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RESUMEN ABSTRACT

Para lograr la micropropagacion de esta Micropropagation of Philodendron sp.
planta, fueron desarrollados protocolos tanto pa<{Probably P. corcovadense). Protocols foin vitro
ra el crecimiento y multiplicaciéim vitro como  growth and multiplication, as well as for green-
para su aclimatizacion en el invernadero. El esta-house acclimatization of this plant, were develo-
blecimientoin vitro se logré en forma exitosa en ped.In vitro establishment was successfully achie-
el medio de Murashige y Skoog (MS) (1962), su-ved in a Murashigue and Skoog (MS)(1962) me-
plementado con 0,8 mg! lde NP-benciladenina  dium supplemented with 0.8 mg bf Né-bencil-
(BA), 2 mg I de acido-3-indol-acético (AIA), adenine (BA), 2 mg of 3-indol-acetic acid
30 g ' de sacarosa y 8 g te agar. Para la mul- (IAA), 30 g I'* of sucrose and 8 gt lof agar. For
tiplicacion los explantes fueron cultivados en un multiplication, the explants were cultured on MS
MS suplementado con 160 n1d dle sulfato de  medium supplemented with 160 mydf adenine
adenina, 170 mglide NaHPO,.H,0 y 53 com-  sulfate, 170 mg1 of NaH,PO,.H,O and 53 com-
binaciones de BA, 6-furfurylaminopurina (KIN), binations of BA,6-furfurylaminopurine (KIN),
N6-(A2-isopentenyl) adenina (2-ip), AIAy acido N&-(A%-isopentenyl)adenine (2-ip), IAA, and
o-naphtalen acético (ANA). La tasa de multipli- a-naphtalene acetic acid (NAA). The highest
cacion mas alta fue de 3 brotes cada 4 semanasnate of shoot multiplication, 3 shoots every
se obtuvo en un MS que contenia 160 rhgé four weeks, was achieved on MS medium con-
sulfato de adenina, 170 mgdie NaHPO,.H,O,  taining160 mg 1! of adenine sulfatel, 70 mg
7 mg it de BAy 3 mg * de KIN. El enraiza- of NaH,PO,.H,0, 7mg I of BA, 3 mg ! of
mientoin vitro ocurrié en un medio desprovisto KIN. In vitro rooting occurred on a hormone-
de reguladores de crecimiento. Finalmente, lasfree medum. Plantlets were successfully accli-
plantulas fueron aclimatizadas en forma exitosamatized in the greenhouse.
en el invernadero.
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INTRODUCCION Segun Hyndman y Bickell (2003), la pri-
mera aracea cultivada vitro en forma exitosa

La familia Araceae esta formada por 108 fue Amorphophallus konjagosteriormente se ha
géneros y 3750 especies. El génBifuloden-  continuado el cultivo principalmente con especies
dron es, después del génefmthurium el se-  para fines ornamentales. Como en cualquier pro-
gundo mas grande en esta familia con aproxima<€eso productivo, para que la micropropagacion
damente 700 especies. sea de utilidad en programas de produccion y

De este género se han encontrado 119 esventa de plantas, es preciso que los protocolos de:
pecies en Centro América. En Panama y Costdl.-establecimiento del cultivim vitro; 2.-multi-
Rica la diversidad y distribucion de las especiesplicacion; 3.- desarrollo de raices y 4.- aclimatiza-
es mayor que en otros paises, con un 80% y 49%i6n, sean rapidos y generen plantas vigorosas.
del total de especies, respectivamente. Ademad)e esta forma, el objetivo de este trabajo fue es-
en Costa Rica se han encontrado 56 especies hatblecer un protocolo para la micropropagacion
ta el momento de las cuales 7 son endémicas dde estePhilodendron
este pais (Croat 2002).

Algunas de las especies de esta familia son

cultivadas con fines alimenticios, tal es el caso de MATERIALES Y METODOS
los género¥anthosomg Colocasia Sin embar-
go, la mayoria de ellas son para uso ornamental, Este trabajo fue realizado en el Laboratorio

principalmente las especies pertenecientes a loge Biotecnologia de Plantas, del Centro de Inves-
génerosPhilodendron AglaonemaPhotos Spa-  tigaciones Agronémicas de la Universidad de
thiphyllum Anthurium Caladiumy Dieffenba-  Costa Rica.
chig, entre otras. Estas plantas por lo general son
utilizadas en ambientes interiores pues requiereMaterial vegetal
de poca luz y alta humedad, ademas muchas de
ellas poseen inflorescencias de gran belleza (Bara- Se utiliz6 yemas apicales y laterales de
hona 1977). En el caso @hilodendron su uso  plantas sembradas en condiciones de invernade-
ornamental se debe principalmente al llamativoro (Figura 1). Estas yemas fueron separadas del
verde brillante de sus hojas. Hasta hace muy poctallo, se les elimin6 las hojas y el tejido externo
tiempo la mayoria de los Philodendros eran consi-hasta obtener un explante de aproximadamente 5
derados plantas ornamentales de follaje; sin emem de longitud. Cada planta poseia de 1-5 yemas
bargo, debido a la belleza, consistencia y forma dele utilidad (yemas menos expuestas en la planta).
las hojas de algunas de las especies su uso se ha
extendido a la industria de los arreglos florales. —
Para poder incursionar en el mercado de lod
follajes de corta se requiere de grandes cantidade
de plantas. Con esta especie, los métodos de prop
gacion de plantas convencionales han resultadg:
ineficientes, por lo que el cultivo de tejidos se per-
fila como una herramienta de gran utilidad, no sof¢
lo para la micropropagacion clonal y masiva de es
ta planta, sino también para asegurar un follaje d
calidad, pues las plantas reproducigtesitro se
encuentran libres de plagas y enfermedades. P
otro lado, generar un protocolo para la propagacio
in vitro de esta especie, seria de gran utilidad en fu-_ _ _
turos trabajos de mejoramiento genético (De I:0_F|g. 1. Planta delPhilodendronsp. en estudio. En la

fotografia de la derecha se muestra la ubicacion de la
ssard 1986, Debergh y Read 1991). yem% apical.
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Establecimiento El pH del medio fue ajustado a 5,8 antes
del autoclavado, el cual se realiz6 a 121°C por 25
Desinfeccion Los apices caulinares y secciones min. Se dispens6 15 ml de medio de cultivo en
del tallo con yemas laterales, inicialmente, fuerontubos de 25x150 mm.
sumergidos en una solucion con Benlate () g |
Agrimicin (2 g ') por 30 min. Posteriormente,
fueron enjuagados brevemente, colocados en etaMultiplicacion
nol al 95% por 1 min. y luego transferidos a una so-
lucion de hipoclorito de sodio (NaOCI) al 3,5% Para la multiplicacion se utilizé nueva-
con 1 gota de Tween 20 por 10 min. Acto seguidomente el medio basico de Murashige y Skoog
fueron realizados 2 lavados con agua destilada egMS) (1962), suplementado con 30gde saca-
téril para continuar con 15 min. en una solucién derosa y 8 gt de agar. Los reguladores de creci-
NaOCI al 1% con 1 gota de Tween 20, todos losmiento fueron aplicados como combinaciones de
pasos se realizaron en agitacion constante. Finalauxinas y citoquininas o de 2 citoquininas juntas.
mente, dentro de una camara de flujo laminar, lod.as citoquininas utilizadas fueron: BA en con-
explantes fueron lavados 3 veces con agua destilaeentraciones de 0,1-9,0 ng, I6-furfurylamino-
da estéril. Luego de la desinfeccion, los brotes depurina (KIN) de 0,5-3,5 mgliy Né-(A%-isopen-
3-5 cm, fueron disectados en la camara de flujo latenyl) adenina (2ip) de 0,8-20 nd. IComo au-
minar, el explante final inoculado en el medio de xinas se utiliz6 AlA en concentraciones de 0,15-
cultivo tuvo un tamafo de 0,5-2 cm de longitud y 1,0 mg {* y acido a-naftalen-acético (ANA) a
una base de aproximadamente 1 cm (Figura 2). una concentracion de 0,1 m§ También se uti-
liz6 sulfato de adenina en concentraciones de 80
Medio de cultivo. Se utilizé el medio de cultivo de 'y 160 mg # y NaH,PO,.H,O a una concentra-
Murashige y Skoog (MS) (1962), suplementado concién de 170 mg?. Las diferentes combinaciones
0,4-3,0 mgde N-benciladenina (BA), 2 mgtide de reguladores de crecimiento generaron 53 tra-
acido 3-indol-acético (AIA), 30 gllde sacarosay tamientos, el niUmero de repeticiones vari6 de 20
8 g I de agar. Ademas se utilizo 1 md de a 50 por tratamiento, dependiendo de la disponi-
pantotenato de calcio y 0,1 mi¢ de biotina. bilidad de yemas.

Fig. 2. Tamafio inicial del explante Blilodendronsp. para su establecimieritovitro.
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También se realiz6 una aprueba adicionalel medio adherido a las raices fue eliminado to-
para determinar si el gelificante seleccionado astalmente mediante lavado. Las plantulas fueron
COMo Su concentracion eran optimos para la mi-mantenidas por 30 min. en una solucién de Ben-
cropropagacion de esta especie. La prueba consigate (2 g 1) y Agrimicin (2 g 1).
ti6 de 5 tratamientos: medio de cultivo liquido (sin Las plantulas fueron sembradas en un sus-
gelificante), semisolido (6 g'lde agar 0 1,8 gtl  trato compuesto por suelo y fibra de coco en pro-
de Phytagel) y solido (8 ¢tlde agar o 2 glide porcién 1:1. Una vez en las bandejas las plantu-
Phytagel). Para esta evaluacion se utilizé 2 de losas fueron colocadas por 1 semana en un tdnel
medios de cultivo seleccionados para la multipli- cubierto por plastico. Durante la semana siguien-
cacion de esta especie: te el plastico fue levantado paulatinamente hasta
® MS suplementado con 160 mgdie sulfato  que se elimin6 en forma total, quedando las plan-

de adenina, 170 mg'lde NaHPO,.H,0, tas al descubierto.

7 mg ttde BAy 3 mg i de KIN. El riego se aplico por aspersion 2 veces
® MS suplementado con 160 m§de sulfato  por semana; en adicion, 3 veces por semana las
de adenina, 170 mg*lde NaHPO,.H,O, plantulas fueron fertilizadas con: Raizal (2% |
0,1 mg t' de BA, 5 mg 1t de KIN y  Multiminerales (2 ml‘F), Urea 12-60-0 (2 g%

0,16 mg i de 2ip. y 20-20-20 (5 g1 aplicados en forma alterna.
Cada 3 semanas fue aplicado el fungicida Daco-

Debido a problemas de contaminacion fue nil (5 ml I'Y) y 1 vez por semana, en forma alter-
realizada una prueba con PPM (Plant Preservatina, los insecticidas: Basudin (2 m),l Lorsban
ve Mixture) (2 ml 1) al medio de cultivo. (2 ml 1), Wdate (5 ml ) y Decis (2 mI ).

El medio de cultivo fue renovado a las 2,
3y 4 semanas, momento en que se evalud la tasa
de multiplicacion de los explantes. RESULTADOS Y DISCUSION

Establecimiento
Enraizamiento
Durante el establecimiento se observo que
Los brotes producidos en el mejor medio con el sistema de desinfeccion utilizado hubo una
de multiplicacién, fueron separados de los ex-sobrevivencia del 90%. Ademas, el tamafio ini-
plantes de donde se originaron, y transferidos aial del explante que se utilizé resulto ser el apro-
medios suplementados con 2,4-D en concentrapiado para el desarrollo posterior de la plantula
ciones que variaron de 0,1-2,0 miyl AIA en (Figura 2). Explantes muy pequefios se necrosa-
concentraciones de 10-50 my | ron con facilidad.
El medio de cultivo en el que se observé un
mejor crecimiento de los explantes fue el medio
Condiciones de cultivo suplementado con 0,8 ng tle BAy 2 mg - de
AlA, donde a las 3 semanas se observaba un cre-
En las 3 fases antes descritas, los tejidoscimiento activo de los explantes, tal y como se
fueron cultivados a una temperatura de 24+1°Cmuestra en la figura 3. Las otras concentraciones
con un fotoperiodo de 16 h y luz fluorescente ade BA y suplementos al medio de cultivo no pro-
46 pmol nr?st, movieron el desarrollo de los explantes.
El uso de la BA en combinacién con algu-
na auxina para promover el crecimiento del ex-
Aclimatizacién plante, durante el establecimiento, es una practi-
ca comun en algunos cultivos. Sin embargo, no
Brotes enraizados, de aproximadamente 3se debe utilizar citocininas en esta etapa en
cm, fueron removidos de los frascos de cultivo yaquellos cultivos en los que se usa explantes
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do de la aplicacion de este producto, se logré la
eliminacion total de la bacteria. Este compuesto
es conocido por prevenir de forma efectivay a la
vez reducir la contaminacion por cualquier pato-
geno microbiano en el cultivo de tejidos asépti-
cO0Ss. Su uso se facilita ya que se conserva estable
Fig. 3. Crecimiento de los explantesRiglodendrorsp. en @ altas temperaturas de forma que puede ser mez-
la tercera semana de cultivo. clado con el medio de cultivo a la hora de su pre-
paracion sin ningun problema. Su capacidad bio-
cida es de amplio espectro debido principalmen-
te a la presencia de ingredientes activos como el
muy pequefios. Esto debido a que el explante emethylisothiazolinone, el cloruro de magnesio, el
lugar de crecer inicia su fase de multiplicacion, nitrato de magnesio, el benzoato de sodio y el
obteniéndose brotes muy pequefios y en pocaorbato de potasio. Estas sales inorganicas acttian
cantidad, cuyo desarrollo posterior es muy lentoinactivando enzimas fundamentales del ciclo de
(Swartz y Lindstrom 1986). Krebs y afectando las cadenas de transporte de
electrones de los organismos patogénicos. De es-
ta forma, el PPM inhibe el crecimiento de mi-
Multiplicacién croorganismos mientras que ejerce un minimo
efecto en la planta cultivadim vitro. Segin
En esta etapa fueron evaluados diferentesCompton y Koch (2001), el efecto del PPM varia
aspectos con el objetivo de lograr la multiplica- de acuerdo con el tejido que se cultive, ex-
cion de esta especie. Uno de estos fue el estado fplantes de cotiledones que producen callos y em-
sico del medio de cultivo, para lo cual se utilizo briones somaticos, la produccién de estos se re-
los 2 medios de cultivo descritos anteriormente. duce al utilizar concentraciones de PPM mayores
Los resultados mostraron que cuando se uti-a 5 ml I, en organogénesis se requiere de canti-
liz6 como gelificante agar en una concentracion dedades menores a los 2 n| por el contrario, pa-
8 g I se obtuvo en promedio 3 brotes por explan-ra cultivos de anteras las concentraciones mayo-
te. Con los otros 4 tratamientos evaluados (6 g | res a 10 mi'} no producen efectos secundarios.
de agar, 1,8 y 2 g'lde Phytagel y medio liquido), En nuestro trabajo, el PPM fue utilizado a una
solo hubo indicios de multiplicacién y los brotes no concentracion de 2 mitllo que impidio la apari-
crecieron. En este estudio no se utilizé concentracion de patégenos, sin intervenir en los procesos
ciones de agar mayores a 8'gya que en otros  de crecimiento y multiplicacion dhilodendron
trabajos ha sido reportada una disminucion en el De los 53 diferentes tratamientos de re-
crecimiento y la proliferacion de brotes conforme guladores de crecimiento utilizados, inicialmen-
aumenta la cantidad de agar en el medio (Yatlav te fueron seleccionados los 3 que presentaron
al. 2003).Por otro lado, en trabajos con otros las mejores tasas de multiplicacion; ademas de
cultivos como el fame, se ha encontrado que etaracteristicas cualitativas deseables como co-
Phytagel favorece el crecimiento, desarrollo y lor, forma y desarrollae las plantulasFinal-
multiplicacion de los explantes, sin embargo, al-mente, de los 3 tratamientos antes mencionados,
gunos cultivos pueden presentar signos de vitrifi-fue seleccionado un medio MS suplementado
cacion con este gelificante (Chadtral 2000). con 7 mg 1t de BA, 3 mgt de KIN, 160 mg+
Durante la prueba del estado fisico del de sulfato de adenina, 170 migle NaHPO,.H,0
medio de cultivo, simultaneamente, se probd ely 8 g ! de agar, por ser donde se obtuvo la ma-
efecto del PPM en el control de una bacteria enyor tasa de multiplicaciéon con 3 brotes por ex-
doégena, presente en los explantes. Como resultglante a las 4 semanas (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Tasa de multiplicacion en los tratamientos seleccionaie de los macronutrimentos en el medio de culti-
dos para la micropropagacion lilodendrorsp. vo B5 (Fossard 1976). Fue utilizado inicialmen-

te para el cultivo de suspensiones celulares en

soya; sin embargo, posteriormente ha sido utili-

NUmero de brotes

Tratamiento  Iniciales Finales T.M. zado para el cultivin vitro de diversos cultivos

especialmente especies ornamentales (George
MS1 48 139 2,89 1993). Segun Miller y Murashige (1976) tanto el
MS2 48 72 1,5

NaH,PO,.H,O como el sulfato de adenina se
pueden utilizar para la propagacion de plantas
MS1: MS, 160 mg -t sulfato de adenina, 170 mgt| tropicales con éxito. En nuestro caso, una con-
NaH,PO,.H,0, 7,0 mg f de BA, 3,0 mgt de KIN. centracién de 170 mg'lde NaHPO,.H,O esti-
MS2: MS, 160 mg+ sulfato de adenina, 170 mg' | mylg junto con los reguladores de crecimiento,
NaH,PO,.H,0, 0,1 mg  de BA, 0,5 mgt de KIN, | A

a multiplicacion de los explantes.

1/2 MS3 48 60 1,25

1,6 mg ! 2ip. . X )
1/2MS3: Mitad de macro y micronutrimentos, 160 rmg | En los medios de cultivo no selecqona-.
sulfato de adenina, 170 mg NaH,PO,.H,0, 80 mgt de  dos, tanto los explantes como los brotes induci-
BA, 3,5 mg ! de KIN, 0,2 mg T AIA. dos presentaron caracteristicas que limitaron su

TM= Tasa de multiplicacion= brotes finales / brotes iniciales uso, entre ellas: poco crecimiento, alteraciones
en la forma de los brotes (anchos y pequefios), en
Nétese que los 3 medios de cultivo son la textura de las hojas (quebradizas, débiles, frun-

bastante diferentes en cuanto a las concentracid=idas), en la forma del tallo (muy delgado, muy
nes y tipo de los reguladores de crecimiento utj-9rueso o delgado en la parte basal y grueso en la
lizados. En el primer medio se utilizé una combi- aPical) o tasas de multiplicacion muy bajas.
nacién de 2 citoquininas, mientras que en el se-  COn respecto a larenovacion del medio de
gundo medio fueron combinadas 3 citoquininas.CU“'VO y a la tasa de multiplicacion, se encontro
En el tercer medio de cultivo se utilizé las salesdU€ €l periodo de 4 semanas fue el 6ptimo para la
del MS al 50% y ademas de las citoquininas gdnultiplicacion y separacion de los explantes. A
introdujo una auxina. Sriskandarajahi y Skirvin &S 2 semanas los brotes son muy pequefios y a
(1991) reportan que en la multiplicacion Rlei- Ias~3 semanas aun cuando ya han crecido, su ta-
lodendrones indispensable el uso de citoquini- Mafo no es suficiente como para ser separados
nas en el medio, principalmente BA. Mientras d€l explante.
que Zaghloukt al (1996) utilizaron una combi- La figura 4 muestra el desarrollo de brotes
nacion de citoquininas y auxinas (BA y ANA) €N uno de los exp]antes y la sepa'ra.czlén. de las
para estimular la multiplicacion de esta especie. Pl@ntulas para continuar con la multiplicacion.

El sulfato de adenina se ha utilizado en di-
versos estudios, donde se reporta que puede in-
ducir la formacién de brotes. Este, es conocidoEnraizamiento
por tener una actividad semejante a la de las cito-
quininas, sin embargo debe ser utilizado en ma- Los resultados mostraron que esta especie
yor concentracion para producir resultados semeno requiere del estimulo de reguladores de creci-
jantes. Es utilizado principalmente junto con otro miento para la induccién de raices, ya que la proli-
tipo de citoquinina como la kinetina o la BA feracion de raices ocurrio tanto en los tratamientos
(George 1993). Su uso ha sido reportado en eantes mencionados como en el tratamiento control,
cultivo in vitro de: Plumbagosp. (Das y Rout desprovisto de auxinas. En el control y en los otros
2002),Mussaendap. (Cramer y Bridgen 1997), medios fue posible enraizar brotes individuales o
Curcuma longgSalviet al. 2002) yHelianthus  grupos de brotes. La aparicion de las raices se ob-
annuus(Yordanovet al. 2002), entre otros. servo en un periodo de 3 a 4 semanas luego de po-

Por otra parte, el NajfO,.H,O en una  ner el brote en el medio. Las raices fueron finas y
concentracion de 150 mg &e utiliza como par- largas, y en algunos s@s ramificadas (Figura 5).
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Fig. 4. Explantes dehilodendronsp. en la fase de multiplicacion.

Una vez llevadas las plantulas al inverna- un tamafio < 2 cm. El éxito obtenido en la aclima-
dero, se observo que las raices producidas en tdizacién de esta especie es un indicativo de que la
dos los tratamientos seguian un crecimiento normezcla de suelo:fibra de coco, asi como la fre-
mal y que ademas eran funcionales, propiciandccuencia de riegos y la fertilizacion resultan apro-
el crecimiento de las plantulas. De esta forma, elpiados para esta etapa. Ademas, el uso de tineles
enraizamiento ocurre en un medio desprovisto dele plastico cumple su objetivo de mantener una al-
reguladores de crecimiento, lo que reduce losta humedad relativa que impide la deshidratacion
costos de produccién de esta especie. de las plantulas. También, el plastico transparente

permite el paso de luz en una cantidad suficiente

para que las plantulas empiecen a fotosintetizar.
Aclimatizacion Durante el crecimiento de las plantulas no se

observo ninguna alteracién morfologica (Figura 6).

Para la aclimatizacion se siguié los proce-
dimientos regulares del laboratorio, utilizados en
la aclimatizacion de araceas comestibles. Los re-
sultados mostraron que a partir de las 1300 plantu-
las llevadas al invernadero, a las 4 semanas 1181
se encontraban creciendo satisfactoriamente, lo
gue implica un 91% de sobrevivencia. Este por-
centaje puede aumentar casi al 100% si el tamafio
de las plantulas es = 3 cm. En nuestro caso mu-
chas de las plantulas que no sobrevivieron tenian

Fig. 6. Vitroplantag?hilodendronsp. aclimatizadas en condiciones de invernadero.
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