDS, mostré diferencia estadistica significativa solamente para el factor evaluado
Protocolo de desinfeccion (p = 1.59e-11) y no evidencié diferencia significativa para la
interaccion de primer orden entre Protocolo de desinfeccion y Cultivares de Anturio, asi como
para el efecto principal del segundo factor Cultivares de Anturio. Por lo tanto, se analizé
efectos promedios del factor Protocolo de desinfeccion.

Transcurrido los 15 DDS de los explantes de las hojas de Anturio en medio de cultivo
semisolido, el Protocolo de Desinfeccion uno difirid del Protocolo dos al mostrar el menor
porcentaje de pardeamiento 18,46% en comparacion con el 96,77% alcanzado con el

Protocolo de Desinfeccion dos (Figura 14).

5.2.3 Pardeamiento de los explantes a los 30 DDS

El ANOVA (Anexo B, tabla B6) realizado para la variable de respuesta porcentaje de
pardeamiento a los 30 DDS, no mostré diferencia significativa para la interaccion de primer
orden entre los factores Protocolo de Desinfeccion y Cultivares de Anturio, asi como para el
efecto principal del segundo factor Cultivares de Anturio. Evidenciando Unicamente diferencia
estadistica significativa para el efecto principal del factor Protocolo de desinfeccion (p =5.77e-
10), por lo tanto, se analizo el efecto promedio de este factor en estudio.

El Protocolo de Desinfeccién uno difirié estadisticamente del protocolo de desinfeccion dos

en los tres cultivares de Anturio, el Protocolo uno evidencié el menor porcentaje de
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pardeamiento 36,33% en comparacion con el Protocolo dos que alcanzé el 97,11% (Figura

15).

Figura 14 Efecto principal o promedio de dos Protocolos de Desinfeccion en el porcentaje

de pardeamiento de explantes de hojas de tres cultivares de A. andreanum a los 15 DDS en
medio de cultivo semisolido.
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Figura 15 Efecto principal o promedio de dos Protocolos de Desinfeccion en el porcentaje
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5.3 Medio de cultivo al 100%

Dado que los tratamientos con el medio de cultivo (MS) que contenia los minerales al 100%
no indujo respuesta diferente a valores cero para cada uno de las variables a medir, por tal

razdn no se muestra resultados ni analisis estadistico, como se muestra en la figura 16.

Figura 16 Explantes muertos en el medio de cultivo MS al 100%

Nota. Presencia de pardeamiento y posterior muerte en los explantes de segmentos de
hojas de A. andreanum con el uso de MS al 100%.

5.4 Medio de cultivo al 50%

El medio de cultivo a la mitad de las sales del MS mostré6 ser adecuado para la
micropropagacion de A. andreanum cv. Blanco, Rosa y Naranja, por ello las variables de

respuesta a continuacion presentadas se obtuvieron utilizando medio de cultivo MS al 50%.

5.5 Formacion de Callo

Los datos registrados para la variable de respuesta formacion de callo no presentaron
desviaciones severas de los supuestos de normalidad (hormalidad p= 0.02 y homogeneidad
de varianza p = 0.24). Las medias registradas del tratamiento control no se tomaron en cuenta
para el analisis estadistico, debido a que no indujo formacién de callo en ninguna de los tres
cultivares de Anturio (cumpliendo su funcion de control negativo). EI ANOVA (Anexo B, tabla
B7) realizado para la variable formacion de callo, exhibié diferencia estadistica altamente
significativa para la interaccion de primer orden, entre tratamientos (Concentraciones de
biorreguladores de crecimiento y Cultivares de Anturio), (p = 2.32e-13), por lo tanto, se analizd
el efecto simple de cada uno de los factores en estudio.

Los Cultivares de A. andreanum Rosa y Naranja presentaron mayor porcentaje de
formacion de callo con el tratamiento tres, alcanzando promedios del 90 y 88.3%
respectivamente, no evidenciando diferencia estadistica significativa entre los dos cultivares

como se muestra en la figura 17, pero, si difirieron del cultivar Blanco, que reporté el menor
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promedio de formacién de callo 2.5% con este tratamiento. Una tendencia similar se observo
con el tratamiento cuatro, que indujo formacion de callo en los cultivares de A. andreanum
Rosa y Naranja, en un 55.7 y 46.4% respectivamente, no encontrando diferencias estadisticas
significativas entre los dos cultivares, pero, difiriendo del A. andreanum Blanco que no
evidencié formacion de callo,

El A. andreanum cv. Blanco respondié Unicamente al tratamiento dos, alcanzando un
promedio del 27.3% de formacion de callo. Sin embargo, este tratamiento no fue idéneo para
el A. andreanum cv. Rosa, evidenciando el menor promedio 30.7%, y no indujo formacién de
callo en el A. andreanum cv. Naranja. Por otro lado, los tres cultivares no respondieron con
formacion de callo al tratamiento uno (Tabla 8). Se muestra en la figura 18, el comportamiento
que tuvieron las combinaciones hormonales y los cultivares de A. andreanum en respuesta a
la formacion de callo.

Tabla 8

Respuesta de los explantes de A. andreanum en la variacion de la combinaciéon hormonal

T T2 T3 T4
Blanco 0.0 Ba 27.3 Aa 2.5Bb 0.0Bb
Rosa 0.0 Da 30.7 Ca 90 Aa 55.7 Ba
Naranja 0.0 Ca 0.0Cb 88.3 Aa 46.4 Ba

Nota. Las medias etiquetadas con la misma letra no son significativamente diferentes (a =
0,05) (Etiquetas A, B, C para comparar tratamientos, fijando la cultivar de A. andreanum;

a, b, c para comparar entre cv. Blanco, Rosado y Naranja, fijando los tratamientos. T1 BAP
(5 mg/l) +IBA (0.5 mg/l), T2 KIN (2 mg/l) + ANA (1 mg/l), T3 TDZ (0.5 mg/l) +2-4 D (0.2 mgl/l),
T4 BAP (0.5 mg/l) + 2-4 D (0.2 mgl/l).

Figura 17 Formacion de callos en explantes de segmentos de hojas de A. andreanum con el
tratamiento 3, utilizando medio de cultivo MS al 50% a los 75 DDS.

a) B b)

Nota. a) Cultivar Naranja. b) Cultivar Rosa
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Figura 18 Interaccion de primer orden entre los factores en estudio Combinacion de
biorreguladores y tres cultivares de A. andreanum a los 90 DDS en medio de cultivo MS al
50%, en la variable de respuesta porcentaje formacion de callo
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Nota. Comportamiento de los cultivares Rosa (R), Naranja (N) y Blanco (B) en los cuatro
niveles de biorreguladores T1, BAP 5 mg/L +IBA 0.5 mg/L; T2, KIN 2 mg/L + ANA 1 mg/L; T3,
TDZ 0.5 mg/L +2-4 D 0.2 mg/L; T4, BAP 0.5 mg/L + 2-4 D 0.2 mg/L.
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Grado del callo

Se evalud el grado del callo presente en los explantes de hoja de A. andreanum cv. Blanco,
Rosa y Naranja a los 75 DDS. En el cultivar Blanco, respondié al tratamiento 2 con un grado
de callo G1 y con el tratamiento 3 solo presenté induccion de callo.

En cuanto al cv. Rosa al ser evaluado con el Tratamiento 3, los explantes presentaron los tres
niveles de callo, evidenciando un mayor nimero de explantes con presencia de callo de grado
G3. En cambio, al ser estimado con el Tratamiento 4 mostré un grado de callo G1y G2, con
un mayor porcentaje de G2. Finalmente, con el Tratamiento 2 solo mostré un grado de callo
G1.

Con respecto al cultivar Naranja al ser evaluado con el Tratamiento 3, los explantes
presentaron los tres niveles de callo, evidenciando un mayor niumero de explantes con
presencia de callo de grado G2, seguido del G1 y un numero reducido de explantes con G3.
En cambio, al ser estimado con el Tratamiento 4 mostré un grado de callo G1, como se

muestra en la figura 19.

Figura 19 Grado de callo formado en los explantes de hoja de A. andreanum cv. Blanco,
Rosa y Naranja
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Nota. BT2 [Cultivar Blanco (B),T2 (2 mg/L de KIN + 1 mg/L de ANA)]; RT2 [Cultivar Rosa (R),
T2(2 mg/L de KIN + 1 mg/L de ANA)], RT3[Cultivar Rosa (R), T3 (0.5 mg/L de TDZ + 0.2 mg/L
de 2-4 D)], RT4 [Cultivar Rosa (R), T4 (0.5 mg/L de BAP + 0.2 mg/L de 2-4 D)]; NT3[Cultivar
Naranja (N), T3(0.5 mg/L de TDZ + 0.2 mg/L de 2-4 D)], NT4 [Cultivar Naranja (N), T4 (0.5
mg/L de BAP + 0.2 mg/L de 2-4 D)].
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5.6 Numero de brotes

Los datos registrados para la variable de respuesta numero de brotes no presentaron
desviaciones severas de los supuestos de normalidad (normalidad p = 0.02 y homogeneidad
de varianza p = 0.31). Las medias registradas del tratamiento uno y dos no se tomaron en
cuenta para el analisis estadistico ya que no evidenciaron valores diferentes a cero, en

ninguna de los tres cultivares de A. andreanum.

El ANOVA (Anexo B, tabla B8) realizado para la variable formacién de callo, expuso
diferencia estadistica altamente significativa para la interacciébn de primer orden, entre
tratamientos (Concentraciones de biorreguladores de crecimiento y Cultivares de Anturio)
como se muestra en la figura 21, (p = 1.64e-06), por lo tanto, se analiz6 el efecto simple de
cada uno de los factores en estudio.

El A. andreanum cv. Rosa mostré el mayor numero de brotes por explante, alcanzando un
promedio de 8.5 brotes con el tratamiento tres, difiiendo estadisticamente de todos los demas
tratamientos, seguido del tratamiento cuatro, que evidencié una media de 4 brotes por
explante con esta misma cultivar. En cambio, al trabajar con el A. andreanum cv. Naranja, se
consiguié medias de 3 y 2 brotes con los tratamientos tres y cuatro respectivamente, no
consiguiendo diferencias estadisticas minimas significativas entre si. Finalmente, el Anturio
Blanco no evidencio induccion de brotes en ninguno de los tratamientos y periodo de tiempo
evaluado por lo que se muestra en la figura 20, los comportamientos de los cultivares con los
biorreguladores. De igual manera, los cultivares Rosa y Naranja no evidenciaron formacion

de brotes bajo los tratamientos uno y dos (Tabla 9).

Tabla 9
Efectos de las combinaciones hormonales en el numero de brotes a partir de segmentos

foliares de A. andreanum cv. Blanco, Rosa y Naranja.

T1 T2 T3 T4
Blanco 0.0 0.0 0.0 Ac 0.0 Ac
Rosa 0.0 0.0 8.5 Aa 4.0 Ba
Naranja 0.0 0.0 3.0Ab 2.0Ab

Nota. Las medias etiquetadas con la misma letra no son significativamente diferentes (a =
005) (Etiquetas A, B, C para comparar tratamientos, fijando la cultivar de A. andreanum; a, b,
c para comparar entre cv. Blanco, Rosa y Naranja, fijando los tratamientos). T1 BAP (5 mg/L)
+IBA (0.5 mg/L), T2 KIN (2 mg/L) + ANA (1 mg/L), T3 TDZ (0.5 mg/L) +2-4 D (0.2 mg/L), T4
BAP (0.5 mg/L) + 2-4 D (0.2 mg/L).
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Figura 20 Interacciéon de primer orden entre los factores en estudio Combinacion de
biorreguladores y tres cultivares de A. andreanum a los 90 DDS en medio de cultivo MS al
50%, en la variable de respuesta numero de brotes.
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Nota. Comportamiento de los cultivares Rosa (R), Naranja (N) y Blanco (B) en los cuatro
niveles de biorreguladores T1, BAP 5 mg/L +IBA 0.5 mg/L; T2, KIN 2 mg/L + ANA 1 mg/L; T3,
TDZ 0.5 mg/L +2-4 D 0.2 mg/L; T4, BAP 0.5 mg/L + 2-4 D 0.2 mg/L.

En la figura 21, se muestra los brotes generados de segmento de hoja de A. andreanum en
los cv. Rosa y Naranja, en cambio el A. andreanum cv. Blanco no logré la formacion de brotes

en ninguno de los tratamientos probados.



Figura 21 Brotes formados a partir de segmentos de hojas de A. andreanum, usando el
tratamiento tres

Nota. Brotes formados a los 90 DDS. a) En el cultivar Blanco solo hubo generacion
de callos, pero no formacion de brotes. b) Brotes generados en el cultivar Rosa. ¢)
Brotes del cultivar Naranja

50
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6. DISCUSION

Hay factores que influyen directamente en el éxito o fracaso del cultivo in vitro de tejidos
vegetales: especie, el explante usado, las condiciones fisicas y condiciones quimicas del
medio de cultivo (Levitus et al. 2010). Para la propagacion clonal de Anturios, diversos autores
confirman que esta especie responde a bajas concentraciones de sales, evidenciando que
concentraciones superiores a 825 mg/L de NH4sNO;3 disminuye drasticamente la formacion de
callos y brotes (Zhang et al., 2021), esta condicion se ha podido observar en las siguientes
especies: A. magnificum Linden (Hernandez et al. 2021), A. andreanum (Cardoso y
Habermann, 2014), A. Kaohsiung No. 1y 2 (Huang et al., 2019), A. antioquense Engl. (Murillo-
Gbmez et al. 2014), tal como se evidencia en los resultados de esta investigacién que el uso
de MS 100% (1650 mg/l de NH4sNO3) ocasiono pardeamiento con la consiguiente muerte de
los explantes.

El mejor protocolo para la desinfeccion de los explantes a partir de hojas de anturio fue el
tratamiento dos (Etanol al 70% por 1 min, NaCIO al 1y 0.5% por 15 y 5 min, respectivamente),
con el nivel mas bajo de contaminacion (0.44%). Sin embargo, este protocolo presento niveles
altos de pardeamiento (97.11%), evidenciando ser inadecuado, lo que indica que,
concentraciones y tiempo de inmersion altas en NaClO, ocasiona muerte de explantes
(Mamani & Murillo 2020). Los resultados obtenidos en este trabajo, concuerda con Huang et
al. (2019) quienes demostraron que concentraciones mayores a 0.6% de NaClO provoca un
pardeamiento del 50 al 100% de los explantes de hojas jovenes de tres cultivares de Anturio.
De igual manera, Valdez et al. (2023) al realizar la desinfeccién de segmentos nodales de
Mentha arvensis controlaron en un 95 y 100% de contaminantes bacterianos y fungicos.

A pesar que el protocolo de desinfeccién uno (Etanol al 70% por 30 s, NaCIO al 0.5% por
15 min), muestra una contaminacion del 20.04%, presenta un nivel tolerable de pardeamiento
de los explantes (36.33%) a los 30 DDS, demostrando ser el tratamiento mas idéneo. Estos
resultados concuerdan con lo reportado en la literatura cientifica, Montes et al. (2003)
consiguen menor contaminacion usando hipoclorito en concentraciones iguales o menores al
0.53 %, obteniendo un 94 y 96% de explantes sanos. Asi también, Kunisaki (1980) indica que
el uso de hipoclorito al 0.25% con una inmersién de 45 min proporciona una supervivencia del
67% de los explantes.

De igual forma, Budiarto (2008) usando espatas como explantes, en tres cultivares de
Anturio, consigue una tasa de supervivencia del 90 al 100% al usar una concentracion de
NaClO al 0.1%. Asi mismo, Huang et al. (2019) reportan que una concentracién de NaClO al
0.45% en la desinfeccion de hojas de tres cultivares de Anturios, controla en un 95% los

agentes contaminantes.
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Diversos estudios realizados en Anturio han demostrado que tanto la induccién y el
crecimiento del callo se ve altamente afectado por el genotipo (Te-chato et al., 2006; Ya-Ling
et al., 2020), concomitante con los resultados expuestos en esta investigacion, donde se
observa que la induccién de callo utilizando tres cultivares de Anturio oscila entre el 2.5% y
el 90% dependiendo del cultivar, la diferencia podria deberse al intrametabolismo de cada
cultivar, afectando la division y diferenciacion celular (Cardoso & Habermann, 2014). En
Anturio, la induccion de callo es fundamental para lograr una micropropagacion masiva exitosa
(Ya-Ling et al., 2020).

En la presente investigacion se consigui6 brotes de dos cultivares de A. andreanum cv. Rosa
y Naranja. Pero, no se logré regenerar brotes de A. andreanum cv. Blanco, bajo las
condiciones evaluadas, resultados semejantes son reportados por Cardoso y Habermann
(2014) quienes no obtienen nuevas plantas del Anturio Blanco con organogénesis indirecta,
reportando a este cultivar altamente recalcitrante. Estos mismos autores indican que el uso
de BAP (1,0 mg/I'!) y la ausencia de adicion de 2,4-D en el medio de cultivo permite conseguir
una regeneracion directa de las plantulas de Anturio, condicién que no se observo en esta
investigacion. Nuestros datos obtenidos con respecto a la formacién del callo del tratamiento
3 del cultivar Rosa y Naranja (90% y 88.3%), en comparacion a Hernandez et al. (2021) ellos
con una concentracién de 0.3 mg/l de TDZ genera un 67.5% de callo a partir de secciones

foliares en A. magnificum Linden

Los diferentes tipos y concentraciones de Biorreguladores son factores que influyen
directamente en la induccién y desarrollo del callo de Anturio (Tirado & Perea, 2011); (Martinez
et al. 2019). En este sentido, los cultivares de Anturio Rosa y Naranja generaron dos veces
mas callo con el tratamiento que contenia TDZ (0.5 mg/I™*) en comparacién con el tratamiento
suplementado con BAP (0.5 mg/L™). Resultados similares son reportados por Gu et al. (2012)
guienes reportan altos porcentajes de callo a partir de explantes de hojas de A. andraeanum
Alabama’' (83.3%)y 'Sierra’ (77.8%) usando TDZ (1.8 uM). De igual manera, los investigadores
Te-chato et al., (2006) reportan altos porcentajes de formacion de callo (86%) y brotes a partir
de explantes de hojas, usando un medio de cultivo suplementado con TDZ y BA (0.5 mg/I™),
tras 8 semanas de cultivo. De igual manera, Rivero et al. (2006) concuerdan que la adicién de
TDZ (6.78 uM) permite una buena formacion de callos (48.6%) en segmentos foliares. Otro
estudio realizado por Noroozi et al. (2017) en A. scherzeriamun obtuvieron el mayor porcentaje
de callo con la adicién de 2 mg/I"t (BAP) y 0.5 mg/ I"1(TDZ).

Lo que permite deducir que el TDZ es uno de los biorreguladores por excelencia para inducir
callogénesis en Anturio, ya sea solo o en combinacion con otro biorregulador de crecimiento,

tal como lo evidencia Winarto et al. (2011), quienes consiguieron una mayor tasa de
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crecimiento de callo y nUmero de brotes en dos tratamientos suplementados con TDZ (1.5
mg/I"?), con presencia y ausencia de 2,4D (0.25 mg/lI'}), no encontrando diferencias
estadisticas significativas entre los dos tratamientos, lo que sugiere que el biorregulador 2,4D
no influye en la induccién de la callogénesis en Anturio, resultados concomitantes a los

reportados en este estudio.
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7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

7.1 Conclusiones

Luego de terminada la tesis se puede concluir que:

El protocolo de desinfeccidon que tuvo mayor porcentaje de supervivencia de explantes
y niveles tolerables de contaminacion fue el protocolo 1 (Etanol al 70% por 30 s, NaCIO
al 0.5% por 15 min y 3 lavados con ADE).

El mejor tratamiento para generar organogénesis indirecta fue el tratamiento 3 para el
cultivar Naranja y Rosa generando 3 brotes/explante y 8.5 brotes/explante,
respectivamente.

El cultivar Blanco solo presenté formacion de callo con el tratamiento 2 (27.3%) y no
hubo formacién de brotes en ninguno de los tratamientos.

El medio de cultivo MS al 50% que contiene 825 mg/L de NH4sNO3 evidencio ser la
mejor concentracion para el cultivo in vitro de segmentos de hoja de A. andreanum.

Los brotes generados en este trabajo fueron usados para futuras investigaciones.

7.2 Recomendaciones

Evaluar menores concentraciones de NaClO en el protocolo de desinfeccion de
segmentos de hojas de A. andreanum.

Evaluar el efecto de las combinaciones hormonales en el cultivar Blanco en menor
concentracién y mayor tiempo para la induccién de callos y regeneracién de brotes
Evaluar concentraciones mayores o menores a 0.5 mg/L™" solo de TDZ, ya que tiene
muy buena respuesta en A. andreanum.

Evaluar el efecto de la induccién de callogénesis en los tres cultivares dentro de 90
DDS de los explantes bajo oscuridad.

Utilizar hojas jovenes, tiernas y que tengan el brillo caracteristico cuando emergen,
hojas de 3 a 5 dias.

Evaluar diferentes combinaciones hormonales para la formacién de brotes en un

menor tiempo.
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9. ANEXOS

Anexo A: Lista de componentes que contienen los medios de cultivo Murashige y Skoog con
vitaminas de Gamborg B5 (MS) y el medio Nitsch y Nitsch (NN)

En la tabla A1 se muestra la composicion del medio de cultivo MS usado en el trabajo y
también se adjunta en la tabla A2 el contenido de nutrientes minerales que posee el medio N
y N.

Tabla A1

Composicién del medio MS con vitaminas de Gamborg B5 (100%)

Formula (mg/L)
Nitrato de Amonio 1650
Acido Bérico 6.2
Cloruro caélcico 332.2
Cloruro de cobalto 0.025
Sulfato cuprico 0.025
Sulfato ferroso 27.8
acido etilendiaminotetraacético 37.26
Sulfato de magnesio 180.7
Sulfato de manganeso 16.9
Acido molibdico 0.25
Loduro potasico 0.83
Nitrato potasico 1900
Fosfato potasico monobasico 170
Sulfato de zinc 8.6
Myo-inositol 100
Acido nicotinico 1
Piridoxina 1
Tiamina 10

Fuente: Phyto Tech Labs (2014)



Tabla A2

Composicion del medio Nitsch & Nitsch

Formula (mg/L)
Nitrato de Amonio 720
Acido Bérico 10
Cloruro célcico 166
Cloruro de cobalto 0.025
Sulfato cuprico

Sulfato ferroso 27.8
Sulfato de magnesio 90.37
Sulfato de manganeso 18.9
Acido molibdico 0.25
Nitrato potasico 950
Fosfato potasico monobasico 68
Sulfato de zinc 10
D-Biotin 0.05
Acido Folico 0.5
Glicina 2
Myo-inositol 100
Acido nicotinico 5
Piridoxina 0.5
Tiamina 0.5

Fuente: Phyto Techn Labs (2023)
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Anexo B Analisis estadistico

En este anexo se detallan los analisis de varianza realizados para las variables dependientes
en la micropropagacion de A. andreanum.

Tabla B1
ANOVA para la Variable Porcentaje de Contaminacion a los 5 DDS.

Las medias de la variable porcentaje de contaminacion a los 5 DDS pasaron los supuestos
de normalidad Shapiro-Wilk (p = 0.2743) y homogeneidad de varianzas de Levene (0.3135).

DF SC CM F p valor
Protocolos de 1 169.28 169.28 12.068 0.0046 **
desinfeccion (D)
Cultivares (C) 2 69.09 34.54 2463 0.1270
D:C 2 32.11 16.05 1.145 0.3508
Residuales 12 168.32 14.03

Tabla B2
ANOVA para la Variable Porcentaje de Contaminacion a los 15 DDS.

Las medias de la variable porcentaje de contaminacion a los 15 DDS pasaron los supuestos
de normalidad Shapiro-Wilk (p = 0.2743) y homogeneidad de varianzas de Levene (0.3135).

DF SC CM F p valor
Protocolos de 1 876.4 876.4 14.193 0.00268**
desinfeccion (D)
Cultivares (C) 2 97.0 48.5 0.785 0.47810
D:C 2 74.3 37.2 0.602 0.56360
Residuales 12 741.0 61.7

Tabla B3
ANOVA para la Variable Porcentaje de Contaminacién a los 30 DDS.

Las medias de la variable porcentaje de contaminacion a los 30 DDS pasaron los supuestos
de normalidad Shapiro-Wilk (p = 0.1865) y homogeneidad de varianzas de Levene (0.3135).

DF SC CM F p valor
Protocolos de 1 1728.7 1728.7 23936  0.000371***
desinfeccion (D)
Cultivares (C) 2 120.9 60.5 0.837 0.456731
D:C 2 79.4 39.7 0.550 0.590958

Residuales 12 866.7 72.2
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Tabla B4
ANOVA para la Variable Porcentaje de Pardeamiento a los 5 DDS.

Las medias de la variable porcentaje de pardeamiento a los 5 DDS pasaron los supuestos
de normalidad Shapiro-Wilk (p = 0.03327) y homogeneidad de varianzas de Levene (0.782).

DF SC CM F p valor
Protocolos de 1 26989 324.089 324.089  4.75e-10***
desinfeccion (D)
Cultivares (C) 2 463 231 2.780 0.102
D:C 2 378 189 2.271 0.146
Residuales 12 999 83

Tabla B5
ANOVA para la Variable Porcentaje de Pardeamiento a los 15 DDS.

Las medias de la variable porcentaje de pardeamiento a los 15 DDS pasaron los supuestos
de normalidad Shapiro-Wilk (p = 0.782) y homogeneidad de varianzas de Levene (0.).

DF SC CM F p valor
Protocolos de 1 27597 27597 579.360  1.59e-11***
desinfeccion (D)
Cultivares (C) 2 152 76 1.599 0.242
D:C 2 105 52 1.099 0.365
Residuales 12 572 48

Tabla B6
ANOVA para la Variable Porcentaje de Pardeamiento a los 30 DDS.

Las medias de la variable porcentaje de pardeamiento a los 30 DDS pasaron los supuestos
de normalidad Shapiro-Wilk (p = 0.7232) y homogeneidad de varianzas de Levene (0.782).

DF SC CM F p valor
Protocolos de 1 27597 27597 579.360  1.59e-11***
desinfeccion (D)
Cultivares (C) 2 152 76 1,599 0.242
D:C 2 105 52 1,009 0.365
Residuales 12 572 48

Tabla B7
ANOVA para la Variable Formacion de Callo

Las medias de la variable formacion de callo pasaron los supuestos de normalidad Shapiro-
Wilk (p = 0.01) y homogeneidad de varianzas de Levene (0.2455).
DF SC CM F p valor

Combinacion de
biorreguladores 3 17431 5810 157.72 6.31e-16***
(CB)
Cultivares (C) 2 8571 4285 116.33 4.47e-13***
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CB: C 6 13518 2253 61.16 2.32e-3***
Residuales 24 884 37
Tabla B8

ANOVA para la Variable Numero de brotes

Las medias de la variable formacion de callo pasaron los supuestos de normalidad Shapiro-
Wilk (p = 0.013) y homogeneidad de varianzas de Levene (0.58).

DF SC CM F p valor
Combinacion de
biorreguladores 1 15.13 15.13 17.28 0.001**
(CB)
Cultivares (C) 2 118.75 59.38 67.85 2.87e-07***
CB:C 2 16.75 8.38 9.57 0.003**

Residuales 12 10.50 0.88
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Anexo C Resumen fotografico del proceso realizado para la micropropagacion in vitro de
A. andreanum a partir de segmentos foliares

En el siguiente anexo se describe el procedimiento efectuado para la micropropagacion in
vitro de los tres cultivares de A. andreanum

3 ./ Medio M&S

s

7)

Nota. 1) Pesar los solutos. 2) Mezclar los reactivos y solvente, ajustar el pH y auto clavar. 3)
Colocacion de los biorreguladores dentro de cabina de flujo laminar. 4) Extraccion de las hojas
provenientes de las plantas madres. 5) Limpieza y desinfeccién de las hojas. 6) Colocacion,
incubacién de los explantes dentro del medio MS a condiciones de obscuridad. 7) Induccién y
formacion de callo. 8) Colocacion de los explantes a un fotoperiodo de 16 horas luz. 9) Formacion
de brotes.
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