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RESUMEN

Secciones foliares de plantas in vitro de Anthurium andraeanum variedad ‘Lambada’ fueron utilizados como
explantes para la induccién y formacién de callos. Se evalud la formacién de callos en dos medios de cultivo (MS
y Nitsch y Nitsch, modificados) a los cuales se adicionaron los reguladores del crecimiento acido
diclorofenoxiacético (2,4-D) en cuatro concentraciones 2.26, 4.52, 6.78 y 9.04 uM y 6-Bencilaminopurina (6-BAP) a
una concentracién de 2.22 uyM la que se mantuvo constante para ambos medios de cultivo. Los tratamientos
fueron colocados en oscuridad a 28+2°C durante 45 dias. Ademas, se describieron las caracteristicas de los
callos tales como el color y la forma. Los resultados mostraron en el analisis estadistico una interaccion significativa
entre los factores en estudio (concentraciones del regulador de crecimiento y tipo de medio de cultivo). Los callos
obtenidos fueron de color amarillo crema translicidos con estructuras nodulares. En los dos medios de cultivo
empleados se formaron callos, sin embargo, en el medio de cultivo MS modificado cuando se utilizé una
concentracion de 6.78 uM de 2,4-D se observo el mayor porcentaje de explantes que dieron lugar a estas estructuras.
Se demostré que es posible emplear secciones foliares de plantas in vitro para formar callos en Anthurium
andraeanum variedad ‘Lambada’ en el medio de cultivo MS con los macronutrientes reducidos a la mitad y 2,4-D.
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ABSTRACT

Foliar sections of in vitro plants of Anthurium andraeanum variety ‘Lambada’ were used as explants for the
induction and formation of callus. The formation of callus was evaluated in two culture mediums (MS and
Nitsch, modified) to which the growth regulators 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) were added in four
concentrations 2.26, 4.52, 6.78 and 9.04 uM and the addition of 6-Benzilaminopurine (6-BAP) to a concentration
of 2.22 yM keeping it constant for both culture mediums. The treatments were placed in darkness at 28+2°C
during 45 days. Characteristics of the callus, such as colour and form, were also described . The results
showed, in the statistical analysis, a significant interaction among the factors in study (concentrations of the
growth regulator and type of culture medium). The calluses obtained presented translucent cream yellow
colour with nodular structures. Callus were formed in the two culture medium used, however, the biggest
explants percentage that allowed the formation of these structures was observed in the culture medium MS
modified when a concentration of 6.78 uM 2,4-D was used . It was demonstrated that it is possible to use foliar
sections of in vitro plants to form callus in Anthurium andraeanum variety ‘Lambada’ in the culture medium MS
with the nitrates reduced in a half and 2,4-D.
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INTRODUCCION

El género Anthurium comprende cerca de 1 000
especies, algunas de las cuales son importantes como
plantas ornamentales, flores de corte y de maceta. Son
plantas monocotileddneas, propagadas
tradicionalmente por semilla botanica y métodos
vegetativos los cuales incluyen secciones de yemas
nodales e hijuelos (Dufour y Guerin, 2003). Estos
métodos de propagacion producen plantas
heterocigéticas, los coeficientes de multiplicacion son
bajos y el proceso de produccion es lento (Geier, 1990).
Las técnicas de cultivo in vitro se han utilizado como
un método alternativo para la produccion de material

vegetal a nivel comercial para el Anthurium andraeanum
(Pierik, 1976). En el cultivo in vitro de estas especies
ornamentales se han empleado diferentes tipo de
explantes y se han encontrado diferencias significativas
en la formacion de callos entre los diferentes genotipos
estudiados de A. andraeanum (Kuehnle y Sugii, 1991;
Chen etal., 1997) y A. scherzeriaunum (Geier, 1986;
Hamidah et al., 1997).

La formacién de callos con estructuras
embriogénicas se ha llevado a cabo a partir de hojas
completas de plantas in vitro de hibridos Hawaianos
de Anthurium andraenaum por Kuehnle et al. (1992),
los cuales lograron la regeneracion de plantas. Sin
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embargo, no se han encontrado en la literatura
cientifica investigaciones realizadas sobre la
formacion de callos con estructuras embriogénicas
para la variedad ‘Lambada’ de esta especie. En otras
plantas ornamentales como Rosa hybrida (Ibrahim
etal., 1998; Ibrahim y Debergh, 2000, 2001) se han
utilizado como explantes hojas de plantas in vitro
para iniciar la formacion de callos, porque se evita la
contaminacion microbiana que se produce al
introducir explantes in vivo.

Rachmawati et al. (2004) refieren, que la formacion
de callos es la primera fase para iniciar el proceso
de embriogénesis somatica. Los factores mas
importantes para lograrlo son el genotipo, la
composicion del medio de cultivo asi como la
concentracion del regulador de crecimiento
(Aloisio, 1997). Ademas, Lee et al. (2002) sefalan
que el numero, color, forma y apariencia del callo
con estructuras embriogénicas varia entre los
genotipos y esto depende del medio de cultivo
utilizado, indicando que la formacion de callos esta
influenciada por las caracteristicas propias del
explante (la edad, el tamafo, la procedencia, el
genotipo).

Autores como Martin et al. (2003) y Vargas et al. (2004)
lograron la formacion de callos en variedades de A.
andraeanum cuando utilizaron el medio de cultivo MS
modificado. Mientras que Puchooa (2005) observo
mayor formacion de callos en variedades de A.
andraeanum cuando emple6é como medio de cultivo
basal el propuesto por Nitsch y Nitsch (1969).

Teniendo en cuenta estos antecedentes y la
necesidad de desarrollar la embriogénesis somatica
en la variedad ‘Lambada’, que tiene gran importancia
y demanda comercial en Cuba y México de la cual,
no existen referencias en la literatura cientifica que
haya sido propagada por esta via, se realiz6 este
trabajo que tuvo como objetivo lograr la formacion de
callos con estructuras embriogénicas a partir de
secciones foliares de plantas in vitro de A.
andraeanum variedad ‘Lambada’.

MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se llevé a cabo en el
Laboratorio de Propagacion Masiva de Plantas del
Instituto de Biotecnologia de las Plantas,
perteneciente a la Universidad Central Marta Abreu
de Las Villas en Santa Clara, Cuba.

Material vegetal

Como material vegetal para la formacién de callos
se utilizaron secciones foliares de plantas in vitro
de Anthurium andraeanum variedad ‘Lambada’.
Estas plantas fueron obtenidas por organogénesis
indirecta de acuerdo con el protocolo propuesto
por Pierik et al. (1974). Las secciones foliares tenian
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un tamafio aproximado de 1.0 cm?(Figura 1) y se
colocaron con la parte adaxial en contacto con el
medio de cultivo.

Medios y condiciones de cultivo

Para la formacion de callos se utilizaron dos
medios de cultivo, el primero descrito por
Murashige y Skoog (1962) con las sales
inorganicas modificadas en los macronutrientes
reducidos a la mitad, micronutrientes completos,
vitaminas MS y complementado con 2.22 yM de
6-BAP, 100 mg.I"" de mio-inositol y 30 g.I'" de
sacarosa. El segundo medio de cultivo descrito
por Nitsch y Nitsch (1969) con las sales
inorganicas modificadas en los macronutrientes
con el nitrato de amonio reducido al 20% (NH,NO,
200 mg.I"), micronutrientes completos, vitaminas
MS y la adicién de 2.22 de 6-BAP, 100 mg.I"' de
mio-inositol y 30 g.I'' de sacarosa.

Efecto de la concentraciéon de 2,4-D en la
formacién de callos

Se estudio el efecto del acido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D) en cuatro concentraciones 2.26,4.52,6.78 y
9.04 uM para la formacioén de callos en cada medio
de cultivo propuesto. No se utilizé un tratamiento sin
reguladores de crecimiento porque en resultados
previos no se observo la formacion de callos bajo
estas condiciones. Se colocaron cinco segmentos
foliares por tratamiento. Se emplearon diez frascos
de cultivo como repeticiones para cada tratamiento.
El experimento fue repetido tres veces.

Se afiadieron 30 ml de medio de cultivo gelificado
con 2.5 g.I" de Gelrite (Sigma, Co.) en frascos de
vidrio de 250 ml capacidad. Estos se esterilizaron
en autoclave a una temperatura de 121 °C y 1.2
kg.cm de presion. El pH fue ajustado a 5.8 antes
de la esterilizacion con una solucién de NaOH 0.1N
y HCI 0.1N.

Los tratamientos fueron colocados en condiciones
de oscuridad y temperatura de 28+2°C durante un
tiempo de incubacion de 45 dias.

Al cabo de ese tiempo las variables a evaluar fueron
el numero de secciones foliares que formaron callos
con estructuras embriogénicas que se expreso en
porcentaje. Ademas, se evaluo visualmente el color
y forma de los callos. Para determinar el efecto de la
combinacion del regulador de crecimiento y los
medios de cultivo empleados se realizé un analisis
de varianza en un disefio completamente al azar con
arreglo factorial. Para la comparacion de medias se
utilizé la prueba de Dunnett’'s C y al valor expresado
en porcentaje se le aplico una prueba de
proporciones con un nivel de significacion de 0.05.
Se emplearon los paquetes estadisticos SPSS
version 13.0 y Statistix version 1.0 para Windows.
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Figura 1. Secciones foliares de plantas in vitro de Anthurium andraeanum variedad ‘Lambada’, con un tamafo
aproximado de 1.0 cm?empleados para la formacion de callos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de la concentracién de 2,4-D en la
formacion de callos

A partir de la tercera semana de cultivo (21 dias) se
observé la formacion de callos en las secciones
foliares colocados en los dos medios de cultivo,
principalmente en los bordes donde se les realizaron
los cortes (Figura 2A). La totalidad del tejido de la
seccion foliar se cubrié a los 45 dias de cultivo (Figura
2B). Los callos presentaron color amarillo claro, eran
translucidos y tenian estructuras nodulares.

El andlisis estadistico mostré que la interaccion fue
significativa entre los factores en estudio
(concentraciones de 2,4-D y medios de cultivo), por
lo que la formacién de callos con estructuras
embriogénicas dependid de la relacion entre ambos
factores. La mejor respuesta para la formacion de
callos (48.6%), se logré con una concentracion de
6.78 uM de 2,4-D y el medio de cultivo MS, con
diferencias significativas respecto al resto de los
tratamientos (Figura 3). Esto pudo estar dado, porque
al emplear el 2,4-D se promueve la desdiferenciacion
y rediferenciacion celular. Las heridas realizadas a
los segmentos foliares producen efectos de estrés,
y esto puede apreciarse en una rapida acidificacion
del medio de cultivo (Fehér et al., 2002) y la
presencia de divisiones celulares que permiten la
formacion de callos (Raghavan, 2004). La
activacion simultanea del estrés y la auxina
causan cambios en el metabolismo celular y como
respuesta en la adaptacion celular al estrés se
generan una reprogramacion genética, metabdlica
y fisioldgica el cual resulta en la estimulacion de
la totipotencia de las células epidérmicas que
pasan de un estado somatico a uno embriogénico
(Samaj et al., 2003).

En cuanto al medio de cultivo empleado, segun
Neumann (1995), existe una selectividad preferencial
de las células por la forma amino del nitrégeno en
las sales inorganicas MS. En estas mismas sales
el amonio como forma reducida de nitrégeno es
facilmente utilizado para la sintesis de aminoacidos
y permite el crecimiento de un callo friable
(disgregable).

En el medio de cultivo propuesto por Nitsch y Nitsch
(1969) también se observo la formacion de callos en
todas las concentraciones de 2,4-D estudiadas, el
mayor valor alcanzado fue de 28.0% de formacion de
callos con la concentracion de 6.78 uM de 2,4-D. Los
resultados restantes con las diferentes concentraciones
de la auxina fueron significativamente inferiores a los
alcanzados en el medio de cultivo MS modificado
(Figura 3). Estos resultados difieren de los alcanzados
por Geier (1986), cuando empled el medio de cultivo
propuesto por Nitsch modificado observo la formacion
de callos en un rango que varié desde 0 hasta 100%
en los 18 genotipos de A. scherzerianum estudiados.
Sin embargo, sefialé que el genotipo determina
fuertemente la habilidad de regeneracion.

Por otra parte, Puchooa (2005) en tres variedades
de A. andraeanum obtuvo el 100% de formacion de
callos cuando utilizdé el medio de cultivo Nitsch
modificado (1969) que cuando empled el medio de
cultivo MS modificado.

Segun, Khanna y Raina (1998) y Ogawa (1999) la
composicion del medio de cultivo juega un papel
importante en la formacién de callos. El nutriente,
particularmente la fuente de nitrégeno afecta la
formacion de los callos en monocotiledéneas (Leifert
et al., 1995). Nuutila et al. (2002) sefialan que la
procedencia del explante y el estado de desarrollo
tienen un efecto en la formacion de callos.
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Figura 2. Formacién de callos a partir de segmentos foliares de Anthurium andraeanum Lin. variedad ‘Lambada’
en dos medio de cultivo MS suplementado con 6.78 uM de 2,4-D. A) a los 21 dias de cultivo y B) a los 45 dias de

cultivo.
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Figura 3. Efecto de la concentracion de 2,4-D y dos medios de cultivo en la formacion de callos a partir de
secciones foliares de Anthurium andraeanum variedad ‘Lambada’ a los 45 dias de cultivo.

En diferentes especies del género Anthurium se ha
logrado la formacion de callos cuando se ha utilizado
el medio de cultivo MS modificado y diferentes tipos
de explantes como hojas y peciolos de plantas in
vivo (Kuehnle y Suggi, 1991), semillas (Atta-Alla et
al., 1998), cotiledones de semillas inmaduras y hojas
(Prasad et al., 2001), hojas de plantas in vivo
(Dominic et al., 2003; Martin et al., 2003) y micro-
cortes de plantas in vitro (Vargas et al,. 2004). Estos
Ultimos autores sefialan que cuando se emplean
explantes de plantas in vivo, se dificulta la aplicacion
de las técnicas de cultivo y el establecimiento por
los altos indices de contaminacion microbiana
observados en esos cultivos. Ademas, demostraron
que cuando utilizaron explantes provenientes de
plantas de semillas germinadas in vitro eliminaron
los problemas de contaminacién previamente
encontrados cuando emplearon explantes
procedentes de plantas de invernadero.

De igual forma en otras especies de plantas, se ha
comprobado que la formacién de callos esta
relacionada con el tipo de explante, el genotipo y los
reguladores del crecimiento empleados. Por ejemplo,
en Iris negra (Iris nigricans) Shibli y Ajlouni (2000)
observaron la formacién de callos en un 90% cuando
emplearon segmentos de hojas de plantas in vitro,
un medio de cultivo MS completo con la adicién de
4.5 uM de 2,4-D, 0.5 uM de kinetina y 4.5 pM de
acido naftalenacético (ANA).

De igual forma, Carsono y Yoshida (2006) mencionan
que para la formacién de callos en genotipos de arroz
(Oriza sativa L.) (monocotiledonea) la concentracion
6ptima encontrada fue de 9.05 uM de 2,4-D. Sin
embargo, las diferencias encontradas en la respuesta
para la formacion de callos entre los genotipos
estudiados, dependié del medio de cultivo empleado
y del tipo de explante utilizado. Otros autores como
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Tiel et al. (2006), en cafia de azucar (Saccharum
officinarum L.) encontraron que la frecuencia de
formacion de callos varié en relacién con las
concentraciones de 2,4-D empleadas. El mayor valor
(61.9%) de formacion de callos lo obtuvieron cuando
utilizaron una concentracién de 4.5 yM de 2,4-D.

Por otra parte Lee et al. (2002) en diferentes genotipos
de arroz, encontraron que el numero, color, tamafio,
forma y apariencia de los callos varié entre los
genotipos, dependiendo del tipo de medio de cultivo
basal empleado e indicaron que la formacion de callos
estuvo influenciada por el genotipo, medio de cultivo
y el tipo de explante asi como también por sus
interacciones. Rachmawati y Anzai (2006) obtuvieron
los mayores valores en la formacion de callos cuando
emplearon 9.05 uyM de 2,4-D y un medio de cultivo
MS modificado. Estos mismos autores sefalan que
el indice de crecimiento y la calidad de los callos
fueron dependientes del medio de cultivo empleado
y del genotipo.

Segun Ogawa (1999) en la composicion del medio
de cultivo, el nutriente, particularmente la fuente
de nitrogeno, afecta la formacion de callos en
monocotiledéoneas. El medio de cultivo MS
modificado comparado con el medio de cultivo
Nitsch modificado tiene una mayor concentracién
de nitratos, tales diferencias pudieron causar las
diferencias encontradas en la respuesta de los
explantes a la formacion de callos (Leifert et al.,
1995).

Segun Parrot (2002), la concentracion de reguladores
de crecimiento, el tipo de explante inicial, asi como
el estado fisiologico y los niveles de diferenciacion y
polarizacion del tejido que compone el explante son
algunos de los factores que favorecen o dificultan la
formacion de callos.

En esta investigacion se demostré que es posible
emplear secciones foliares de plantas in vitro para
formar callos en Anthurium andraeanum variedad
‘Lambada’ en el medio de cultivo MS modificado y
2,4-D.
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