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RESUMEN

Dieffenbachia picta es una aracea ornamental de follaje con alto valor comercial. Con el propésito de lograr un protocolo
de micropropagacion se desarrollaron experimentos en la etapa de establecimiento, multiplicacion y adaptacion ex vitro.
Se determind que las yemas axilares inactivas son adecuadas como explante segun su porcentaje de contaminacion,
supervivencia y crecimiento. El establecimiento de estas yemas resulté efectivo a los 120 dias con combinaciones de
BAP (0.5 y 1.0 mg.I'") y AIA (0.1 y 1.9 mg.I'"). La multiplicacion se obtuvo en el segundo subcultivo con alto nivel de
citoquinina (16 mg.lI"" de 2iP) y decapitacion de los explantes. Los brotes enraizaron en la fase Il y se adaptaron
adecuadamente a las condiciones ex vitro.
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ABSTRACT

Dieffenbachia picta is an ornamental aroid of foliage with high commercial value. With the purpose of achieving a
micropropagation protocol, experiments were developed in the establishment stage, multiplication and adaptation ex
vitro. It was determined that the inactive axillary buds are adapted as explant according to their percentage of contamination,
survival and growth. The establishment of these buds was effective to the 120 days with combinations of BAP (0.5 and 1.0
mg.I"") and AIA (0.1 and 1.9 mg.I""). The multiplication was obtained in the second reculture with high citoquinina level (16.
mg.I"" of 2iP) and tipped of the explants. The shoots took root in the phase Il and they adapted appropriately to the
conditions ex vitro.
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INTRODUCCION axénicos (Brunner et al., 1995; Zenkteler et al., 1997;
Paek et al., 1998). No obstante, existen algunos
trabajos con éxito en la micropropagacién de varias
especies y cultivares del género Dieffenbachia. En ellos
se sefiala el cultivo de apices y yemas axilares de
reducido tamafio para inducir brotes multiples (Knauss,
1976; Taylor y Knauss, 1978; Voyiatzi y Voyiatzis,
1989; Maity et al., 1994).

Las plantas de la familia Araceae son ampliamente
cultivadas por el valor ornamental de su follaje y de
sus flores. Algunas de sus especies ocupan lugares
importantes en la industria de plantas ornamentales
(Jones, 1986; Matsumoto y Kuehnle, 1997). En esta
familia se destaca el género Dieffenbachia al cual
pertenecen especies cultivadas extensivamente, en

especial, D. picta cv. ‘Exotica’ o ‘Perfection’ (Conover,
1998).

En los inicios de su propagacién comercial, el género
fue afectado por virus, hongos y bacterias sistémicas
causantes de enfermedades en las plantaciones que
conllevaron a considerables pérdidas econémicas. Este
hecho propicié la aplicacidon de las técnicas
biotecnolégicas para lograr el saneamiento y
multiplicacién rapida de este tipo de plantas (Zettler y
Hartman, 1987).

Los contaminantes enddgenos aparecen en el cultivo
in vitro lo cual hace dificil la obtencién de explantes

El objetivo del presente trabajo fue lograr la
micropropagacion de Dieffenbachia picta a través del
estudio de algunos aspectos que determinan su cultivo
in vitro.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal, medios de cultivo, condiciones
de crecimiento y analisis estadistico de los

resultados

Se utilizaron plantas de Dieffenbachia picta Schott
mantenidas bajo condiciones semicontroladas en casa
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de cultivo. ElI medio base para todos los experimentos
estuvo compuesto por las Sales Murashige y_1Skoog
(1962), mio-inositol 100.0 mg.I", tiamina 0.4 mg.| ', &cido
nicotinico (0.5 mg.I"), piridoxina HCI (0.5 mg.I"), glicina
(2.0 mg.I'"), sacarosa 30.0 g.I", y agar 7.0 g.I'" segun
Knauss (1976). Los cultivos se mantuvieron a 25+27° C
de temperatura, fotoperiodo de 16 horas luz y 8 de
oscuridad, iluminacién de 3000 lux (37.5 pmol.m2.s™).
El analisis estadistico se realizé con el Programa
Statgraphics Plus version 2.1. Se utilizé la Prueba LSD
(Minima Diferencia Significativa) para la comparacién
multiple de medias con p<0.05. Los datos expresados
en porcentaje se transformaron con la expresion
2xarcoseno(\/(n/ 100)) para su procesamiento.

Desinfeccion de los explantes

Se evalué el efecto del Hipoclorito de calcio (2.0% p/v)
a tres tiempos de exposicion: 15, 20 y 25 minutos, en
tres tipos de explante: apices caulinares, yemas
axilares activas (brotadas) y yemas axilares inactivas.
Se extrajeron los apices y yemas de 3-4 mm, se
colocaron en tubos de ensayo con medio base mas
BAP (bencilaminopurina) 0.1 mg.I"" y AlA (acido-3-
indolacético) 0.1 mg.I", segun Knauss (1976). Los
parametros evaluados fueron el porcentaje de
contaminaciéon a los 3 y 7 dias y el porcentaje de
explantes necroticos a los 7 dias.

Seleccidon del tamaio del explante inicial

Se utilizaron yemas axilares inactivas como explante.
La desinfeccion se hizo con Hipoclorito de calcio (2.0%
p/v), 20 minutos. Se evaluaron tres tamanos de
explante. 1-2 mm, 3-4 mmy 5-6 mm. Se empled medio
base mas BAP (0.1 mg.I"") y AIA (0.1 mg.I"). Se
asignaron 20 explantes por tratamiento. Los parametros
evaluados fueron el porcentaje de contaminacién y el
de necrosis a los 3, 30 y 60 dias. A los 60 dias se
realizd un test en Agar nutriente segun Borras et al.,
(1996) para detectar contaminacién endégena.

Evaluacion del BAP y AIA en el desarrollo de
yemas axilares inactivas

Se emplearon yemas axilares inactivas de 3-4 mm. La
desinfeccion se realizo igual que en el epigrafe anterior.
Se evaluaron cuatro concentraciones de BAP (0, 0.5,
1.0y 1.5 mg.I'"), cuatro de AIA (0, 0.1, 1.0, 1.9 mg.I"")
y sus combinaciones. Se realizd una evaluacién a los
120 dias del porcentaje de supervivencia, longitud del
brote y niumero de hojas. Los explantes se
subcultivaron cada 30 dias.

Evaluacion de las combinaciones del 2iP (2-
isopentiladenina) y el AIA en la induccién de
brotes axilares

Se utilizaron como explantes brotes provenientes de
yemas axilares inactivas. Se evaluaron cuatro
concentraciones de 2iP (0, 8.0, 16.0 y 24.0 mg.I'")
combinadas con AIA (0 y 2.0 mg.I'"). A los 30 dias
(subcultivo 1) se evalud el nUmero de brotes por explante
y cada brote inicial se decapité. Las siguientes
evaluaciones y subcultivos se realizaron cada 30 dias
hasta llegar a cuatro subcultivos. Se evalué el nimero
de brotes por explante y éstos se seccionaron segun
el tamafio para determinar cuantos explantes podian
obtenerse a partir de uno (coeficiente de multiplicacion).

Comparacion de dos tamaios de vitroplantas en
la adaptacion a las condiciones ex vitro

Se utilizaron brotes con raices que crecian en medios
de cultivo de multiplicacién. Estos se distribuyeron en
dos grupos segun su tamafio: 1.3-1.8 cm y 2-3.5 cm.
El experimento se basé en comparar el crecimiento y
desarrollo de estos dos grupos de vitroplantas bajo
condiciones ex vitro. Se determind, ademas de la
longitud del tallo, el nimero de hojas y el nimero de
raices, datos que constituyeron los valores iniciales del
experimento. Las vitroplantas se sembraron en
recipientes plasticos que contenian un sustrato
compuesto por una mezcla de cachaza + zeolita (1:1
v/v) el cual se esterilizé previamente en estufa a 180°C
durante dos horas. Se colocaron bajo cobertores en
forma de tunel, dentro de una casa protegida por malla
de sombreo (70.0%). El riego se realiz6 por
microaspersion con 60 segundos de riego cada 30
minutos de intervalo durante las primeras dos semanas;
después de este tiempo, durante 10 minutos dos veces
al dia. Alos 45 dias se evaluaron los mismos parametros
iniciales y se determiné el incremento.

RESULTADOS Y DISCUSION
Desinfeccion de los explantes

Los explantes de apices y yemas axilares en crecimiento
activo presentaron 100.0% de contaminacion a los tres
dias de cultivo en las tres variantes de tiempos de
exposicion al hipoclorito de calcio (2.0%). Este hecho
indicé que estos explantes estaban altamente
expuestos a la contaminacioén por bacterias las cuales
existen en las plantas donadoras sin provocar sintomas
de infeccion pero que resultan perjudiciales en el cultivo
in vitro.

Las yemas axilares inactivas presentaron menores
porcentajes de contaminacion (Tabla 1). Esto puede
ser consecuencia de su escasa comunicacion con la
corriente de savia que porta los microorganismos
sistémicos. En este sentido, algunos autores plantean
que las yemas laterales tienen poco desarrolladas las
conexiones vasculares de los elementos del xilema y



el floema lo cual las mantiene practicamente
aisladas del flujo circulatorio que ocurre en el tallo
principal, mientras que, el meristemo apical, es una
region de gran actividad metabdlica que recibe
sustancias de todas partes de la planta (Vazquez y
Torres, 1995). Segun Barceld (1992), esta falta de
conexién puede estar determinada por el flujo de
auxinas procedente de la yema apical que ejerce un
efecto inhibitorio en la diferenciacion del tejido
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vascular. En adicion, las auxinas producidas por el
apice pueden controlar la direccién en la que se
transportan los nutrientes y los demas factores que
determinan el crecimiento del apice en detrimento de
las yemas laterales. En estas yemas no se presentaron
explantes muertos en los tres tiempos de desinfeccion
evaluados a los 7 dias lo cual indicé que la exposicidn
al desinfectante no causo dafios al tejido interno de los
explantes.

Tabla 1. Respuesta de yemas axilares inactivas de Dieffenbachia picta a tres tiempos de

desinfeccion con hipoclorito de calcio (2% p/v).

Tiempo de desinfeccidon

Contaminacién microbiana (%)

(minutos) 3 dias 7 dias
15 35 40
20 25 30
25 20 30
ESX(%) 0.04 ns 0.06 ns

ns = no significativo (p<0.05; LSD). ES = error estandar.

Seleccion del tamaiio de los explantes

Al analizar el porcentaje de contaminacién después
de tres dias de cultivo, se observé que se incrementé
al aumentar el tamafo del explante. En todos los
casos los contaminantes fueron bacterianos. A los
30 dias, en los dos grupos de explantes de mayor
tamafio, aumentd la contaminacién y fue mas notable

en los de 5-6 mm. Estos valores se mantuvieron
hasta los 60 dias y existieron diferencias
significativas entre ellos. El test que se realizé a los
explantes aparentemente sanos mostré que los
explantes mas grandes contenian bacterias en su
totalidad y que la reduccién del tamafio propicio la
disminucion del nimero de explantes contaminados
(Tabla 2).

Tabla 2. Porcentaje de contaminacién microbiana y de necrosis en tres tamafios de explante de yemas

axilares inactivas de Dieffenbachia picta.

Tamario de Contaminacion microbiana Necrosis (%)
explante (%) No. explantes 60 Explantes
(mm) dias Test + (%)
3 dias 30 dias 60 dias 30dias 60 dias
5-6 50 70 70 a 0 0b 6 100
3-4 20 30 30b 5 5b 13 231
1-2 5 5 5¢ 35 45 a 10 0
ESX(%) 0.23* 0.18*

* Medias con letras iguales no difieren significativamente (p<0.05; LSD).

Los resultados reflejaron que las bacterias endégenas
en Dieffenbachia picta no siempre se expresan en el
medio para el cultivo de las plantas. Es necesario
realizar pruebas con medios de cultivo especificos de
microorganismos debido a que algunas bacterias no
crecen bien en los medios para cultivo de plantas o
mantienen un crecimiento lento que les permite
permanecer latentes hasta después de algunas
semanas o meses de subcultivos (George, 1993; Reed
y Tanprasert, 1995). Resultados similares fueron
obtenidos por Knauss (1976) en Dieffenbachia picta
‘Perfection’ al utilizar yemas laterales y apices en los

cuales realizd un test con caldo nutriente y de 82
plantulas que no mostraban signos visibles de
contaminacion, 32 contenian bacterias y hongos.

El porcentaje de necrosis se incrementé a medida que
disminuy6 el tamafio de los explantes. El 45.0% de
pérdidas por muertes obtenido para 1-2 mm podria
considerarse aceptable porque estos explantes
presentan un nivel bajo de contaminacion. Sin embargo,
crecen lentamente de forma que a los 60 dias
presentaban un ligero crecimiento con relaciéon a su
tamanio inicial. En los otros dos grupos de explantes
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se observé crecimiento vigoroso y mas notable. El
balance de contaminacion, necrosis y crecimiento
indicd que los explantes de 3-4 mm fueron los mas
adecuados para el cultivo in vitro. La relacién directa
entre estos tres aspectos esta bien demostrada segun
Hartmann et al. (1990) y Pierik (1990). Sandoval y Mdller
(1985) plantearon que en Musa sp. al utilizar tamafos
de explante pequefios (1-2 mm) se minimizaba el
problema de infeccion del material; sin embargo,
después que el tejido adquiere cierto desarrollo detiene
su crecimiento, sin lograrse diferenciacion de plantulas.

Efecto del BAP y el AlA en el establecimiento de
las yemas axilares inactivas

Al analizar el efecto de las combinaciones evaluadas
resultd que en ausencia de reguladores del crecimiento
todos los explantes murieron y que en los tratamientos
con al menos uno de ellos hubo 100.0% de

supervivencia. Este resultado indicé que el contenido
interno de reguladores del crecimiento propio de las
yemas axilares inactivas no es suficiente para activar
su crecimiento aun después de separarlas de la
influencia del apice (dominancia apical). La tabla 3
muestra la respuesta inducida por los diferentes
tratamientos, analizados como interacciones con efecto
significativo en el analisis factorial de los datos. A los
120 dias la combinacién de BAP (1.0 mg.I"") mas AlA
(1.9 mg.I") presentd el mayor valor de longitud del brote
que no difirié significativamente de las combinaciones
de esa misma concentracién de BAP con el AlAa 0.1
y 1.0 mg.I"", ni con los tratamientos de 0.5 mg.I"' de
BAP mas el AIA 1 y 1.9 mg.I" respectivamente. El
mismo comportamiento se obtuvo en el nimero de hojas
pero con una mayor similitud entre las combinaciones
mencionadas. Los tratamientos de composicién
diferente a las sefialadas fueron significativamente
inferiores en los dos parametros evaluados.

Tabla 3. Efecto de la interaccion BAP-AIA en el crecimiento y desarrollo de yemas axilares inactivas de Dieffenbachia

picta.
Longitud del brote (cm) Numero de hojas
AIA (mg.I") AIA (mg.I™)
BAP BAP
(mg.l”") 0 0.1 1.0 1.9 (mg.l") 0 0.1 1.0 1.9
0 n 0.54 1.24 de 1.06 def 0 n Oe 10cde 0.6 de
05 146de 1.36de 204abc 2.26ab 0.5 160cd  1.60cd 2.80ab 3.20a
1.0 1.22de 2.08abc 238a 240 a 1.0 1.60cd  3.20a 280ab 3.20a
15 090ef 1.48cd 1.28de  1.54bcd 15 10cde  1.80bc  2.0bc 2.0bc
ESX() 0.40* ESX(x) 0.53*

* Medias con letras iguales no difieren significativamente (p<0.05; LSD).

N = necrosis

Los resultados obtenidos mostraron que para inducir
el desarrollo de yemas axilares inactivas es
necesario un balance auxina-citoquinina en el rango
de 0.5a1.0mg.I""de BAPy 0.1 a 1.9 mg.I""de AlA.
Al respecto, Tisserat (1991) y Hartman et al. (1990)
plantean que para el cultivo de apices y yemas
axilares se requieren niveles moderados de auxinas
y citoquininas, importantes para dirigir la respuesta
de desarrollo del propagulo. En Dieffenbachia picta
‘Perfection’ se han empleado niveles bajos de BAP
0 2iP (0.1 mg.I'") combinados con AIA (0.1 mg.I'")
para establecer apices y yemas axilares (Knauss,
1976). En las araceas el BAP se ha empleado con
igual propdsito (Scaramuzzi et al., 1992; Ramirez,
1994). Las yemas crecieron lentamente
independientemente de la superioridad de unos
tratamientos sobre otros; fueron necesarios 120 dias
para que desarrollaran brotes con un nivel de
crecimiento adecuado para transferirlos a medios de
cultivo de multiplicacion.

Evaluacion de las combinaciones del 2iP y el
AlA en la induccion de brotes axilares

La tabla 4 muestra el nUmero de brotes inducido por
las combinaciones de los diferentes niveles de 2iP
y AIA en cuatro subcultivos, dado que las
interacciones presentan un efecto significativo en el
analisis factorial.

La respuesta en el primer subcultivo fue una baja
proliferacién de brotes. Este comportamiento se
debié a la fuerte dominancia apical que ejerce el
apice y coincide con un crecimiento notable del
mismo en los tratamientos con citoquinina. La
decapitacion de los explantes permitié que en el
segundo subcultivo aumentara el nimero de brotes.
La combinacion de 16.0 mg.I""de 2iP mas 2.0 mg.l’
de AIA presentd el mayor niumero de brotes por
explante y el mayor coeficiente de multiplicacion
(Tablas 4 y 5). El hecho de que la concentracion



intermedia de 2iP (16.0 mg.l"") tuvo los maximos
valores y que con una menor 0 mayor concentracion
la respuesta fue significativamente inferior, indicé que
la especie en estudio responde a niveles altos de
citoquinina para la brotacién axilar pero que 24.0 mg. |
resulta un nivel excesivo.
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En el tercer subcultivo la proliferacion de nuevos brotes
axilares y los coeficientes de multiplicacion se redujeron
(Tabla 4 y 5). Este comportamiento se mantuvo en el
cuarto subcultivo. Los brotes mas desarrollados
volvieron a dominar aunque con menor fuerza por el
efecto de la alta concentracién de citoquinina.

Tabla 4. Efecto de la interacciéon 2iP-AlA en la induccién de brotes axilares en Dieffenbachia picta.

Combinacion (mg.I™)

Numero de subcultivos

2iP AlA 1 2 3 4
0 0 0.06 bc 0.26 e 140 a 147 a
0 2 Oc 0.20 e 0.66 b 0.86 b
8 0 0.20 bc 1.66 cd 1.36 a 1.36 ab
8 2 0.13 ab 1.53d 1.26 a 1.26 ab
16 0 0.46 ab 240b 1.60 a 1.53 a
16 2 0.86 a 3.20 a 1.50 a 1.36 a
24 0 0.40 bc 2.26 be 1.46 a 1.31ab
24 2 0.46 ab 2.33b 1.29a 1.29 ab
ESX(%) 0.05* 0.11* 0.04* 0.03*

* Medias con letras iguales no difieren significativamente (p<0.05; LSD).

Tabla 5. Efecto de la interaccion 2iP-AlIA en el coeficiente de multiplicacion de los brotes de Dieffenbachia picta.

Combinacién (mg.I™)

Numero de subcultivos

2iP AIA 2 3 4
0 0 1.0d 1.10 b 1.05 ab
0 2 1.0d 1.0b 1.0 ab
8 0 1.26 cd 1.0b 1.15ab
8 2 1.13d 1.0b 1.21ab
16 0 1.73 be 1.10 b 1.18a
16 2 2.80a 1.33a 1.10 ab
24 0 1.66 bc 1.11b 1.10 ab
24 2 1.80 b 1.0 1.0b
ESX(+) 0.07* 0.02* 0.02*

* Medias con letras iguales no difieren significativamente (p<0.05; LSD).

El hecho de que la brotacién obtenida proviene de
las yemas axilares preexistentes explica la reduccion
en el numero de brotes después de dos subcultivos
porque la mayoria de las yemas crecieron hasta
formar brotes y es necesario entonces que se formen
nuevas yemas. Estos resultados fueron similares a
los obtenidos por Voyiatzi y Voyiatzis (1989) con el
cultivar ‘Marianna’ de Dieffenbachia exotica en el cual
los brotes de yemas axilares se decapitaron para
obtener brotacion. En este caso la combinacion de
2iP (16.0 mg.I"") mas AlA (2.0 mg.I"") indujo el mayor
numero de brotes en el tercer subcultivo y se
presenté una disminucién drastica en el cuarto
subcultivo hasta un valor cercano a cero. Ademas,
Maity et al. (1994) al cultivar D. picta ‘Exotica’
realizaron sélo dos subcultivos en la multiplicacién.

Comparacioén de dos tamaios de vitroplantas en
la aclimatizacién

Las vitroplantas cultivadas durante 45 dias en
condiciones ex vitro presentaron 100% de
supervivencia independientemente de su tamafio. Se
observé que estas plantulas poseian un color verde
intenso, hojas erectas y turgentes con la coloracién
tipica de la especie. No se observaron plantas con
malformaciones o cambios en su patrén de
coloracion ni afectaciones por plagas o
enfermedades.

Los resultados de la evaluacién del crecimiento y
desarrollo de las vitroplantas se muestran en la tabla
6. El analisis estadistico realizado a los valores del
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incremento de los parametros evaluados alos O y
45 dias, reflejé que en cuanto a la altura de la planta
las vitroplantas de mayor tamano fueron

significativamente superiores. En el nimero de hojas y
el numero de raices no existieron diferencias
significativas.

Tabla 6. Respuesta a la aclimatizacion de vitroplantas de Dieffenbachia picta de dos tamafos diferentes.

Tamafio de las Longitud del tallo (cm)

Numero de hojas Numero de raices

vitroplantas (cm)

| F F-l | F F-I | F F-l
2.0-3.5 223  3.82 159a 465 642 177 315 647  3.32
1.3-1.8 161 293 131b 395 542 157 267 472 255
ESX(x) 0.04* 0.15ns 0.63n:

l-inicial, F- final (45 dias), F-I — incremento

* Medias con letras iguales no difieren significativamente (p<0.05; LSD) ns = no significativo

La favorable respuesta de las vitroplantas a la
transferencia directa desde el medio de cultivo de
multiplicacion hacia el ambiente ex vitro demostraron
la factibilidad de la adaptacion ex vitro en esta especie
sin necesidad de una preparacion in vitro o una fase lIl.
El éxito de esta forma de aclimatizacién estuvo en las
condiciones bajo las cuales se mantuvieron las plantas.
En primer lugar, un sustrato con buenas propiedades
de aireacion, drenaje y contenido nutritivo como la
mezcla cachaza-zeolita; humedad adecuada
garantizada por la frecuencia y tipo de riego asi como
por los cobertores de tunel; iluminacién moderada a
través de una malla de sombreo.

Estos resultados coincidieron con los trabajos sobre
aclimatizacion de Dieffenbachia en los cuales se
plantea la eliminacion de la etapa de enraizamiento in
vitro debido a que los explantes desarrollan raices en
el medio de multiplicacion o directamente en sustratos
compuestos por suelo, medios organicos y minerales
(Taylor y Knauss, 1978; Voyatzi y Voyatzis, 1989; Maity
et al., 1994). Las condiciones que utilizaron estos
autores fueron muy similares a las del presente
experimento.
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