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RESUMEN GENERAL

La produccion de ornamentales en Morelos se estima en 3000 ha con un valor de la
produccion de 61,538 doélares por ha/afio; el filodendro es una de las especies que figuran
dentro de las mas importantes; el precio de venta varia de 0.44 a 0.56 dolares en etapa
de plantula en contenedores de 72, 98 y 128 cavidades; mientras que en maceta oscila
entre los 1.8 a 6.2 ddlares, de acuerdo a los puntos de venta y tamafo de la planta. La
mayoria de plantas del género filodendro comercializadas, son propagadas mediante
cultivo de tejidos in vitro. El cultivo in vitro es una técnica de reproduccion asexual en
condiciones asépticas, que utiliza la capacidad de cada célula vegetal para generar
individuos genéticamente iguales. La produccion de plantas ornamentales ha
empleado esta técnica para multiplicar plantas con alto grado de uniformidad y
sanidad. El objetivo general de la presente investigacion fue establecer el protocolo de
propagacion in vitro de filodendro xanadu, durante las diferentes fases del cultivo in
vitro, desde el establecimiento del cultivo aséptico con el empleo de productos
sanitizantes, composicion del medio de cultivo, reguladores del crecimiento, agentes
gelificantes y mezclas de sustratos durante la aclimatacion. Para cumplir con el
objetivo general y lograr la micropropagacion exitosa y rentable de filodendro xanadu,
fueron desarrollados protocolos para las diferentes fases del cultivo in vitro: el
establecimiento del cultivo aséptico, mediante el tratamiento fitosanitario de plantas
madre donantes de explantes; fase de mutiplicacion de brotes, donde se estudiaron
medios de cultivo suplementados con ocho concentraciones de benciladenina; para el
crecimiento de brotes se evaluaron medios de cultivo modificados en relacion y
concentracion nutrimental; también se estudié el empleo de agentes gelificantes
alternativos al agar; se estudio el enraizamiento de brotes con acido 3-indolbutirico y
acido 3-indolacético; finalmente, se estudiaron nueve mezclas de sustratos durante
el periodo de aclimatacion. Como material vegetal se utilizaron plantulas de filodendro
xanadu obtenidas por cultivo de tejidos. El medio de cultivo empleado fue el Murashige
y Skoog (MS:1962). El establecimiento in vitro se logré en forma exitosa con la accion

conjunta de los productos sanitizantes en el tratamiento de plantas madre y la adicion

vii



de nanoparticulas de plata al medio de cultivo por siete dias, generando el 100 % de
explantes asépticos. Durante la fase de multiplicacién, la tasa de multiplicacion mas
alta fue de 4 brotes a los 63 dias y se obtuvo en el medio de cultivo suplementado con
3 mg L1 de benciladenina. Durante la fase de crecimiento de brotes, el medio de cultivo
7 preparado con fertilizantes comerciales grado no reactivo (14, 0.75, 5.25, 8.27, 7y 4.73
me L) y medio 2 (10, 1.25, 8.75, 7, 9y 4 me L) de NOz, H2POgs, SO4%, K*, Ca?*y
Mg?*, microelementos Fe, 5; B, 0.5; Mn, 0.5; Zn, 0.05; Cu, 0.045y Mo, 0.01 me L%,y
vitaminas del medio MS, permitieron el crecimiento in vitro con la misma o mayor eficiencia
gue el medio de cultivo convencional MS (1962). Durante la evaluacion de agentes
gelificantes, el medio de cultivo solidificado con Phytagel a 1.5 g L tuvo mayor efecto
positivo en el crecimiento de las plantas, donde se obtuvieron en promedio plantas con
altura de 3.3 cm, con 7.6 hojas, 1.2 raices con 12.4 cm de longitud y con mas clorofila
(40.6 unidades spad), por consiguiente, se consideré como el producto mas apropiado
para sustituir del agar y ademas es de menor costo ($ 0.9 por litro de medio de cultivo).
En la fase de enraizamiento, se observé que el 6ptimo enraizamiento ocurrio a los 17
dias en el medio de cultivo suplementado con 0.5 mg L* de acido 3-indolbutirico,
donde se obtuvieron 6.6 raices con 6 cm de longitud, asi como plantas de 4.1 cm con
9.8 hojas y con mas clorofila (36.6 unidades spad). Finalmente, durante la aclimatacién
de brotes, las plantas fueron aclimatadas en forma exitosa al 100 % en condiciones de
invernadero en una mezcla de sustratos compuesta por ocochal molido 70 %, polvo
de coco 10 %, turba 10 % y agrolita 10 %, donde esta mezcla presentd mejores
cualidades para la aclimatacién al promover una respuesta de inicio de crecimiento
mas rapida y generar plantas de mayor altura, nimero de hojas, diametro de tallo,

contenido relativo de clorofila y nUmero de raices.

Palabras clave: filodendro xanadu, propagacion in vitro, reguladores de crecimiento,

nutricion vegetal in vitro, aclimatacion.
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GENERAL SUMMARY

The production of ornamentals in Morelos is estimated at 3,000 ha with a production
value of $ 61,538 per ha / year; the philodendron is one of the species that appears
within the most important; the sale price varies from 0.44 to 0.56 dollars at the seedling
stage in containers of 72, 98 and 128 cavities; while in pot it ranges from 1.8 to 6.2
dollars, according to the points of sale and size of the plant. Most of the commercialized
philodendron plants are propagated by in vitro tissue culture. In vitro culture is an
asexual reproduction technique under aseptic conditions, which exploits the capacity
of each plant cell to generate genetically identical individuals. The production of
ornamental plants has used this technique to multiply plants with a high degree of
uniformity and health. The general objective of this research was to establish the in
vitro propagation protocol of philodendron xanadu, during the different phases of in vitro
culture, from the establishment of aseptic culture with the use of sanitizing products,
composition of the culture medium, growth regulators, gelling agents and substrate
mixtures during acclimatization. To meet the general objective and achieve the
successful and profitable micropropagation of philodendron xanadu, protocols were
developed for the different phases of in vitro culture, such as the establishment of
aseptic culture, through the phytosanitary treatment of explant donor mother plants;
shoot multiplication phase where culture media supplemented with eight
concentrations of benzyladenine were studied; for the growth of shoots, modified
culture media were evaluated in relation and nutrient concentration; the use of
alternative gelling agents to agar was also studied; likewise, the rooting of shoots was
studied with 3-indolebutyric acid and 3-indoleacetic acid; finally, nine substrate mixtures
were studied during the acclimatization period. Philodendron xanadu seedlings
obtained by tissue culture were used as plant material. The culture medium used was
Murashige and Skoog (MS: 1962). The in vitro establishment was successfully
achieved with the joint action of sanitizing products in the treatment of mother plants
and the addition of silver nanoparticles to the culture medium for seven days,

generating 100% aseptic explants. During the multiplication phase, the highest



multiplication rate was 4 shoots at 63 days and was obtained in the culture medium
supplemented with 3 mg L of benzyladenine. During the shoot growth phase, culture
medium 7 prepared with commercial grade non-reactive fertilizers (14, 0.75, 5.25, 8.27,
7 and 4.73 me L) and medium 2 (10, 1.25, 8.75, 7, 9 and 4 me L) of NOs", H2POu’,
S04, K*, Ca?* y Mg?*, microelements Fe, 5; B, 0.5; Mn, 0.5; Zn, 0.05; Cu, 0.045 y Mo,
0.01 me L, and vitamins of the MS medium allowed in vitro growth with the same or
greater efficiency than the conventional MS culture medium (1962). During the
evaluation of gelling agents, the culture medium solidified with Phytagel at 1.5 g L'! had
a greater positive effect on plant growth, where plants with a height of 3.3 cm with 7.6
leaves, 1.2 roots with 12.4 cm in length were obtained and with more chlorophyll (40.6
spad units), as well as the lower cost of the gelling product ($ 0.9 per liter of culture
medium), consequently, it was considered the most appropriate product to replace agar
and is also less costly. In the rooting phase, it was observed that optimal rooting
occurred at 17 days in the culture medium supplemented with 0.5 mg L of 3-indole
butyric acid, where 6.6 roots were obtained with 6 cm in length, as well as plants of 4.1
cm with 9.8 leaves and more chlorophyll (36.6 spad units). Finally, during the
acclimatization of shoots, the plants were successfully acclimatized to 100% in
greenhouse conditions in a mixture of substrates composed of 70 % ground ochochal,
10 % coconut powder, 10 % peat and 10 % agrolite, where it is the mixture presented
better qualities for acclimatization by promoting a faster growth initiation response and
generating taller plants, number of leaves, stem diameter, relative chlorophyll content

and number of roots.

Key words: philodendron xanadu, in vitro propagation, growth regulators, in vitro plant

nutrition, acclimatization.



INTRODUCCION GENERAL

Philodendron es el segundo género mas grande de la familia Araceae, con 480
especies, exclusivamente neotropicales. La variabilidad morfologica que existe entre
las distintas especies, los cultivares recientemente desarrollados y su habito de
crecimiento hace que los cultivares de filodendro sean utilizados como plantas
ornamentales para escritorio, cestas colgantes, tétems o plantas de piso. El filodendro
es una planta con alto precio de venta; sin embargo, en México no se dispone de
suficiente material vegetal para los productores de esta planta ornamental.

El flodendro es una de las especies ornamentales mas importantes cultivadas en el
estado de Morelos, donde se produce una amplia variedad de ésta. La propagacion de
plantas para cultivo en vivero generalmente se realiza mediante semillas, esquejes,
estacas, hijuelos, entre otros; sin embargo, para la propagacion de filodendro xanadu
estos métodos de propagacion resultan lentos e inconsistentes. El filodendro xanadu
se propaga in vitro con éxito, al igual que otras especies de este género. Ademas, esta
técnica de propagacion vegetal ofrece provision de plantas de alta calidad y sanidad

con la periodicidad deseable.

Para iniciar los cultivos in vitro existe un problema serio con agentes contaminantes,
pues éstos compiten ventajosamente con las plantas por los nutrimentos del medio de
cultivo y terminan por matar los tejidos. Por lo tanto, resulta necesario desarrollar
protocolos eficientes de desinfeccion de explantes que eliminen los microorganismos

exogenos.

Actualmente se han propuesto distintos protocolos para la micropropagacion de algunas
especies del género Philodendron, que incluyen desde el establecimiento del cultivo
aseptico, multiplicacion y enraizamiento, donde el medio de cultivo mas utilizado es el
MS (Murashige & Skoog, 1962), por los buenos resultados que ha presentado en la
micropropagacion de diversas especies, no obstante, para algunas especies el medio

MS se ha considerado inadecuado.



La formulacion del medio de cultivo adecuada es esencial para el éxito en la propagacion
in vitro dado que éste suministra los nutrientes necesarios (minerales, vitaminas,
reguladores del crecimiento, entre otros) para el desarrollo apropiado de la planta; por
lo que el medio debe prepararse con la cantidad de nutrientes necesaria para satisfacer
los requerimientos de cada especie. La formulacién nutrimental propuesta por Steiner
(1984) sefala que las caracteristicas quimicas de una solucion nutritiva, tales como: la
relacion mutua de cationes, la relacion mutua de aniones, la concentracion idnica total,
la conductividad eléctrica y el pH, tienen alto efecto en el crecimiento, rendimiento y
calidad de las plantas. Estas caracteristicas también se presentan en los medios de
cultivo que se preparan para la propagacion in vitro, que podria considerarse también

como una modalidad de hidroponia, pero en condiciones asépticas.

Los medios de cultivo aportan los compuestos nutricionales necesarios para promover
el crecimiento de los tejidos vegetales establecidos in vitro, asi como, dar sostén a los
explantes, por lo que la respuesta morfogénica depende sustancialmente de la
composicion del medio de cultivo y el agente gelificante empleado. Se conocen como
agentes gelificantes a los componentes del medio de cultivo que se utilizan para que
éste permanezca en un estado semisolido y proporcione sostén al explante. Uno de
estos es el agar, el agente gelificante mas utilizado en el cultivo in vitro debido a sus
propiedades fisico-quimicas, pero es el componente mas caro en la preparacion del
medio de cultivo, ya que representa un 70% del costo total del medio, elevando asi los
precios. La propagacion in vitro de filodendro se realiza utilizando preferentemente agar
bacteriolégico y pocas veces se usa otro tipo de compuestos como phytagel y

carragenos.

Las plantas obtenidas por micropropagacion deben pasar por una etapa de
aclimatacion antes de ser establecidas en un sitio definitivo, esta etapa es considerada
critica por el estrés al que se someten las plantas debido a diversos factores. El
sustrato es considerado uno de los factores mas importantes en el establecimiento y
crecimiento de plantulas, por lo que es importante definir en la mayoria de los casos

una mezcla de componentes que satisfagan este criterio.



Con base en la importancia del filodendro, esta investigacion se realiz6 con el objetivo
de generar un protocolo de propagacion desde la preparacion del material madre hasta
la obtencién de plantulas aclimatadas, asi como emplear técnicas e insumos que
disminuyan los costos de produccion y hagan mas eficiente esta técnica de

propagacion.

OBJETIVO GENERAL

Establecer el protocolo de propagacion in vitro de filodendro xanadu, durante las
diferentes fases del cultivo in vitro: desde el establecimiento del cultivo aséptico con el
empleo de productos sanitizantes, composicion del medio de cultivo, reguladores del

crecimiento, agentes gelificantes y mezclas de sustratos durante la aclimatacion.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar el efecto de seis productos comerciales para el pretratamiento de plantas

madre que permitan el establecimiento aséptico de los explantes aislados in vitro.

2. Evaluar el efecto de nueve concentraciones de 6-benciladenina para promover la

multiplicacion de brotes.

3. Determinar el efecto de la relacion de nutrimentos y concentracion de la solucion

nutrimental en el medio de cultivo sobre el crecimiento de brotes.

4. Evaluar medios de soporte alternativos al agar en el crecimiento de filodendro

xanadu.

5. Evaluar la concentracion de dos auxinas para determinar la mas adecuada para el

enraizamiento de brotes.

6. Evaluar durante el periodo de aclimatacion el efecto de cinco mezclas de sustratos
en el crecimiento de plantas de filodendro xanadu obtenidas mediante propagacién in

vitro.



HIPOTESIS

[ERN

. El pretratamiento de plantas madre con la aplicacion de Cuprimicin 100® y

Prozycar® generard el mejor resultado en el establecimiento del cultivo aséptico.

2. La concentracion 6ptima de benciladenina para la multiplicacion de brotes sera de
3mglL™

3. Al menos una relacion y concentracién de nutrimentos en el medio de cultivo

producira igual o mejor crecimiento de brotes que el medio de cultivo MS (1962).

4. Al menos un agente gelificante serd una buena alternativa para el crecimiento de

brotes de filodendro y tendrd un menor costo.

5. El acido 3-indolbutirico (AIB) en concentracion de 0.5 mg L' generard mejores
resultados de enraizamiento de brotes.

6. La mezcla de sustratos compuesta por ocochal molido, polvo de coco, turba y
vermiculita en proporcién 7:1:1:1, serd la mas adecuada para el crecimiento de

plantas de filodendro xanadu durante la aclimatacién

Para cumplir con el objetivo general y objetivos particulares anteriores, se desarrollo

la presente investigacion, misma que se organizo6 en los seis capitulos siguientes:



CAPITULO 1. ESTABLECIMIENTO DEL CULTIVO ASEPTICO IN VITRO DE
FILODENDRO XANADU

Moisés Lara-Ascencio!, Maria Andrade-Rodriguez'*, Héctor Sotelo-Nava?!, Oscar
Gabriel Villegas-Torres?, Dagoberto Guillén-Sanchez?!, Porfirio Juarez-Lopez?, Teresa

de JesUs Rodriguez-Rojas?, José Luis Viveros-Ceballos?.

Posgrado en Ciencias Agropecuarias y Desarrollo Rural. Facultad de Ciencias
Agropecuarias. °Centro de Investigaciones Quimicas. Universidad Auténoma del Estado

de Morelos, Av. Universidad 1001. 62209. Col. Chamilpa, Cuernavaca, Morelos. México.

*Autor para correspondencia: maria.andrade@uaem.mx

RESUMEN

El filodendro es una planta con alto precio de venta; sin embargo, en México no se dispone
de suficiente material vegetal para los productores de este ornamental. Por lo tanto, el
objetivo de esta investigacion fue establecer el cultivo aséptico in vitro de filodendro; para
ello, se evalud el efecto de productos fungicidas y bactericidas aplicados a partir del
trasplante de plantas madre hasta la produccién y cosecha de explantes (brotes axilares)
para el establecimiento in vitro. Se efectuaron dos experimentos utilizando el medio de
cultivo Murashige y Skoog (MS,1962), en el segundo se adicionaron hanopatrticulas de plata
(NPsAg) al medio de cultivo. Ambos experimentos se establecieron en un disefio
experimental completamente al azar. Se observd que con la accion conjunta de los
productos sanitizantes en el tratamiento de plantas madre y en el proceso de desinfeccion,
asi como la adicién de NPsAg al medio de cultivo se logro establecer el cultivo aséptico de
filodendro. El Agry-Gent Plus 5000® 2 g L't mas Prozycar® 2 g L%, en el tratamiento de
plantas madre, fueron los que generaron la mayor asepsia de explantes (25.71 %) en el
primer establecimiento in vitro; mientras que, en el segundo experimento, los mismos

productos mas la adicion de NPsAg al medio de cultivo por siete dias, generaron el 100 %
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de explantes aseépticos. Los agentes contaminantes identificados fueron levaduras,

Aspergillus sp. y Penicillium sp.

Palabras clave: Philodendron, sanitizantes, vitro patégenos, asepsia,

micropropagacion.

SUMMARY

The philodendro is a plant with a high sale price, however, in Mexico there is not enough
plant material available for the producers of this ornamental. Therefore, the objective
of this research was to establish the in vitro aseptic culture of philodendro; for this the
effect of fungicides and bactericides applied from the transplantation of mother plants
to the production and harvest of explants (axillary shoots) for in vitro establishment was
evaluated. Two experiments were carried out using the culture medium Murashige and
Skoog (MS, 1962), in the second, silver nanoparticles (AgNPs) were added to the
culture medium. Both experiments were established in a completely randomized
experimental design. It was observed that with the joint action of the sanitizing products
in the treatment of mother plants and in the disinfection process, as well as the addition
of AgNPs to the culture medium, it was possible to establish the aseptic culture of
philodendro. The Agry-Gent Plus 5000° 2 g L plus Prozycar® 2 g L in the treatment
of mother plants were those that generated the highest aseptic explants (25.71 %) in
the first in vitro establishment; while, in the second experiment, the same products plus
the addition of AgNPs to the culture medium for seven days generated 100 % aseptic

explants. The pollutants identified were yeasts, Aspergillus sp. and Penicillium sp.

Key words: Philodendron, sanitizers, vitro pathogens, asepsis, micropropagation.

INTRODUCCION

Philodendron es el segundo género mas grande de la familia Araceae, con 480
especies, exclusivamente neotropicales (Boyce y Croat, 2014). La variabilidad

morfolégica que existe entre las distintas especies, los cultivares recientemente



desarrollados y su habito de crecimiento hace que los cultivares de filodendro sean
utilizados como plantas ornamentales para escritorio, cestas colgantes, tétems o
plantas de piso (McConnell et al., 2003). En México se han registrado siete especies
endémicas distribuidas en las zonas tropicales de los estados de Veracruz, Chiapas y

Oaxaca (Acebey y Kromer, 2008).

La produccion de ornamentales en Morelos se estima en 3000 ha con un valor de la
produccion de 61,538 dolares por ha/afio; el filodendro es una de las especies que figuran
dentro de las mas importantes (Ramirez-Rojas et al., 2016); el precio de venta varia de
0.44 a 0.56 ddlares en etapa de plantula en contenedores de 72, 98 y 128 cavidades;
mientras que en maceta oscila entre los 1.8 a 6.2 ddlares, de acuerdo a los puntos de
venta y tamafio de la planta.

El cultivo in vitro es una técnica de reproduccion asexual en condiciones asépticas,
que utiliza la capacidad de cada célula vegetal para generar individuos genéticamente
iguales (clones), con alto grado de uniformidad y sanidad (Rout et al., 2006; Ramirez-
Rojas et al., 2016). La mayoria de plantas del género filodendro comercializadas, son

propagadas mediante cultivo de tejidos in vitro (McConnell et al., 2003).

El cultivo in vitro presenta un problema serio con agentes contaminantes, pues éstos
compiten ventajosamente con las plantas por los nutrimentos del medio de cultivo y
terminan por matar los tejidos (Azofeifa-Bolafios et al., 2019). Por lo tanto, resulta
necesario desarrollar protocolos eficientes de desinfeccion de explantes que eliminen

los microorganismos exogenos.

En este sentido, el tratamiento de plantas madre con productos fungicidas y
bactericidas antes del establecimiento in vitro y durante el proceso de desinfeccion de
explantes de filodendro resulta efectivo para lograr la asepsia, pues se previenen y
eliminan patdgenos que se hospedan en los érganos vegetales. Chen et al. (2012),
establecieron el cultivo aséptico de tres cultivares de filodendro asperjando las plantas
madre con Ridomil MZ® y Mancozeb®, una semana previa a la escisiéon de explantes
y los desinfestaron con etanol al 70 % por un min seguido de una solucion de

hipoclorito de sodio a 1 % durante 20 min. También Mariani et al. (2011), lograron el



establecimiento aséptico de Aglaonema sp. empleando Antracol® en inmersién durante

30 min, etanol al 70 % durante dos min y Clorox® al 20 y 50 % por diez min.

Recientemente, la adicion de nanoparticulas de plata (NPsAQ) en el cultivo de tejidos
vegetales ha incrementado debido a su capacidad para eliminar los microorganismos
que afectan a los cultivos in vitro, permitiendo explantes con buenos resultados de
asepsia (Abdi et al., 2016; Villamizar-Gallardo et al., 2016).

Dada la importancia econdmica del filodendro y la necesidad de disponer de suficiente
material micropropagado para los productores de esta planta, el objetivo de la
investigacion fue generar un protocolo para el establecimiento del cultivo aséptico in
vitro de filodendro para iniciar la propagacion masiva y atender la demanda que se

tiene de esta especie.

MATERIALES Y METODOS

Tratamiento de plantas madre con sanitizantes

Plantulas de filodendro de 8 cm de altura, obtenidas de cultivo in vitro y aclimatadas
fueron establecidas en macetas de 6 pulgadas que contenian tezontle (roca ignea roja
de origen volcanico) con granulometria de 5 mm como sustrato. A partir del trasplante
las plantas fueron asperjadas con productos sanitizantes (Cuadro 1). Estas estuvieron
en cultivo bajo cubierta plastica (condiciones de invernadero). Las aspersiones se
aplicaron cada catorce dias durante 11 meses, junto con la fertilizacién; la nutricion se
aplico en el agua de acuerdo con la formulacion de Steiner (1984), y se le adicion6 1
mL L1 de ANIBAC 580® (cuaternario de amonio), para prevenir la presencia de

patdgenos en el sustrato. Fueron utilizadas diez plantas por tratamiento.



Cuadro 1. Composicion de los tratamientos para el establecimiento del cultivo

aseéptico de explantes de filodendro.

Tratamiento Clave de Bactericida (g L) Fungicida (g L)

tratamiento

1 C1+P Cuprimicin 100° (2) + Prozycar® (2)
2 C1+T Cuprimicin 100° (2) + Tokat® (1)
3 AG+P Agry-Gent Plus® (2) + Prozycar® (2)
4 AG+T Agry-Gent Plus® (2) + Tokat® (1)
5 C5+P Cuprimcin 500® (3) + Prozycar® (2)
6 C5+T Cuprimcin 500® (3) + Tokat® (1)
7 AGP+P Agry-Gent Plus 5000°® (2) + Prozycar® (2)
8 AGP+T Agry-Gent Plus 5000°® (2) + Tokat® (1)

Se usé el medio de cultivo MS (Murashige & Skoog, 1962) suplementado con 3 % de
sacarosa, 80 mg L de sulfato de adenina, tiamina, glicina, piridoxina, acido nicotinico
(0.5 mg L1), e inositol (100 mg L1); el pH se ajust6é a 5.7; como agente gelificante se
us6 0.75 % de agar Merck®. Se utilizaron frascos de 100 mL de capacidad con 20
mL de medio de cultivo. El medio de cultivo se esterilizé durante 18 min en autoclave
vertical a 1.2 kg cm?y 120 °C.

Para el establecimiento in vitro se usaron las plantas tratadas con los sanitizantes y
cultivadas durante 185 dias después del trasplante (Figura 1). Se tomaron brotes
axilares de 3 a 5 cm (Figura 2) y se colocaron por separado en funcion del tratamiento
(Cuadro 1). Se eliminaron las hojas y peciolos de cada brote y se lavaron con abundante
aguay jabdn; posteriormente, los brotes se sumergieron durante 30 min en una solucion
preparada con el fungicida Tokat® (1 mL L) y el bactericida Agry-Gent Plus 5000® (2 g
L-1). Pasados los 30 min, en condiciones de asepsia, los explantes se sumergieron en
etanol al 70 % por 1 min, se elimind el alcohol y se agregd una solucion de hipoclorito
de sodio (Cloralex®) al 3 %, se agitaron por 5 min y posteriormente se enjuagaron tres

veces con agua destilada estéril. Los explantes fueron disectados eliminando hojas



Figura 1. Plantas madre de filodendro xanadu tratadas con productos sanitizantes para

el establecimiento del cultivo aséptico in vitro.

Figura 2. Brotes axilares de filodendro xanadu listos para el establecimiento in vitro.

hasta dejar apices de 3 mm de base y altura; se establecieron cinco explantes por
frasco de cultivo y se incubaron a 28 + 2 °C, con fotoperiodo de 16 h luz y 8 h de oscuridad,

intensidad luminosa de 32 pE-m2-st,
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Se estudiaron ocho tratamientos (Cuadro 1) con siete repeticiones en un disefio
experimental completamente al azar. La unidad experimental fue un frasco de 100 mL

con 20 mL de medio de cultivo y cinco explantes por frasco.

Siete dias después del establecimiento in vitro, se evalué la asepsia del cultivo
(explantes libres de bacterias y hongos) y se determinG el porcentaje de

contaminacion, asi como el tipo de agente contaminante.

Tratamiento de plantas madre con sanitizantes y uso de nanoparticulas de plata
(NPsAQ)

Se preparé medio de cultivo MS (1962) en estado liquido, suplementado con 3 % de
sacarosa, 80 mg L* de sulfato de adenina, tiamina, glicina, piridoxina, acido nicotinico
(0.5 mg L) e inositol (100 mg L?); el pH se ajusté a 5.7. El medio de cultivo se esteriliz6
durante 18 min en autoclave vertical a 1.2 kg cm2y 120 °C. A todo el medio se adicionaron
NPsAg en dosis de 200 mg L, cuando éste tuvo una temperatura aproximada de 38
°C. Se usaron frascos estériles de 100 mL y en cada uno se agregaron 20 mL de medio de

cultivo liquido.

Por separado, se prepar6 el mismo medio descrito con anterioridad al cual se adicioné 0.75
% de agar Merck® para solidificar el medio; se esterilizd igual que el medio anterior. Se

usaron frascos estériles de 100 mL y en cada uno se adicionaron 20 mL de medio de cultivo.

Para este segundo establecimiento de desinfeccion de explantes, se usaron las plantas
madre tratadas con los agentes sanitizantes indicados en el Cuadro 1, después de 330 dias
del trasplante. El proceso de preparacion y desinfeccion de explantes fue el mismo que en

el experimento anterior.

Realizada la desinfeccion, los explantes se establecieron en el medio de cultivo liquido
con NPsAg y se colocaron en un agitador orbital por siete dias. Posteriormente, los
explantes asépticos se subcultivaron pasandolos al medio de cultivo semisoélido. Los
explantes se incubaron a 28 + 2 °C, con fotoperiodo de 16 h luz y 8 h de oscuridad,

intensidad luminosa de 32 pE-m2-s%,

11



Se estudiaron ocho tratamientos (Cuadro 1) con cinco repeticiones en un disefio
experimental completamente al azar. La unidad experimental fue un frasco de 100 ml

con 20 mL de medio de cultivo y cinco explantes por frasco.

La asepsia de explantes se evaluo a los siete dias después de realizar el subcultivo a
medio semisolido (explantes libres de bacterias y hongos), se evaluo el porcentaje de

contaminacion, asi como el tipo de agente contaminante.

Los datos de los dos experimentos se estudiaron mediante andlisis de varianza
(ANOVA) y se realiz6 la prueba de comparacion de medias (DMS, P <0.05), con en el
paquete estadistico SAS System version 9.0. Las variables evaluadas se

transformaron con la funcién raiz cuadrada, previo al andlisis estadistico.

Identificacién de agentes contaminantes

Para hacer la identificacion de los agentes contaminantes que crecieron durante el
establecimiento del cultivo aséptico de filodendro, se us6 una aguja de diseccion estéril
y se tomo una muestra de cada explante contaminado; se obtuvieron 12 aislamientos
fungicos y uno bacteriano. Cada muestra se colocé en una caja Petri con agar papa
dextrosa (PDA) y se incubaron a temperatura ambiente por 72 horas. Los agentes
contaminantes se reaislaron nuevamente en PDA para obtener cultivos puros. El
micelio del hongo se mont6 en portaobjetos con azul de lactofenol. Las estructuras
morfologicas del agente contaminante se observaron con un microscopio compuesto
a 40x.

El aislamiento puro identificado visualmente como bacteriano se inoculé en medio PDA
con 2 mL L de &cido lactico al 25 % y medio de cultivo con agar eosina y azul de
metileno (EMB) y se incub6 durante 24 a 48 h. También se realizaron aislamientos en
rodajas de papa en camaras humedas, utilizando papel toalla, agua y cajas Petri
estériles, se realizé un rayado con una aguja de diseccién esterilizada e inoculada con

el cultivo puro.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tratamiento de plantas madre con sanitizantes

Tanto el analisis de varianza como la prueba de comparacion de medias indicaron que
no hubo diferencias en asepsia por efecto de los tratamientos de las plantas madre
con productos sanitizantes. No obstante, es importante sefialar que no se observo la
presencia de bacterias, lo que indica una buena eficiencia de los bactericidas
empleados en los tratamientos. En la mayoria de los casos las bacterias son los
microorganismos mas dificiles de eliminar durante el proceso de desinfeccién y
establecimiento in vitro, y son las causantes del mayor porcentaje de contaminacion
en el cultivo de tejidos vegetales (Capd, 2000; Sanchez et al., 2015; Ramirez-Rojas et
al., 2016), lo que indica que, los tratamientos usados en esta investigacion generaron

buen resultado para la eliminacién de bacterias.

En los ocho tratamientos con productos sanitizantes se observé crecimiento de hongos
y levaduras junto con los explantes establecidos in vitro (Figura 3). El tratamiento con
Agry-Gent Plus 5000® mas Prozycar® aplicado a las plantas madre durante su
crecimiento fue la combinacién que generé mayor asepsia de explantes (25.71 %),
esto puede atribuirse al efecto sinérgico del bactericida Agry-Gent Plus 5000® y del
fungicida Prozycar® para reducir la cantidad de agentes contaminantes, ya que la
combinacién de este bactericida con el fungicida Tokat® generd sélo 5.71 % de
explantes asépticos. Tanto la combinacién de Cuprimicin 100® + Tokat® y Cuprimicin
500® + Prozycar® generaron 44.5 % menos asepsia que la aplicacion del tratamiento
con Agry-Gent plus 5000® + Prozycar® (Figura 4).
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Figura 3. Agentes contaminantes creciendo en explantes de filodendro xanadu
establecidos in vitro.
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Figura 4. Asepsia de explantes de filodendro por efecto de la aplicacion de productos
sanitizantes a plantas madre. C1+P: Cuprimicin 100® + Prozycar®, C1+T: Cuprimicin 100® +
Tokat®, AG + P: Agry-Gent Plus® + Prozycar®, AG + T: Agry-Gent Plus® + Tokat®, C5+P:
Cuprimicin 500® + Prozycar®, C5+T: Cuprimicin 500® + Tokat®, AGP+P: Agry Gent Plus 5000°
+ Prozycar®, AGP+T: Agry Gent Plus 5000® + Tokat®.
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El andlisis de varianza para cada tipo de agente contaminante indic6 que la aplicacién
de sanitizantes a las plantas madre tuvo un efecto significativo en la contaminacién de
explantes por hongos y levaduras. La presencia de levaduras fue mayor que la de
hongos, aunque éstas no afectaron el crecimiento de los explantes, pues éstos
tuvieron un crecimiento normal. En la mayoria de los casos, las plantas tratadas con
cualquiera de los cuatro bactericidas en combinaciéon con Tokat® presentaron menor
contaminacion por levaduras (60, 60, 85.7 y 42.8 %) con respecto a las plantas tratadas
con Prozycar® (94.2, 80, 85.7 y 48.6 %) (Figura 5), lo que indica que el Tokat® tiene

mejor efecto en el control de levaduras contaminantes de plantas madre de filodendro.
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Figura 5. Tipo de agente contaminante de explantes de filodendro en el establecimiento de
cultivo aséptico por efecto de la aplicacion de productos sanitizantes a plantas madre. C1+P:
Cuprimicin 100® + Prozycar®, C1+T: Cuprimicin 100® + Tokat®, AG + P: Agry-Gent Plus® +
Prozycar®, AG + T: Agry-Gent Plus® + Tokat®; C5+P: Cuprimicin 500® + Prozycar®, C5+T:
Cuprimicin 500® + Tokat®, AGP+P: Agry Gent Plus 5000® + Prozycar®, AGP+T: Agry Gent Plus
5000® + Tokat®. Medias con letras iguales dentro de cada agente contaminante no son
estadisticamente diferentes (DMS = 3.06), (DMS = 2.77).
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Con relacion a la contaminaciéon por hongos, el tratamiento de plantas donantes de
explantes con el fungicida Prozycar® dio lugar a menor contaminacién fungosa (5.8,
17.1, 0.0 y 25.7 %) en comparacion con la aplicacion del fungicida Tokat® en donde la
contaminacion fue 50 % mayor (25.7, 34.2, 14.3 y 51.4 %). Con base en los resultados
obtenidos en este estudio, se puede decir que ambos fungicidas controlan tanto
hongos filamentosos como levaduras, siendo Prozycar® mas efectivo para el control

de hongos y Tokat® para controlar levaduras.

En el analisis global de los resultados obtenidos por la aplicaciéon de sanitizantes a
plantas madre para disminuir la contaminacion total, se observo que de acuerdo al tipo
de microorganismos que controla cada sanitizante, el mayor porcentaje de asepsia se
atribuye a la combinacion de Agry-Gent Plus 5000® mas Prozycar® (Figura 4), seguido
del tratamiento de los explantes con Tokat® y Agry-Gent Plus 5000® por 30 min previo
al proceso de desinfeccion de los explantes con etanol e hipoclorito de sodio. La
concentracion y tiempo de exposicion a los sanitizantes utilizados en esta investigacion
durante el proceso de desinfeccion, no afectdé negativamente el crecimiento o causé
alguna anomalia en el explante ya establecido, como ha sido reportado por otros

autores (Amissah et al., 2016).

El pre tratamiento a plantas madre y tratamiento de explantes con productos fungicidas
y bactericidas previo al proceso de desinfeccién resultd poco adecuado para
establecer el cultivo aséptico in vitro de filodendro, pues la maxima asepsia fue de 25.7
%. Chen et al. (2012) observaron resultados similares al establecer el cultivo aséptico
de hojas, peciolos y segmentos nodales de plantas de tres cultivares de filodendro que
fueron asperjadas con los fungicidas Ridomil MZ® y Mancozeb®. Una semana previa
al corte de explantes, los desinfectaron con etanol al 70 % por un min seguido de una
solucién de hipoclorito de sodio a 1 % durante 20 min. En contraste, Blanco y Valverde
(2004) obtuvieron 90 % de asepsia en explantes in vitro de Philodendron sp. al aplicar
el procedimiento de desinfeccién siguiente: inmersién en una solucién con Benlate® y
Agrimicin® por 30 min, enjuague, aplicaciéon de etanol al 95 % por un min, seguido de
hipoclorito de sodio al 3.5 % por 10 min, dos enjuagues con agua esteril y después
aplicaron hipoclorito de sodio al 1 % durante 15 min.
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Los protocolos de desinfeccion de explantes con productos sanitizantes han sido
evaluados en otras Araceas de interés ornamental, Mariani et al. (2011) establecieron
el cultivo aséptico de Aglaonema sp., los explantes se colocaron en inmersién por 30
min en una solucién de Antracol®, con etanol al 70 % durante dos min y Clorox® al 20
y 50 % durante diez min. Bandyopadhyay et al. (2011) obtuvieron 53 % de asepsia en
el establecimiento in vitro de Spathyphyllum sp. desinfectaron con Teepol® 1 % (v/v),
Bavistin® 0.2 % (p/v) y sulfato de estreptomicina 0.05 % (v/v), seguido de la
desinfeccién con etanol al 90 % por un min y luego una solucién con 0.1 % de cloruro

de mercurio y 0.5 % de hipoclorito de sodio mas tres gotas de Tween-20 por 5 min.

De acuerdo con los resultados obtenidos, para que exista una buena disminucion de
la carga patogénica mediante el empleo de productos sanitizantes en tratamiento a
planta madre o directamente a explantes, se debe elegir el sanitizante adecuado y el
mejor momento para su aplicacion; asi como, conocer el origen del explante y los
microorganismos asociados a éste. Ademas, las plantas cultivadas en contendedores
bajo cubierta no estan directamente expuestas a contaminantes del suelo, aire o lluvia
y es posible realizar tratamientos fitosanitarios mas efectivos. El tamafio del explante
usado en esta investigacion fue adecuado, pues los brotes tuvieron buen desarrollo;
cuando éste es muy pequefio se necrosa con facilidad, en tanto que, los de mayor
tamafio generan elevada contaminacion (Blanco y Valverde, 2004).

Se consider6 gue el pre tratamiento a plantas madre y tratamiento de explantes con
los fungicidas y bactericidas previo al proceso de desinfeccién no resulté adecuado
para establecer el cultivo aséptico in vitro de filodendro pues sélo se obtuvo 25.7 % de
asepsia, y se esperaba obtener al menos 50 % de explantes libres de contaminantes.
La eficiencia del método desinfeccion varia en funcién de la especie y del criterio de
los investigadores, lo que alguien considera adecuado, puede no serlo para el otro; al
respecto, Chen & Yeh (2007) consideraron como adecuado 66.7 % de asepsia de
Aglaonema ‘White Tip’, en tanto que Turina y Bima (2017) indican que el 78 % de
asepsia y 44 % de sobrevivencia fueron convenientes para el establecimiento in vitro
de Olea europea. Dados los resultados obtenidos en esta investigacion, se busco otra

alternativa, de la cual se presentan los resultados siguientes.
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Tratamiento a plantas madre con sanitizantes y uso de nanoparticulas de plata
(NPsAg)

El andlisis de varianza de los resultados indicé que la adicion de NPsAg al medio de
cultivo tuvo efecto altamente significativo (P < 0.01) para disminuir la presencia de
agentes contaminantes en los explantes, pues hubo tratamientos en los cuales no se
observo la presencia de microorganismos aun después de haber realizado el
subcultivo al medio semisdlido. Es importante mencionar que en este experimento no
hubo contaminacién por hongos pluricelulares, los explantes contaminados tuvieron
s6lo crecimiento de levaduras. Esto indica la importancia que tiene el tratamiento de
plantas donantes de explantes con productos especificos de efecto bactericida y
fungicida, asi como los agentes desinfectantes usados durante el establecimiento del
cultivo aséptico para lograr eliminar los contaminantes, con los cuales conviven las
plantas durante el cultivo, en este caso el uso de NPsAg tuvo un efecto muy importante

en la asepsia de explantes de filodendro.

La asepsia de los explantes establecidos in vitro varié de 0 a 80 % en funcion de las
combinaciones de productos sanitizantes aplicados a las plantas madre. Al igual que
en el establecimiento in vitro de explantes descrito en el experimento anterior, el
tratamiento a plantas madre compuesto por el bactericida Agry-Gent Plus 5000° 2 g L™
mas el fungicida Prozycar® 2 g L'! generd la mayor asepsia de explantes, que en este
caso fue de 100 %. Como ya se mencion0, este efecto se atribuye a la sinergia
generada entre los dos productos sanitizantes para eliminar hongos y bacterias, asi
como también al efecto antimicrobiano de las NPsAg. El tratamiento compuesto por
Agry-Gent Plus®y Prozycar® generé el 80 % de asepsia de explantes, este tratamiento
también se considera adecuado para iniciar el cultivo in vitro de filodendro, pues supera
el 50 % minimo esperado. Los tratamientos donde se us6 Cuprimicin 100® + Prozycar®,
Cuprimicin 500® + Tokat® y Agry-Gent Plus 5000® + Tokat® generaron el 40 % de
asepsia; con los otros tres tratamientos se tuvo contaminacién por levaduras en todos

los explantes (Cuadro 2).

Lo anterior indica, que el uso de las NPsAg ayudoé significativamente a mejorar la

asepsia pues se pudo tener 40, 80 y 100 % de explantes libres de microorganismos,
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en tanto que en el experimento anterior donde no se uso6 este germicida, la mayor
asepsia fue de 25.7 %; sin embargo, la asepsia dependié también en gran medida de
los bactericidas y fungicidas con que fueron tratadas las plantas madre durante su

cultivo.

Cuadro 2. Efecto de la aplicacion de productos sanitizantes a plantas madre y

uso de NPsAg en el cultivo aséptico de filodendro.

Tratamiento Explantes Contaminacion por
Bactericida + Fungicida asépticos levaduras
(%) (%)

1: Cuprimicin 100® + Prozycar® 40 bc 60 ab
2: Cuprimicin 100® + Tokat® Oc 100 a
3: Agry-Gent Plus® + Prozycar® 80 ab 20 bc
4: Agry-Gent Plus® + Tokat® Oc 100 a
5: Cuprimicin 500® + Prozycar® Oc 100 a
6: Cuprimicin 500® + Tokat® 40 bc 60 ab
7: Agry Gent Plus 5000° + Prozycar® 100 a Oc
8: Agry Gent Plus 5000® + Tokat® 40 bc 60 ab
DMS (P < 0.05) 4.45 4.45

DMS: diferencia minima significativa. Medias con letras iguales en una columna, no son

estadisticamente diferentes.

De acuerdo con Amissah et al. (2016), los explantes contaminados mueren debido a
gue los agentes contaminantes utilizan el medio rico en nutrientes para su crecimiento
y finalmente superan a los explantes por nutrientes y oxigeno, ademas de secretar
fitotoxinas que tienen efectos nocivos (Capo, 2000; Mng omba et al., 2012). En esta
investigacién, las levaduras que se observaron creciendo junto con los explantes no
afectaron, a simple vista, el crecimiento de los explantes ya que éstos crecieron y

formaron brotes como los no contaminados; sin embargo, en el cultivo in vitro se debe
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tener asepsia total en los explantes porque se puede confundir el crecimiento de

levaduras con la incidencia de bacterias.

Los resultados del establecimiento in vitro de filodendro de este trabajo concuerdan
parcialmente con lo reportado por algunos autores, sobre el efecto positivo que tiene
el empleo de NPsAg en el cultivo in vitro de tejidos vegetales. No fue posible tener
asepsia total en todos los tratamientos, en esta investigacion debido a que las NPsAg
se aplicaron so6lo durante siete dias y no durante todo el periodo de cultivo como se

reporta en las investigaciones consultadas.

Spinoso-Castillo et al. (2017) reportan el uso de NPsAg como agente antimicrobiano y
Su respuesta hormética en plantulas de vainilla en sistema de inmersién temporal e
indican que la contaminacién bacteriana se redujo a 0 % con 50; 100 y 200 mg L de
NPsAg y la estimulacion del crecimiento sucedié con 25 y 50 mg L* de NPsAg,
mientras que la inhibicion significativa del crecimiento se observé a 100 y 200 mg L+
de NPsAg, por lo que 50 mg de NPsAg por litro de medio de cultivo fue la mas
adecuada para reducir la contaminacién bacteriana e inducir una respuesta hormética;
no usar este desinfectante generd 16.6 % de contaminacién. Los estudios de Kumar
et al. (2014) reportan que el empleo de NPsAg durante la germinacion de semillas de
tres especies de Fabaceas, inhibio la contaminacion microbiana, pues las semillas no

tratadas con NPsAg mostraron un rico crecimiento de bacterias y hongos.

La cantidad de NPsAg requerida para lograr la asepsia varia en funcion de la especie
y de las condiciones de cultivo de las plantas donadoras de explantes. La modificacion
del medio de cultivo con la adicion de sustancias de efecto bactericida o fungicida
genera buenos resultados de asepsia de explantes; sin embargo, la presencia de estos
compuestos en el medio de cultivo puede causar toxicidad, malformaciones, inhibicion
significativa del crecimiento e incluso la muerte del explante (Abreu et al., 2016;
Amissah et al., 2016). De acuerdo con los resultados obtenidos y lo mencionado por
Kumar et al. (2014); Spinoso-Castillo et al. (2017), el empleo de NPsAg en el cultivo in
vitro de tejidos vegetales ejerce un efecto antimicrobiano y estimulador del crecimiento,

sin representar algun riesgo nocivo.
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Identificacién de agentes contaminantes

Los agentes flngicos que se observaron invadiendo los explantes de filodendro en el
primer experimento reportado en esta investigacion fueron Aspergillus sp. y Penicillium
sp. (Figura 6). Estos son hongos filamentosos importantes por su adaptabilidad a
diversos habitats como suelos, agua, materia organica, tejidos de plantas, productos
vegetales en poscosecha en fresco y seco. Ademas, estos microorganismos se han
reportado como contaminantes frecuentes en el cultivo de tejidos in vitro y les han
llamado vitro patégenos (Capd, 2000; Pedroza-Manrique y Montes-Villegas, 2008),
cuyo crecimiento es indeseable por cubrir por completo los explantes y causar su

muerte.

Figura 6. Al: Aspergillus sp. en medio PDA, A2: hifas y conidiéforos con cabeza en
forma radial caracteristico de Aspergillus sp. (40X), B1: Penicillium sp. en medio PDA,
B2: conidiéforos en forma de pincel caracteristicos de Penicillium sp. 40X.

Como resultado de la siembra del cultivo puro inicialmente identificado como
bacteriano en los medios PDA, PDA con acido lactico y EMB, a las 24; 48 y 72 horas,
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se observo que todos formaron colonias con morfologia similar, de color blanquecino
mate, aspecto cremoso y de consistencia mucosa, idéntico al cultivo puro inicial. Las
rodajas de papa inoculadas no presentaron diferencia alguna con el testigo (sin
inocular), anicamente se observé la oxidacion del tejido donde se realizé el rayado,
aun después de siete dias de inoculacion. La interpretacion de los resultados indica
gue los agentes contaminantes correspondieron a levaduras. Estos resultados
concuerdan con Guevara-Vazquez et al. (2009), quienes obtuvieron colonias con
caracteristicas semejantes en medio PDA, al realizar aislamientos e identificacién de
levaduras asociadas al huitlacoche (U. maydis) en mazorcas de maiz que fueron
observadas ejerciendo antagonismo sobre el fitopatdgeno e identificadas como Pichia

sp. y Candida sp.

Ademas de ser catalogados como vitro patdgenos principales, las levaduras en
conjunto con hongos y bacterias, habitan diferentes nichos como, suelo, agua,
ambientes cerrados y abiertos, raices, tallos, hojas, flores, frutos, insectos y algunos
estan directamente relacionadas con los humanos; esto explica ampliamente la alta
probabilidad de la presencia de levaduras en los cultivos in vitro, principalmente
cuando se realiza el establecimiento del cultivo aséptico (Cap6, 2000; Mng" omba et
al., 2012). La presencia de levaduras en los medios de cultivo no afecto el crecimiento
de los explantes de filodendro, pues se observé un crecimiento vigoroso con formacion

de brotes.

Los hongos filamentosos no dafiaron el tejido vegetal directamente, pero al estar
presentes dentro del recipiente de cultivo invadieron por completo el medio de cultivo
y los explantes. Algunas investigaciones reportan el desarrollo de enfermedades en
plantas de la familia Araceae en distintas etapas de crecimiento cuyos agentes
causales han sido bacterias principalmente (Moya-Hernandez et al., 2015; Sanchez et
al., 2015; Ramirez-Rojas et al., 2016), lo cual puede explicar la frecuencia con que se
les encuentra creciendo in vitro; no obstante, en esta investigacién las bacterias no
fueron contaminantes probablemente por la eficiencia de la aplicacibn de los

bactericidas a las plantas madre donadoras de explantes.
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CONCLUSIONES

La aplicacion de bactericidas y fungicidas como pretratamiento a las plantas madre no
fue suficiente para obtener el cultivo in vitro aséptico de filodendro al 100%, se tuvo
contaminacion por Aspergillus sp., Penicillium sp. y por levaduras; sin embargo,

controlaron totalmente la incidencia de bacterias.

El tratamiento de plantas madre de filodendro con Agry Gent Plus 5000® + Prozycar®
y la adicion de NPsAg al medio de cultivo durante siete dias, permitié obtener explantes
totalmente libres de contaminantes; asi mismo, permitié generar un protocolo para el
establecimiento del cultivo aséptico de esta especie. El uso de NPsAg evito la

contaminacion de explantes de filodendro con hongos.
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RESUMEN

La propagacion convencional de filodendros resulta incosteable para satisfacer la alta
demanda de estas especies, por lo que resulta necesario implementar otros métodos
de propagacion mas eficientes como el cultivo in vitro, ya que mediante esta técnica
es posible obtener altos volimenes de plantas en periodos de tiempo cortos. Para
inducir la multiplicacion de las plantas in vitro es necesario adicionar al medio de cultivo
citocininas como la 6-benciladenina (BA) las cuales inducen la formacion de yemas y
la multiplicacion celular. La investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto de la
concentracion de la (BA) para promover la multiplicacion de brotes de filodendro
xanadu a partir de explantes de meristemos apicales. Para este estudio se montaron
dos experimentos independientes y en condiciones semejantes, el segundo
experimento se establecid una vez concluido el primero. Se utilizaron plantulas de
filodendro xanadu en condiciones in vitro, para el segundo establecimiento se utilizaron
plantas con una base del tallo mayor. Se evaluaron ocho concentraciones de (BA) para
propiciar la brotacion de los explantes en el medio de cultivo Murashige y Skoog (1962)

bajo un disefio completamente al azar. Al comparar la eficacia de las concentraciones
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de BA (63 dias) y contrastar los resultados de los experimentos, la concentracion de 3
mg L de BA resulté la mas apropiada para la regeneracion directa de brotes pues en
ambos casos gener6 un 100 % de brotacion, con brotes de tamafio uniforme y bien
diferenciados respecto de las demas concentraciones de BA utilizadas. Los explantes
de filodendro xanadu con mayor grosor de tallo producen brotes de mejores

caracteristicas y en mayor cantidad en la etapa de multiplicacion.

Palabras clave: Multiplicacion, citocininas, organogénesis.

SUMMARY

The conventional propagation of philodendrons is unaffordable to satisfy the high
demand for these species, so it is necessary to implement other more efficient
propagation methods such as in vitro culture, since through this technique it is possible
to obtain high volumes of plants in periods of time short. To induce the multiplication of
plants in vitro, it is necessary to add cytokinins such as 6-benzyladenine (BA) to the
culture medium, which induce bud formation and cell multiplication. The objective of
the research was to evaluate the effect of the concentration of the (BA) to promote the
multiplication of shoots of philodendron xanadu from explants of apical meristems. For
this study, two independent experiments were set up and under similar conditions, the
second experiment was established after the first one was completed. Philodendron
xanadu seedlings were used under in vitro conditions, for the second establishment
plants with a larger stem base were used. Eight concentrations of (BA) were evaluated
to promote the sprouting of the explants in culture medium Murashige and Skoog
(1962) under a completely random design. When comparing the efficacy of the BA
concentrations (63 days) and contrasting the results of the experiments, the
concentration of 3 mg L of BA was the most appropriate for the direct regeneration of
shoots since in both cases it generated 100 % of sprouting with shoots of uniform size

and well differentiated from the other concentrations of BA used. Philodendron xanadu
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explants with greater stem thickness produce shoots with better characteristics and in

greater quantity in the multiplication stage.

Key words: Multiplication, cytokinins, organogénesis.

INTRODUCCION

El filodendro xanadu, es una de las especies ornamentales de follaje mas importantes.
El precio de venta en México varié de 0.44 a 0.56 dolares en etapa de plantula en
contenedores de 72, 98 y 128 cavidades; mientras que la planta en maceta oscila entre
los 1.8 a 6.2 ddlares, de acuerdo con los puntos de venta y tamafio de la planta
(AKIKO, 2020; FLORAMUNDO, 2020).

La propagacion convencional de filodendros mediante esquejes de tallos y semillas es
lenta, inconsistente e insuficiente para satisfacer la demanda que exige el mercado de
plantas de este género. Lo anterior se debe al corto tiempo de vida de las semillas,
lento crecimiento de las plantas, entrenudos cortos, tallos y hojas grandes
caracteristicos de la mayoria de las especies de este género (Safwat et al., 2014). Con
base en esto, es necesario buscar métodos de multiplicacion alternativos que permitan
producir la cantidad de plantas que el mercado necesita. La propagacion in vitro es un
método de propagacion ampliamente utilizado para la propagacién de varias
ornamentales incluidas los filodendros, ya que facilita la generacion masiva de alta
calidad y homogeneidad de los materiales durante periodos de tiempo relativamente
cortos (Alawaadh et al., 2020).

Para inducir la multiplicacion de plantas in vitro se han usado varios tipos de
reguladores del crecimiento como las citocininas, principalmente la benciladenina,
kinetina, el tidiazurén y la 2-isopentil adenina (Chen et al., 2012; Thi Thu et al., 2013;
El-Shamy, 2015; Kaviani et al., 2019; Rezaei y Jowkar, 2018; Alawaadh et al., 2020) y

para algunas especies de filodendro se han reportado medios de cultivo combinados
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con auxinas como el acido 3-indol butirico y el acido naftalenacético (Thi Thu et al.,
2013; Alawaadh et al., 2020).

La citocininas son un grupo de reguladores del crecimiento que inducen la formacién
de yemas y la multiplicacion celular. La mayoria de las citocininas son derivados de la
adenina (aminopurina) como la BA (6-benciladenina) y kinetina (N6-furfuriladenina).
Estas tienen un papel esencial en la induccion y la regeneracion en la mayoria de las
especies de plantas y también pueden estimular la division celular (Cheny Yeh, 2007;
Yeh et al., 2007).

Por lo tanto, el cultivo in vitro de tejidos vegetales es una herramienta eficaz y segura
para satisfacer la demanda de estas especies. Al respecto existen algunas
investigaciones que han estudiado la propagaciéon in vitro de varias especies de
filodendro, los resultados obtenidos en la fase de multiplicacion de filodendros con la
adicion de 2.5 a 3.0 mg L de bencialdenina al medio de cultivo han sido reportados
como adecuados (Gangopadhyay et al., 2004; Jirakiattikul y Limpradithtanont, 2006;
Chen et al., 2012).

El éxito en la regeneracion y propagacion in vitro dependen de cada una de las fases
del cultivo in vitro, en las cuales se deben seguir estrictos métodos y utilizar
compuestos adecuados para la preparacion del medio de cultivo; de aqui que, el
objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de la concentracién de benciladenina
en la multiplicacion de brotes axilares de filodendro xanadu, con el fin de determinar la

concentracion mas adecuada para la propagacion eficiente.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se llevo a cabo en el laboratorio de micropropagacion de la Facultad
de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Autbnoma del Estado de Morelos, en

Cuernavaca, Morelos, México.
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Se efectuaron dos experimentos, bajo las mismas condiciones de medio de cultivo; el
segundo experimento se establecido una vez concluido el primero y se realizé una

seleccion de explantes mas estricta en cuanto a caracteristicas fisicas.

Para el primer experimento se utilizaron plantulas de filodendro xanadu cultivadas in
vitro, con longitud de 20 £ 2 mm y base del tallo de 2 a 3 mm, con tres hojas, sin brotes
y sin raices. Para el segundo, se emplearon plantas con las caracteristicas semejantes

a las empleadas en el primer experimento, pero con base del tallo de 5 + 1 mm.

Se preparo el medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962) suplementado con 3 %
de sacarosa, tiamina, glicina, piridoxina, acido nicotinico (0.5 mg L) e inositol (100 mg
L1); el pH se ajusté a 5.7. Como agente gelificante se usaron 7.5 g L* de agar Merck®.
Se prepararon ocho medios de cultivo con concentracion variable de Benciladenina (0,
0.5,1.0,1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0 mg L ). Se utilizaron frascos de 100 mL de capacidad
con 20 mL de medio de cultivo, el cual se esterilizé durante 18 min en autoclave vertical a
1.2 kg cm?y 120 °C.

Los experimentos se establecieron en una camara de crecimiento a una temperatura de
28+2 °C, fotoperiodo de 16 horas de iluminacion y 8 de oscuridad, intensidad luminosa de
32 uE-m2-s1, por 63 dias.

Se estudiaron nueve tratamientos con nueve repeticiones en un disefio experimental
completamente al azar. La unidad experimental fue un frasco de 100 mL con 20 mL de

medio de cultivo y cinco explantes por frasco.

Transcurridos 63 dias después del establecimiento de los experimentos, se evalué el
porcentaje de explantes que produjeron brotes, nimero de brotes generados a partir
de cada explante, nUmero de raices por explante, nimero de hojas por brote y la altura

de brotes (desde la base hasta la parte superior, con hoja milimétrica).

Los datos de los experimentos se estudiaron mediante analisis de varianza (ANOVA)
y se realiz6 la prueba de comparacion de medias DMS (P < 0.05), con el paquete

estadistico SAS System version 9.0.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisis de varianza indico diferencias altamente significativas (P < 0.01) para las cinco
variables evaluadas en ambos establecimientos de brotes para su multiplicacién, debidas
al efecto de la concentracion de benciladenina (BA) en el medio de cultivo (Cuadro 1). En
el segundo experimento, se tuvo un mejor ajuste del modelo estadistico y menor coeficiente
de variacion en las variables, en comparacion con los resultados del primer experimento, lo

que indica un manejo mas cuidadoso.

Cuadro 1. Cuadrados medios y parametros estadisticos del ANOVA para
multiplicacion de brotes y variables del crecimiento de filodendro xanadu, por efecto

de Benciladenina.

Fuentes de gl Explantes  Brotes por Raices Hojas  Altura de
variacion con brotes explante por por brote  brotes
(%) (Nam.) explante  (NUm.) (mm)
(Nam.)

Primer establecimiento
Benciladenina 8 80.187** 0.183** 0.280** 1.076** 36.222**

Error exp. 72 4571 0.003 0.005 0.039 0.979
C.V. (%) 39.7 6.5 7.5 3.22 7.67
R? 0.66 0.84 0.86 0.75 0.80
Segundo establecimiento
Benciladenina 8 47.9*%* 0.99** 0.80** 0.14** 2.54**
Error exp. 72 0.02 0.01 0.004 0.001 0.007
C.V. (%) 1.7 3.6 7.0 1.7 2.29
R? 0.99 0.98 0.97 0.95 0.98

gl: grados de libertad, C.V.. coeficiente de variacion, R? coeficiente de
determinacién, **: efecto altamente significativo (P < 0.01).
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Primer establecimiento

Todos los explantes establecidos en el medio de cultivo suplementado con 3 mg L™ de BA
generaron brotes, seguido de aquellos cultivados en el medio de cultivo con 4 mg L de BA
(66.67 %); en contraste, en el medio de cultivo con 0.5 mg L™ de BA hubo menor cantidad
de explantes con brotes (4.44 %); en el medio de cultivo sin BA, los explantes no formaron

nuevos brotes (Cuadro 2).

Con respecto al numero de brotes por explante, la mayor cantidad de brotes ocurrio en el
medio de cultivo con 3 mg L de BA (1.02 brotes), seguido por los brotes formados en los
medios suplementados con 3.5y 4 mg L de BA (0.66 y 0.77 brotes, respectivamente); el
menor nimero de brotes por explante ocurrié en el medio suplementado con 0.5 mg L de
BA (0.08 brotes) (Cuadro 2).

Cuadro 2. Respuesta de explantes de filodendro xanadu establecidos en medio

de cultivo MS, suplementado con Benciladenina en el primer experimento.

Benciladenina Explantes Brotes Raices por Hojas por Altura de
(mg L?) con brotes por explante brote brotes
(%) explante (Nam.) (Nam.) (mm)
(Nam.)
0 00 e 0.0 f 155a 6.00 d 16.26a
0.5 4.44 e 0.08 f 0.84b 6.57 d 16.00 a
1.0 24.44d 0.22e 0.42c 557 e 1291c
15 37.78 cd 0.37 cd 0.53c 6.24 c 13.00 c
2.0 31.11d 0.31d 0.35¢c 553 e 11.13 de
2.5 48.89 bc 0.48 c 0.26d 6.37 c 10.82 e
3.0 100.0 a 1.02a 0.28d 6.66 a 14.82 b
3.5 51.11 bc 0.66 b 0.22d 6.62ab 11.17 de
4.0 66.67 ab 0.77b 0.1lle 6.4 bc 11.95cd
DMS(P < 0.05) 2.0 0.05 0.06 0.018 0.93

DMS: Diferencia minima significativa, Medias con letras iguales en una columna, no son

estadisticamente diferentes de acuerdo con la prueba LSD (P < 0.05).
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Aungue el medio de cultivo no contenia auxinas, hubo formacion de raices. El medio de
cultivo sin BA fue el que gener6 el mayor numero de raices por explante (1.55 raices),
seguido del medio de cultivo suplementado con 0.5 mg L' de BA (0.84 raices). Por el
contrario, el menor nimero de raices ocurrié en explantes cultivados en el medio con mayor

concentracion de BA que fue 4 mg L de BA (0.11 raices) (Cuadro 2).

El nimero de hojas por brote fue mayor en el medio suplementado con 3 mg L de BA (6.66
hojas), seguido del medio suplementado con 3.5 mg L' de BA (6.62 hojas). El menor
nlimero de hojas ocurrié en los medios de cultivo suplementados con 1y 2 mg L™ de BA
(5.57 y 5.53 hojas respectivamente) (Cuadro 2). Los explantes que fueron establecidos
en el medio desprovisto de BA y aquellos suplementados con 0.5 mg L* de BA
presentaron la mayor altura (16.26 y 16.0 mm respectivamente), seguidos por aquellos
explantes establecidos en el medio de cultivo con 3 mg L de BA (14.82 mm). Los explantes
establecidos en el medio de cultivo con 2.5 mg L de BA fueron los de menor altura (10.82
mm) (Cuadro 2).

Segundo establecimiento

En este caso, se observo que todos los explantes establecidos en los medios de cultivo
suplementados con 1 a 4 mg L™ de BA generaron brotes, en tanto que, cuando se uso el
medio de cultivo con 0.5 mg L de BA, hubo respuesta en el 96 % de los explantes. En
contraste, cuando no se adiciono citocinina al medio de cultivo, no hubo formacion de brotes
(Cuadro 3).

La concentracion de citocinina también afectd el nimero de brotes por explante; como se
observa en el cuadro 3, al aumentar la concentracién de 0.5 a 3.0 mg L de BA, también
aumentaron los brotes formados, pero al usar mas BA, la cantidad de brotes fue un poco
menor, de ahi que, el mayor numero de brotes por explante ocurrio en el medio de cultivo
con 3 mg L de BA (4.32 brotes), seguido de los medios de cultivo suplementados con 2.5
mg L de BA (3.8 brotes). El menor nimero de brotes por explante ocurrié en el medio

suplementado con 0.5 mg L de BA (Figura 1).
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Figura 1. Produccion de brotes por explante por efecto de la concentracion de
Benciladenina. DMS=0.08.

Cuadro 3. Respuesta de explantes de filodendro xanadu establecidos en medio

de cultivo MS, suplementado con Benciladenina, en el segundo experimento.

Benciladenina  Explantes con  Raices por Hojas por Altura de
(mg L?) brotes explante brote brotes
(%) (NUm.) (NUm.) (mm)
0 Oc 2.64 a 6.36 a 31.28a
0.5 9% b 1.80 b 5.06 b 16.08 b
1.0 100 a 040 c 3.57f 12.55 cd
15 100 a 0.36 ¢ 4.86 bc 13.19c
2.0 100 a 0 d 4.31d 12.26 de
2.5 100 a 0 d 4.18 de 12.24 de
3.0 100 a 0 d 3.98e 10.31f
3.5 100 a 0 d 4.86 bc 1154 ¢
4.0 100 a 0 d 481c 11.66 e
DMS(P < 0.05) 0.20 0.08 0.04 0.11

DMS: Diferencia minima significativa, Medias con letras iguales en una columna, no son

estadisticamente diferentes de acuerdo con la prueba LSD (P < 0.05).
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Se observo que hubo formacion de raices en los explantes; el mayor nimero de raices se
formo en el medio de cultivo sin BA (2.64 raices), seguido del medio suplementado con 0.5
mg L* de BA (1.8 raices). EI menor niimero de raices ocurrié en explantes cultivados en los
medios de cultivos suplementados con 1y 1.5 mg L de BA; mientras que, los explantes
establecidos en los medios de cultivo con 2 a 4 mg L de BA no produjeron raices, como
ocurre en la mayoria de los casos donde se utiliza medio de cultivo con citocininas (Chen
et al., 2012; Thi Thu et al., 2013; Alawaadh et al., 2020).

Las citocininas ademas de afectar la formacion de brotes, también tienen efecto en las
caracteristicas de éstos. En este caso, el mayor nimero de hojas por explante ocurrio en el
medio de cultivo desprovisto de BA (6.36 hojas), esto se debe probablemente a que los
explantes establecidos en este medio no formaron brotes y por lo tanto sélo ocurrié
crecimiento de los brotes usados como explante. Esta respuesta fue seguida por la
observada en los explantes del medio de cultivo en el cual se usaron 0.5 mg L de BA (5.06
hojas). EI menor numero de hojas ocurrio en los explantes cultivados en el medio

suplementado con 1 mg L de BA (3.57 hojas).

Con respecto a la altura de los brotes por efecto de la cantidad de citocininas, se encontrd
que la mayor altura se presentd en los brotes que fueron establecidos en el medio
desprovisto de BA (31.28 mm), seguido de los brotes cultivados en el medio suplementado
con 0.5 mg L de BA (16.08 mm). En contraste, los brotes de menor altura fueron aquellos

en los cuales se usé el medio de cultivo con 3 mg L de BA (10.31 mm).

La suplementacion del medio de cultivo ain con la menor cantidad de BA (0.5 mg L)
promovid la brotacion de explantes de filodendro xanadu en la fase de multiplicacion. Tanto
en el primero como en el segundo establecimiento, la adicién de 3 mg L de BA al medio
de cultivo resultd la cantidad mas adecuada para la obtencion de un mayor nimero de
brotes; sin embargo, los resultados obtenidos en cada establecimiento fueron variables
debido a las caracteristicas de los explantes empleados, pues se observo que los explantes
gue producen brotes de mejores caracteristicas y en mayor cantidad en la etapa de
multiplicacion fueron aquellos de mayor grosor de tallo, pues es probable que tengan mayor
cantidad de reservas (Figura 2).
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Figura 2. Multiplicacién de brotes de filodendro xanadu en medio de cultivo MS

suplementado con benciladenina. a) 2, b) 2.5,c) 3y d) 3.5 mg L.

Respecto al efecto de las citocininas en la multiplicacion de filodendro, algunos
investigadores reportan resultados parcialmente semejantes a los obtenidos en esta
investigacion. Thi Thu et al. (2013), cultivaron explantes de yemas apicales de
filodendro xanadu en medio MS que contenia BA o kinetina y encontraron que el medio
suplementado con 4 mg L* de BA fue 6ptimo para la multiplicacién de brotes (5 brotes).
Los investigadores también evaluaron el efecto de la combinacion de citocinas con las
auxinas &cido indol acético (AIA) y acido 3-indolbutirico (AIB) en la multiplicacién de
brotes y observaron que la adicion de las auxinas AIA o AIB no aumento la tasa de

multiplicacion.
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Por su parte Alawaadh et al. (2020) en estudios realizados para la micropropagacion
de Philodendron bipinnatifidum a partir de brotes axilares en medio MS, encontraron
que la adiciéon de 1 mg Lt de BA aumenté significativamente la multiplicaciéon de brotes
(6 brotes por explante) en comparacion con otras citoquininas, y la combinacion de
citoquininas y auxinas acido 3-indolbutirico (AIB) y acido naftalenacético (ANA) produjo
mas brotes que las citoquininas solas. Asi, 1 mg L* de BAy 0.5 mg L de AIB

produjeron un mayor nimero de brotes por explante (10.9 brotes).

El-Shamy (2015), realizé una investigacion de propagacion masiva de Philodendron
bipinnatifidum para lo cual adicion6 BA y kinetina al medio de cultivo, observaron que
usar 3 mg L de BA fue mas efectiva que la kinetina para la multiplicacién de brotes a
partir de explantes de meristemos apicales. Chen et al. (2012) compararon la eficacia
de diferentes citoquininas en tres cultivares comerciales de filodendro para inducir la
proliferaciéon de brotes, describen que 0.5y 1 mg L™ de BA fueron adecuadas para la
formacién de brotes (40.8 a 50.4 brotes respectivamente) y que éstos fueron de
mejores caracteristicas que los brotes producidos en medios de cultivo suplementados

con kinetina y tidiazuron.

Por otro lado, Hassan et al. (2016) reportan que en Philodendron selloum, el medio
MS suplementado con 8 mg L't de BA 'y 0.4 mg L de acido naftalen acético se observé
un aumento significativo para todos los parametros de crecimiento (nUmero de brotes
por explante, longitud de los brotes y nimero de hojas). Los resultados obtenidos en
este estudio, asi como lo mencionado en otras investigaciones indican que la
benciladenina es la citocinina mas adecuada para inducir la multiplicacién de brotes

de filodendro xanadu y otras especies del género Philodendron.

CONCLUSIONES

El medio de cultivo MS suplementado con 3 mg L de benciladenina es el mas
adecuado para la multiplicacion de brotes de filodendro xanadu, porque los explantes

producen mayor namero de brotes.
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La tasa de multiplicacion de brotes de filodendro xanadu varia en funcién del tamafio
y vigor de los explantes utilizados, los brotes con 15 mm de altura y 5t1 mm de

diametro en la base fueron los explantes mas adecuados.
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RESUMEN

La propagacion in vitro es importante para la multiplicacion rapida de una amplia gama
de especies, incluyendo las ornamentales y cualquier innovacion relacionada con el
medio de cultivo optimiza este método de propagacion. Aunque el medio de cultivo es
un factor clave, la composicion mineral a menudo se pasa por alto durante el desarrollo
de los protocolos de propagacion in vitro. El objetivo de este trabajo fue determinar el
medio de cultivo que promueva el mejor crecimiento de las plantas de filodendro
xanadu in vitro. Se emplearon 11 medios de cultivo, nueve medios se generaron
modificando la concentracion de macro y micro nutrimentos y la relacion entre ellos
tomando como base la metodologia de Steiner (1984), los otros dos fueron medio
Murashige y Skoog (1962; MS) al 100 y 50 % de concentracion de macro y
micronutrientes, que fueron estudiados en un disefio experimental completamente al
azar con seis repeticiones; la evaluacion se hizo a los 50 dias después del
establecimiento, se midieron variables morfologicas de los brotes y contenido de

clorofila y carotenoides. La composicion nutrimental afecté el potencial osmdtico,
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conductividad eléctrica y pH de los medios de cultivo y genero resultados variables en
el crecimiento de las plantas. El medio de cultivo siete compuesto con
macroelementos: NOs’, 14; H2POg', 0.75; SO4%, 5.25; K*, 8.27; Ca®*, 7 y Mg, 4.73 (me
L1), microelementos: Fe, 5; B, 0.5; Mn, 0.5; Zn, 0.05; Cu, 0.045 y Mo, 0.01 (me L) y
vitaminas del medio MS (1962), gener6 brotes con mayor altura (4.1 cm), con nimero
de raices (1.8) similar a lo obtenido con el medio de cultivo MS (2.03) , asi como un
adecuado numero de hojas (8.3), acumulacién de biomasa (8.8 mg) y mayor contenido
relativo de clorofila (35.16 U. Spad), por lo que podria usarse para el cultivo in vitro de

filodendro xanandu en produccién comercial.

Palabras clave: Filodendro, medios de cultivo, concentracion y relacién nutrimental.

SUMMARY

In vitro propagation is important for the rapid multiplication of a wide range of species,
including ornamentals, and any innovation related to the culture medium optimizes this
method of propagation. Although the culture medium is a key factor, the mineral
composition is often overlooked during the development of in vitro propagation
protocols. The objective of this work was to determine the culture medium that
promotes the best growth of philodendron xanadu plants in vitro. Eleven culture media
were used, nine of them were generated by modifying the concentration of macro and
micro nutrients and the relationship between them, based on the methodology of
Steiner (1984), the other two were Murashige and Skoog (1962; MS) medium. at 100
and 50 % concentration of macro and micronutrients, which were studied in a
completely randomized experimental design with six replications; The evaluation was
made 50 days after the establishment, morphological variables of the shoots and
chlorophyll and carotenoid content were measured. The nutritional composition
affected the osmotic potential, electrical conductivity and pH of the culture media and
generated variable results in the growth of the plants. The culture medium consists of
seven macroelements: NOs, 14; H2POus, 0.75; SO4?, 5.25; K*, 8.27; Ca?*, 7 y Mg?*, 4.73
(me L), microelements: Fe, 5; B, 0.5; Mn, 0.5; Zn, 0.05; Cu, 0.045 y Mo, 0.01 (me L?)

and vitamins of the MS medium (1962), generated shoots with greater height (4.1 cm),
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with a number of roots (1.8) similar to that obtained with the MS (2.03) culture medium,
as well as an adequate number of leaves (8.3), biomass accumulation (8.8 mg) and
higher relative chlorophyll content (35.16 U. Spad), so it could be used for the in vitro

cultivation of philodendron xanandu in commercial production.

Key Words: Philodendron, culture medium, concentration and nutritional relation.

INTRODUCCION

El flodendro es una de las especies ornamentales mas importantes cultivadas en el
estado de Morelos, donde se produce una amplia variedad de estas plantas, mismas
que son utilizadas como elementos de ornato en casas y jardines; también se usan
como follaje para complemento de arreglos florales (Moya-Hernandez et al., 2015). La
propagacion de plantas para cultivo en vivero generalmente se realiza mediante
semillas, esquejes, estacas, hijuelos, entre otros; sin embargo, para la propagacion de
filodendro xanadu estos métodos de propagacion resultan lentos e inconsistentes
(Safwat et al., 2014). El filodendro xanadu se propaga in vitro con éxito, al igual que
otras especies de este género. Ademas, esta técnica de propagacion vegetal ofrece
provision de plantas de alta calidad y sanidad con la periodicidad deseable (Ramirez-
Rojas et al., 2016; Alawaadh et al., 2020).

La formulacion del medio de cultivo adecuada es esencial para el éxito en la propagacion
in vitro dado que éste suministra los nutrientes necesarios (minerales, vitaminas,
reguladores del crecimiento, entre otros) para el desarrollo apropiado de la planta; por
lo que el medio debe prepararse con la cantidad de nutrientes necesaria para satisfacer
los requerimientos de cada especie (Ibrahim et al., 2008; Hameg et al., 2018). El medio
de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962), es el mas utilizado porque ha generado
buenos resultados para la micropropagacion de diversas especies (George et al., 2008),
es considerado como un medio alto en sales (Bell et al., 2009), por lo que su potencial
osmoético es mas negativo. La composicion del medio de cultivo afecta la fisiologia de
los tejidos y érganos que se cultivan in vitro porgue algunos elementos pueden ser

toxicos, como el nitrégeno (Gago et al., 2011; Alanagh et al., 2014; Hameg et al., 2018).
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Con relacion a esto Parada y Monter (2009) indican que el cloruro de calcio es
considerado toxico para especies lefiosas, motivo por el cual reformularon el medio

WPM para el cultivo de Prunus spp., el cual carece de cloruro de calcio.

En la propagacion de cualquier especie, por lo general se usa sélo un tipo de medio
de cultivo para las diferentes fases de la micropropagacion, aunque la formulacion
puede ser inadecuada para alguna de las etapas de crecimiento y desarrollo del
explante (Adelberg et al., 2013), debido a que cada 6rgano de la planta tiene diferente
requerimiento de nutrientes durante su crecimiento (El-Hawaz et al., 2015). Mesa
(2003) y Ruzi¢ et al. (2000) mencionan que la disminucién de los procesos
morfogénicos y la toxicidad se deben entre otros factores, a los desbalances i6nicos y
relaciones nutricionales del medio de cultivo. Ademas, la respuesta de los tejidos y las
células a los reguladores del crecimiento se ve afectada por estos desequilibrios

nutricionales (Ramage y Williams, 2002; Kothari et al., 2004).

Actualmente se han propuesto distintos protocolos para la micropropagacion de algunas
especies del género Philodendron, que incluyen desde el establecimiento del cultivo
aséptico, multiplicacién y enraizamiento, donde el medio de cultivo mas utilizado es el
MS (Chen etal., 2012; Alanagh et al., 2014; Safwat et al., 2014; EI-Shamy, 2015; Hassan
et al., 2016; Alawaadh et al., 2020). No obstante, para algunas especies, el medio MS

se ha considerado inadecuado (Greenway et al., 2012; Nezami-Alanagh et al., 2017).

Las plantas que crecen en ambientes naturales absorben los nutrientes a través de las
raices, en tanto que, las plantas cultivadas in vitro por lo general carecen de un sistema
radical, por lo que se nutren Unicamente por medio de células no especializadas para la
absorcion de nutrientes (Leifert et al., 1995). Por lo anterior, es importante tener un
balance y concentracion nutrimental adecuado y facilmente disponible para facilitar la
absorcion mineral. La formulacion nutrimental propuesta por Steiner (1984) sefiala que
las caracteristicas quimicas de una solucién nutritiva, tales como: la relacion mutua de
cationes, la relacion mutua de aniones, la concentracion ionica total, la conductividad
eléctrica y el pH, tienen alto efecto en el crecimiento, rendimiento y calidad de las

plantas. Estas caracteristicas también se presentan en los medios de cultivo que se

44



preparan para la propagacion in vitro, por lo que podria considerarse también como una

modalidad de hidroponia, pero en condiciones asépticas.

Con base en la importancia del filodendro y el interés de generar medios alternativos
para su cultivo in vitro, el objetivo de esta investigacion fue evaluar los efectos del
medio de cultivo elaborado con diferentes relaciones y concentraciones de
nutrimentos, empleando la metodologia propuesta por Steiner (1984), para identificar
combinaciones de minerales in vitro que promuevan buen crecimiento de plantas de

filodendro xanadu.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron plantas de filodendro xanadu cultivadas in vitro con longitud de 20 =2 mm,
tres hojas jovenes, sin brotes, sin raices y de tamafo uniforme entre ellas. Se
prepararon once medios de cultivo, nueve de ellos se generaron modificando la
concentracion y relacibn de macro y micro nutrimentos, tomando como base la
metodologia de Steiner (1984), los otros dos medios fueron Murashige y Skoog (1962;

MS) al 100 y 50 % de concentracion de macro y micronutrientes (Cuadro 1y 2).

Los nueve medios de cultivo disefiados a partir de la metodologia de Steiner se
prepararon con fertilizantes comerciales altamente solubles para hidroponia: Ca
(NO3)2:4H20, KNOs3, K2SOs4, KH2POs y MgSO4:7H20, con agua destilada. Los
microelementos fueron: H3BOs, MnCl2:4H20, ZnSO4-7H20, CuS04-5H20,
H2Mo0O4-H20, grado reactivo en las concentraciones (me L) siguientes: Fe, 5; B, 0.5;
Mn, 0.5; Zn, 0.05; Cu, 0.045 y Mo, 0.01; el Fe se proporcioné como Fe-EDTA del
producto comercial Librel FeLo®. Los once medios de cultivo fueron suplementados
con tiamina, glicina, piridoxina, acido nicotinico (0.5 mg L) y mioinositol (100 mg L™?).
El pH fue ajustado a 5.7; como agente gelificante se usé 0.75 % de agar Merck®. Se usaron
frascos de 100 mL de capacidad con 20 mL de medio de cultivo en cada uno. El medio de

cultivo se esteriliz6 durante 18 min en autoclave a 1.2 kg cm2y 120 °C.
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Una vez que el medio estuvo preparado, en cada uno de los frascos de los once

medios de cultivo se colocaron cinco brotes de filodendro xanadu. Los frascos de cultivo

se establecieron en una camara de crecimiento con temperatura de 28 + 2 °C, fotoperiodo

de 16 horas de iluminacién y 8 de oscuridad, e intensidad luminosa de 32 pE-m2-s, por

50 dias.

Cuadro 1. Composicion quimica de los medios de cultivo para crecimiento de

filodendro xanadu.

Medio de Concentracion relativa de iones (me-Lt)
cultivo NOs  H2POs S04 CI K* Ca?*  Mg?* NH4*
1 10.00 1.25  8.75 - 827 7.00 4.73 -
2 10.00 1.25 875 - 7.00 9.00 4.00 -
3 10.00 1.25 875 - 573 11.00 3.27 -
4 12.00 1.00  7.00 - 827 7.00 4.73 -
5 12.00 1.00  7.00 - 7.00 9.00 4.00 -
6 12.00 1.00 7.00 - 573 11.00 3.27 -
7 14.00 075 5.25 - 827 7.00 4.73 -
8 14.00 0.75 5.25 - 7.00 9.00 4.00 -
9 14.00 0.75 5.25 - 573 11.00 3.27 -
MS100% 39.40 1.00 150 3.00 19.80 3.00 1.50 20.60
MS50%  19.70 050 075 150 990 150 0.75 10.30
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Cuadro 2. Concentracién nutrimental (mg L) de once medios de cultivo para el crecimiento in vitro de filodendro

xanadu.

Nutrimentos MS100 % MS50 % 1 2 3 4 5 6 7 8 9
NH4 NOs 1650 825 - - - - - - - - -
Ca (NO3)2-. 4H20 - - 257 338 360 257 338 419 257 338 419
KNO3 1900 950 148 32 - 266 149 32 383 266 149
K2 SO4 - - 271 315 271 164 209 253 58 102 147
Mg SO4 370 185 200 166 131 200 166 131 200 166 131
KH2PO4 170 85 146 146 146 117 117 117 88 88 88
CaClz2. 7H20 440 220 - - - - - - - - -
NA2 EDTA.2H20 37.2 18.6 - - - - - - - - -
FeEDTA - - 5 5 5 5 5 5 5 5 5
FeS04.7H20 27.8 13.9 - - - - - - - - -
HsBO3 6.2 3.1 2.88 2.88 2.88 2.88 2.88 2.88 2.88 2.88 2.88
H2MoO4 - - 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02
MnSOQOa. 4H20 22.3 11.15 - - - - - - - - -
ZnS0Oas. 7TH20 8.6 4.3 0.22 0.22 0.22 0.22 0.22 0.22 0.22 0.22 0.22
NazMoOa4. 2H20 0.250 0.125 - - - - - - - - -
CuSO0as. 5H20 0.025 0.012 0.18 0.18 0.18 0.18 0.18 0.18 0.18 0.18 0.18
CoClz2. 6H20 0.025 0.012 - - - - - - - - -
Kl 8.3 4.15 - - - - - - - - -
MnClz. 4H20 - - 1.81 1.81 1.81 1.81 1.81 1.81 1.81 1.81 1.81
Total (mgQ) 4640.7 2320.349 1032.11 1007.11 918.11 1014.11 989.11 962.11 996.11 970.11 944.11

MS: medio Murashige & Skoog (1962)
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Potencial osmatico (PO), conductividad eléctrica (CE) y pH

En cada medio de cultivo se determiné la conductividad eléctrica (potenciometro Hanna
HI 8424) y el potencial osmético (Osmoémetro Léser Messtechnik® Tipo 6), tanto al
finalizar la preparacion del medio de cultivo como después de la esterilizacion en la

autoclave (Cuadro 3).

Disefio experimental

Se estudiaron once tratamientos con seis repeticiones en un disefio experimental
completamente al azar. La unidad experimental estuvo conformada por un frasco de

100 mL de capacidad con 20 mL de medio de cultivo y cinco brotes por frasco.

Variables morfologicas

Transcurridos 50 dias del establecimiento del experiemento, se evaluo la altura de
brotes (desde la base hasta la parte superior, con hoja milimétrica), hojas por planta,
raices por planta, longitud de raiz (con hoja milimétrica) y materia seca (mg) (balanza
analitica); los brotes se colocaron en bolsas de papel estraza y se colocaron en un
horno con circulacion forzada de aire a una temperatura de 70 °C durante 72 h para

posteriormente pesar en balanza analitica (LUZEREN FA2204B).

Contenido de clorofilay carotenoides

Se determiné el contenido relativo de clorofila (SPAD 502DL Plus Spectrum®, tomando
el valor promedio de tres hojas de vida intermedia), para la evaluacion de la clorofila
a, b y carotenoides se utilizaron las mismas hojas en las cuales se determino la clorofila
con el SPAD, se usO un espectrofotdmetro GENESYS 10S UV. Se empled la
metodologia propuesta por Rodés y Collazo (2006), modificada de acuerdo al volumen
final del extracto filtrado. De cada tratamiento se tomo6 una muestra de 0.1 g de tejido
fresco de hojas, se adicionaron 10 mL de acetona al 80 % fria y se macero por 30 s a
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14000 rpm utilizando un ULTRA TURRAX T8 (IKA®). Las muestras se pasaron por
papel filtro y se almacenaron en viales ambar hasta su evaluacion. El espectrofotémetro
se ajusté a 645, 663 y 440.5 nm para medir la clorofila a, clorofila b y carotenoides
respectivamente. Como blanco se utilizd acetona al 80 % y se utilizaron celdas de cuarzo
rectangulares de 10 mm (Thomas Scientific) que se limpiaron con agua destilada entre

cada muestra evaluada.

La concentracion de pigmentos en mg L' se obtuvo mediante las siguientes

ecuaciones:
Ca (mg L) =12.7 (Ase3) — 2.69 (Asas), Cb (mg L) = 22.9 (Aess) — 4.68 (Ass3)

C a+b (mg L) = 20.2 (Aess) + 8.02 (Ass3), Ccar (mg L) = 4.695 (As405) — 0.268 (C a+b)

Donde: Aess = Absorbancia a 645 nm; Assz = Absorbancia a 663 nm; Aassos =
Absorbancia a 440.5 nm; Ca = Concentracion de clorofila a; Cb = Concentracion de
clorofila b; C a+b = Concentracion total de clorofila; Ccar = Concentracion de

carotenoides.

Los datos del experimento se estudiaron mediante analisis de varianza (ANOVA) y en
las variables donde hubo efecto de tratamientos se realizé la prueba de comparacién

de medias DMS (P< 0.05) con en el paquete estadistico SAS System versién 9.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

Potencial osmaotico (PO), conductividad eléctrica (CE) y pH

La composicion nutrimental de los medios de cultivo repercutié en el potencial osmatico,
conductividad eléctrica y potencial de hidrégeno, antes y después del proceso de
esterilizacion (Cuadro 3). ElI PO de los medios de cultivo fue menos negativo después de
esterilizar el medio; los medios de cultivo 5y MS 100 % tuvieron el PO mas negativo antes

y después de ser esterilizados. Los valores observados después de la esterilizacion, son
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los que tendran efecto en el crecimiento de los brotes. El cambio en PO puede deberse a
gue los azucares disacaridos como la sacarosa, se hidrolizan en monosacéridos (glucosa
y fructuosa) durante la esterilizacion y este tiende a ser mas negativo conforme se
aumenta la concentracion de alguna fuente de carbono como sacarosa, glucosa, manitol,
sorbitol o mioinositol (Cardenas y Villegas, 2002). De acuerdo con estos autores, el PO
menos negativo y la alta disponibilidad de agua pueden causar hiperhidratacion. Sin
embargo, en las plantas cultivadas en el medio 8 con el PO menos negativo de todos (-
0.177 MPa) (Cuadro 3) no se observaron problemas de hiperhidratacion.

Cuadro 3. PO, CE y pH de once medios de cultivo, evaluados en el crecimiento de

filodendro xanadu.

Medio de Antes de esterilizar Después de esterilizar
cultivo PO (MPa) CE (mV) pH PO CE (mV) pH
(MPa)
1 -0.223 64.8 5.7 -0.215 64.6 6.0
2 -0.220 66.0 5.7 -0.211 55.2 6.0
3 -0.303 65.0 5.7 -0.288 61.7 6.0
4 -0.303 64.0 5.7 -0.296 57.2 6.0
5 -0.406 62.8 5.7 -0.402 66.0 5.9
6 -0.294 62.6 5.7 -0.283 63.0 6.0
7 -0.206 514 57 -0.195 46.0 6.1
8 -0.188 50.9 5.7 -0.177 63.0 6.0
9 -0.215 54.9 5.7 -0.211 59.8 6.0
(MS100%) -0.345 72.0 5.7 -0.335 97.0 5.4
(MS 50%) -0.299 68.0 5.7 -0.288 67.0 5.8

PO: potencial osmatico, CE: conductividad eléctrica, pH: potencial de hidrogeno.

De acuerdo con Pierik y Steegmans (1975), el crecimiento y organogénesis in vitro se
detienen si el potencial osmético es mas negativo que -0.3 Mpa, porque la planta

absorbe poca agua del medio de cultivo. No obstante, en esta investigacion se observo
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gue con el potencial osmotico mas negativo (medios de cultivo 5 y MS 100 % con -
0.402 y -0.335 MPa respectivamente), el crecimiento de las plantas no se detuvo. Al
respecto, Raya et al. (2009) reportan que el mejor enraizamiento (97 %) plantas de
Vitis sp. se obtuvo en un medio de cultivo con PO de -0.69 MPa.

El PO es uno de los componentes del potencial del agua, que varia en funcion del
cambio de las propiedades fisicas y quimicas debido a la presencia de solutos (Larque-
Saavedra y Trejo-Lépez, 1990) y fuentes de carbono (Cérdenas y Villegas, 2002).
Molinos et al. (2004) indican que el potencial osmotico del medio de cultivo también es
determinante para la morfogénesis in vitro, aungue no se considera en la mayoria de

las investigaciones realizadas con esta técnica de cultivo.

La CE vari6 de 46 a 97 mV en los medios MS 100 y 50 % y fue mayor que la de los nueve
medios formulados con base en la metodologia de Steiner (1984), antes y después del
autoclaveo. Después de la esterilizacion, la CE de los medios 1, 2, 3, 4, 7 y MS 50 % fue
menor, mientras que en los medios 5, 6, 8, 9 y MS 100 % se increment6é (Cuadro 3). La
menor CE de los nueve medios disefiados con base en Steiner (1984) indica que la
cantidad de sales que se les afiadio fue menor, incluso que las usadas para el medio MS
50 %. Bell et al. (2009) han definido al medio MS como rico en sales, de ahi que su
potencial osmético es mas negativo. Navarro et al. (2000) mencionan que la salinidad

reduce el transporte de agua y asimilacion de nutrientes.

Respecto al pH, después de la esterilizacion éste tendio a elevarse en la mayoria de
los medios; sin embargo, en el medio MS100 % disminuyé (Cuadro 3). Estos
resultados concuerdan con Chen et al. (2014) quienes mencionan que el pH en el
medio por lo general tiende a elevarse después de la esterilizacion, lo que se atribuye
a los componentes del medio, los cambios que ocurren por el proceso de
calentamiento (autoclave), intercambio idnico y condiciones ambientales; también
informan que la necrosis puede ser causada por deficiencia nutrimental inducida por
un pH bajo. En esta investigacion el pH del medio tuvo efectos significativos
importantes en el crecimiento de los brotes de filodendro xanadu; la mayor altura de
brotes y numero de raices ocurrié en el medio de cultivo 7 que tuvo pH final de 6.1,

estos resultados son similares a los obtenidos por Sharma et al. (2018) quienes

51



observaron que hubo mayor crecimiento y multiplicacion de brotes de Saccharum
officinarum L. en medios de cultivo MS ajustados a pH 6.0. Por su parte, Yaacob et al.
(2014) reportaron que para la regeneracion in vitro de Citrus assamensis fue adecuado
el pH 5.8 en medio MS. George et al. (2008) mencionan que esta caracteristica del
medio de cultivo esta relacionada con la absorcion de nutrientes, porque el pH facilita

o inhibe la disponibilidad en el medio.

Con base a los resultados obtenidos en este trabajo y de acuerdo con Sharma et al. (2018)
y Chen et al. (2014) se ha demostrado que el pH del medio de cultivo es muy importante
para muchos aspectos del desarrollo y crecimiento de explantes, y que la tolerancia a un
determinado valor de pH varia segun la especie. Chen et al. (2014) sugieren subcultivar
cada 21 dias, para tener medio de cultivo fresco, pH estable y crecimiento del explante

adecuado.

Variables morfologicas

La composicion de los medios de cultivo tuvo efecto significativo (P < 0.05) en el numero de
hojas y formacion de raices, y altamente significativo para la altura de brotes y para el
crecimiento en longitud de las raices de filodendro xanadu, lo anterior puede atribuirse a la
variacion en balance y relacién ionica, y con ello también al PO y pH de los medios de
cultivo. Las plantas que crecieron en el medio de cultivo 7 fueron las de mayor altura (41.8
mm) (Figura 1), seguidas por aquellas cultivadas en el medio 9 (38 mm), las plantas de
estos dos medios tuvieron 22.5 y 15.8 % mayor crecimiento que las cultivadas en el medio
MS al 100 %; en contraste, las plantas cultivadas en el medio de cultivo 1 fueron las de
menor altura (26.9 mm) (Cuadro 4).

El nimero de hojas por planta fue mayor en el medio MS 50 %, seguido por las de los
medios 3, 4, 5 y 6, sin diferencias estadisticas entre ellos; en contraste, el menor

namero de estos 6rganos ocurrio en las plantas del medio 1 (Cuadro 4). Aunque las

52



Cuadro 4. Efecto de la composicidén del medio de cultivo en el crecimiento de plantas de filodendro xanadu.

Medio de Concentracion relativa de iones (me-L1) Caracteristicas de brotes
culivo "N, H,PO,  SOZ  CF K* Ca®* Mg? NH." | Altura Hojas Raices Long. Raiz
(mm) (NUm) (NUm) (cm)
1 10.0 1.25 8.75 - 827 7.0 4.73 - 26.9d 7.2cC 1.53 abc 20.1cd
2 10.0 1.25 8.75 - 7.00 9.0 4.00 - 34.3 bc 7.7 bc 1.76 ab 21.2 bc
3 10.0 1.25 8.75 - 573 11.0 3.27 - 33.8 bc 8.9 ab 1.83 a 17.7 cde
4 12.0 1.00 7.00 - 827 7.0 4.73 - 334c 8.8 ab 1.53 abc 17.4 cde
5 120 1.00 7.00 - 7.00 9.0 4.00 - 32.6¢C 8.9 ab 1.60 ab 15.5 de
6 120 1.00 7.00 - 573 11.0 3.27 - 32.0c 8.6 ab 1.60 ab 148e
7 14.0 0.75 5.25 - 827 7.0 4.73 - 418 a 8.3 abc 1.83a 16.9 cde
8 14.0 0.75 5.25 - 700 9.0 4.00 - 31.3c 8.3 abc 1.13c 150e
9 140 0.75 5.25 - 573 11.0 3.27 - 38.0 ab 7.6 bc 1.33 bc 16.9 cde
MS100% 394 1.00 150 3.0 1980 3.0 150 20.6 324c 8.3 abc 2.03 a 35.8 a
MS50% 19.7 0.50 075 15 990 150 0.75 10.3 | 30.8cd 9.7a 1.73 ab 256 Db
DMS (P < 0.05) 0.38 0.24 0.20 1.81

DMS: diferencia minima significativa. Medias con letras iguales en una columna, no son estadisticamente diferentes de acuerdo con
la prueba LSD (P < 0.05).
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Figura 1. Plantula de filodendro xanadu cultivada en medio de cultivo elaborado con
fertilizantes comerciales grado no reactivo.

hojas de los brotes cultivados en los medios 7, 8 y 9 fueron cualitativamente mas

grandes y de color mas verde.

También se observaron diferencias significativas en el nimero de raices por planta.
Los medios MS 100 %, 3 y 7 generaron el mayor nimero de raices, en tanto que los
medios de cultivo 2, 5, 6 y MS 50 % produjeron valores estadisticamente iguales.En
contraste, las plantas cultivadas en el medio 8 produjeron la menor cantidad de raices.
En cuanto a la longitud de raiz, ésta se vio favorecida en el medio MS 100 %, seguida
de las plantas cultivadas en el medio MS 50 %; la menor longitud se observo en los
medios 6 y 8. El medio de cultivo que propicié mayor crecimiento de la raiz en cuanto
a numero y longitud fue el MS 100 %, seguido por el MS 50 % (Cuadro 4). Estos
resultados coinciden parcialmente con Jirakiattikul y Limpradithtanont (2006) quienes
reportan que el desarrollo de raiz en brotes de filodendro xanadu ocurre bien en el
medio de cultivo MS en su concentracion total o al 50 %, ya sea con la suplementacion
de auxinas o en ausencia de estas. No obstante, emplear el medio de cultivo a una
menor concentracion puede ocasionar aporte de cantidades inadecuadas de
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nutrimentos indispensables para el desarrollo y crecimiento del explante (Adelberg et
al., 2013).

Raya et al. (2009) reportan resultados similares en vitro plantas de Vitis sp. donde el
mayor enraizamiento (97 %) ocurrio en el medio de cultivo con el PO mas negativo (-
0.69 MPa), sin indicar anormalidades en las raices. Aunque un PO tan negativo podria
ser perjudicial para el crecimiento y desarrollo (Pierik y Steegmans, 1975). Los
resultados obtenidos en esta investigacion, asi como lo reportado por otros
investigadores, muestra que la tolerancia de explantes a ciertas caracteristicas de los

medios de cultivo varia segun la especie en cuestion.

Ibrahim et al. (2008) evaluaron el efecto de los minerales del medio MS en diferentes
niveles sobre el crecimiento y desarrollo de Stevia sp., sugieren que el mejor medio de
cultivo fue el MS 100 % o modificando la cantidad (mg L) de varios componentes
(NH4NO3 a 1237.5, KNO3 a 950, Mg SO4 a 185, CaCl2.7H20 a 440 y KH2PO4 a 85);
indican que la concentracién de cloruro de calcio es muy importante para disminuir o
prevenir la necrosis de la punta del brote. De acuerdo con estos autores, el paso mas
importante para obtener un medio de cultivo adecuado para tejidos vegetales es la
seleccion de iones macronutrientes en una concentracion y equilibrio correctos. Los
elementos secundarios 0 mesos (CaClz, MgSO4 y KH2PO4) también ejercen efectos
importantes en el crecimiento, Poothong y Reed (2015) estudiaron el crecimiento y
desarrollo de brotes de cinco cultivares de frambuesa roja y determinaron que la mejor

concentracion de estos compuestos fue 2.5 0 3.0 veces la concentracion de MS.

El medio de cultivo mas utilizado en la propagacion in vitro es el Murashige y Skoog
(1962); sin embargo, este medio fue disefiado para un desarrollo 0ptimo de callos de
tabaco (George et al., 2008). Con base a los resultados obtenidos en esta investigacion,
y tras evaluar el efecto que tiene el medio MS y los medios de cultivo disefiados en base
a la relacion mutua entre cationes y aniones y la concentracion de estos sobre el
crecimiento de brotes de filodendro xanadu, se puede decir que el medio MS genera
amplia variacion de efectos en funcion de la especie, se pueden obtener plantas que
crecen bien, hasta aquellas que presentan efectos de toxicidad o desordenes fisiologicos.

Los resultados de este trabajo también demuestran que los medios de cultivo con menor
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concentracion de nutrientes, pero con una relacion mutua entre cationes y aniones, no
limitaron el crecimiento de brotes de filodendro xanadu y que estos pueden crecer bien en
medio de cultivo preparado con nutrimentos grado no reactivo, lo cual podria disminuir los

costos de produccion mediante esta técnica de propagacion.

Respecto a la acumulacién de materia seca, las plantas cultivadas en el medio de
cultivo 2 tuvieron la mayor acumulacion (11 mg), seguido de aquellas cultivadas en el
MS 100 % (10 mg); en contraste, la menor acumulacién de materia seca (50 % menos)
ocurrié en aquellas cultivadas en el medio 8. Los brotes cultivados en los medios 3, 4
y 7 tuvieron crecimiento similar entre ellos y fue de 16 a 25 % menor que el obtenido
en las plantas cultivadas en el medio 2 (Figura 2). Molinos et al. (2004) obtuvieron
resultados parcialmente similares, indican que la mayor cantidad de biomasa seca de
Vitis sp. se obtuvo en las plantas cultivadas en el medio de cultivo cuyo PO fue menos
negativo. Aunque en esta investigacion el PO del medio de cultivo 2 fue el tercero

menos negativo (-0.211) al igual que en el medio de cultivo 9.
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Figura 2: Efecto de medio de cultivo en la acumulacién de materia seca de plantas de
filodendro xanadu. Medias con letras iguales entre barras no son estadisticamente
diferentes de acuerdo con la prueba LSD (P < 0.05), (DMS= 0.03).
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Contenido de clorofila y carotenoides

Los brotes de filodendro xanadu presentaron diferencias en la produccién de
pigmentos por efecto de la composicion del medio de cultivo. Las plantas cultivadas
en el medio 7 y 8 tuvieron el mayor contenido relativo de clorofila (CRC) en las hojas,
con 35y 36 unidad SPAD respectivamente, seguidas de las plantas cultivadas en los
medios 4, 5y 6 que fueron estadisticamente iguales entre si con 33 y 34 unidades; el
menor contenido de clorofila se cuantifico en las plantas cultivadas en los medios 1, 2
y 3 (Cuadro 5).

En la cuantificacién de pigmentos mediante cromatografia, las plantas cultivadas en el
medio MS 100 % fueron las que tuvieron la mayor concentracion de clorofila a y clorofila
total con 15.75 y 23.04 mg respectivamente, mientras que las plantas que crecieron en el
medio MS 50 % tuvieron mayor concentracion de clorofila b. La mayor concentracion de
carotenoides (3.80 mg) se cuantificé en las plantas que crecieron en el medio de cultivo
2, seguidas por las de medio MS 100 % con 3.66 mg; por el contrario, las plantas que
tuvieron la menor concentracion fueron aquellas cultivadas en el medio de cultivo 1 (2.09
mg) (Cuadro 5). La clorofila a se presentd en mayor proporcion que la clorofila b y

carotenoides.

Respecto al contenido relativo de clorofila determinado mediante Spad y clorofilas
mediante cromatografia se pudo observar que a medida que se incremento la cantidad
de nitrégeno de 10 a 12 me-L* de NOgs, en los medios de cultivo formulados con base
en la formulacion de Steiner (1984), se cuantificO mayor cantidad de pigmentos en el
tejido, pues al aumentar a 14 me-L, la cantidad de clorofilas fue menor. Los medios de
cultivo con menor contenido de nitrato (10 me-L?) y ausencia de amonio produjeron
menor cantidad de clorofila a y clorofila total (por los dos métodos), a consecuencia del
menor contenido de nitrégeno, mismo que forma parte de la molécula de clorofila
(George et al., 2008).

Aunqgue el medio de cultivo MS 100 % fue sobresaliente en el numero de raices, longitud

de raiz, clorofila a y b asi como en contenido de carotenoides, no promovio un crecimiento
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Cuadro 5. Efecto de medio de cultivo en la produccién de pigmentos en plantas de

filodendro xanadu.

Medio de cultivo CRC Clorofilaa Clorofilab Clorofilatotal Carotenoides
(U. Spad) (mg LY
1 26.23d 4.98d 253c 7.51d 2.09c
2 26.00d 5.13d 0.44d 5.57d 3.80a
3 27.00d 10.00 ¢ 5.63ab 15.64 c 2.27 bc
Promedio 26.61 6.70 2.86 9.57 2.72
4 33.33ab 13.16b 7.04 ab 20.20 ab 3.08 abc
5 34.33ab  11.62 bc 5.62 ab 17.24 bc 2.90 abc
6 3483ab 1291b 6.29 ab 19.20 abc 2.22 bc
Promedio 34.16 12.56 6.31 18.88 2.73
7 35.16 a 12.18 bc 6.08 ab 18.26 bc 3.13 abc
8 36.83 a 11.36 bc 545b 16.81 bc 2.81 abc
9 30.16 bcd 12.45Dbc 5.75ab 18.19 bc 3.14 abc
Promedio 34.05 11.99 5.76 17.75 3.02
MS 100 % 32.83abc 15.75a 7.29 ab 23.04 a 3.66 ab
MS 50 % 28.00 cd 11.09 bc 747 a 18.57 bc 2.31 bc
DMS (P =< 0.05) 4.64 2.55 1.98 3.96 1.46

DMS: diferencia minima significativa. Medias con letras iguales en una columna, no son

estadisticamente diferentes de acuerdo con la prueba LSD (P < 0.05).

adecuado porque las plantas establecidas en este medio presentaron poca altura,
amarrillamiento temprano en hojas maduras, peciolos compactos y engrosamiento de la

base del tallo. De acuerdo con algunos autores, estas caracteristicas se deben
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probablemente al efecto toxico generado por la captacion y acumulacion de iones (Mesa,
2003), como resultado de alto contenido de solutos en el medio (Alanagh et al., 2014),
desbalance i6nico e inapropiadas relaciones de nutrimentos, asi como por el estrés hidrico
debido al potencial osmotico mas negativo (Ruzi¢ et al., 2000; Mesa, 2003; Molinos et al.,
2004), lo cual puede contribuir a que el metabolismo vegetal estimule la liberacion de

compuestos fitotoxicos capaces de oxidar (Turkan y Demiral, 2009).

Como se observo en esta investigacion, el medio de cultivo MS 100 % de manera general
no favorecio el crecimiento del tallo de las plantas de filodendro xanadu, aunque algunos
autores reportan la utilizaciéon de este medio sin mencionar algun tipo de problema
fisioldgico o de crecimiento en otras especies del mismo género (Chen et al., 2012; Safwat
et al., 2014; EI-Shamy, 2015; Hassan et al., 2016; Alawaadh et al., 2020); de acuerdo a
los resultados, el medio MS podria ser una buena alternativa para la fase de enraizamiento

de especies de este género que presenten poco desarrollo de raiz.

CONCLUSIONES

El uso de medios de cultivo elaborados con diferentes relaciones y concentraciones de
nutrimentos de la solucién Steiner (1984) permitié el crecimiento in vitro de plantas de
flodendro xanadu con la misma o mayor eficiencia que el medio de cultivo convencional
Murashige y Skoog (1962), de tal modo que el medio 7 (14, 0.75, 5.25, 8.27, 7y 4.73 me
LY) y medio 2 (10, 1.25, 8.75, 7, 9 y 4 me L?) de NOs, H2POgs, SO4%, K*, Ca?* y Mg?*,
microelementos Fe, 5; B, 0.5; Mn, 0.5; Zn, 0.05; Cu, 0.045 y Mo, 0.01 me L, y vitaminas
del medio MS (1962) podrian ser una alternativa al medio MS (1962). La sustitucion de
nutrimentos grado reactivo por el uso de fertilizantes comerciales para la preparacion del
medio de cultivo permitié el crecimiento in vitro de filodendro xanadu y redujo los costos

de produccion de esta técnica de propagacion.
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RESUMEN

El agente gelificante representa un alto costo del medio de cultivo y afecta directamente
el crecimiento y desarrollo de los cultivos in vitro, por lo que el tipo de agente gelificante
y las concentraciones empleadas pueden ser tan importantes como la seleccién ideal
de nutrientes. El objetivo del estudio fue evaluar el crecimiento in vitro de plantulas de
filodendro xanadu empleando agentes gelificantes menos costosos y de facil adquisicion
como una alternativa para sustituir el agar. Se utilizé el medio de cultivo Murashige y
Skoog (1962) que fue solidificado con agar, phytagel, carragenina y poliacrilato de
potasio variando su concentracion. Se evalué la altura, nimero de hojas, numero de
raices, longitud de raices, contenido relativo de clorofila de las plantas y el porcentaje
de humedad y dureza del medio de cultivo. Los resultados mostraron efecto altamente
significativo del agente gelificante en las variables evaluadas, indicando que el medio de
cultivo solidificado con phytagel a 1.5 g L™ fue el que generé mejor crecimiento de las
plantas, mismas que tuvieron altura de 3.3 cm, 7.6 hojas, 1.2 raices con 12.4 cm de
longitud y con mayor contenido de clorofila (40.6 unidades spad); asi, como el menor

64



costo del producto gelificante ($ 0.9 por litro de medio de cultivo) y por consiguiente fue

el mas apropiado como sustituto del agar.

Palabras clave: agentes gelificantes, filodendro, medios de cultivo, micropropagacion.

SUMMARY

The gelling agent represents a high cost of the culture medium and directly affects the
growth and development of in vitro cultures, so the type of gelling agent and the
concentrations used can be as important as the ideal selection of nutrients. The
objective of the study was to evaluate the in vitro growth of philodendron xanadu
seedlings using less expensive and readily available gelling agents as an alternative to
substitute agar. The culture medium Murashige y Skoog (1962) was used, which was
solidified with agar, phytagel, carrageenan and potassium polyacrylate, varying its
concentration. The height, number of leaves, number of roots, length of roots, relative
chlorophyll content of the plants and the percentage of moisture and hardness of the
culture medium were evaluated. The results showed a highly significant effect of the
gelling agent on the evaluated variables, indicating that the culture medium solidified
with phytagel at 1.5 g L't was the one that generated the best growth of the plants,
which had a height of 3.3 cm, 7.6 leaves, 1.2 roots with 12.4 cm in length and with a
higher content of chlorophyll (40.6 spad units); thus as the lower cost of the gelling
product ($ 0.9 per liter of culture medium) and therefore it was the most appropriate as
a substitute for agar.

Key words: gelling agents, philodendron, culture media, micropropagation.
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INTRODUCCION

Los medios de cultivo aportan los compuestos nutricionales necesarios para promover
crecimiento a los tejidos vegetales establecidos in vitro, asi como dar sostén a los
explantes, por lo que la respuesta morfogénica depende sustancialmente de la
composicion del medio de cultivo y el agente gelificante empleado. EI medio de cultivo
MS (Murashige y Skoog, 1962), es el mas utilizado porque ha generado buenos

resultados para la micropropagacion de diversas especies (George et al., 2008).

Se conocen como agentes gelificantes a los componentes del medio de cultivo que se
utilizan para que éste permanezca en un estado semisolido y que proporciona sostén
al explante. Uno de estos es el agar, constituido por una mezcla de polisacéaridos que
se extraen de las paredes celulares de las algas rojas Pterocladia, Gelidiella (Montilla-
Escudero et al., 2011); es el agente gelificante mas utilizado en el cultivo in vitro debido
a sus propiedades fisico-quimicas (Jain y Babbar, 2006; Dobranszki et al., 2011;
Montilla-Escudero et al., 2011), pero es el componente mas caro en la preparacion del
medio de cultivo, ya que representa un 70 % del costo total del medio (Mohamed et
al., 2010). Al parecer, la causa del alto precio de este insumo es la sobreexplotacion,
consecuencia de la alta demanda, lo cual ha hecho que sea cada vez mas dificil su

obtencién, elevando asi los precios (Romay et al., 2006; Mohamed et al., 2010).

Al respecto, se han realizado estudios buscando agentes gelificantes menos costosos
y relativamente puros que provean claridad de los geles, entre ellos estan la agarosa
y el agar gel, compuestos de polisacaridos obtenidos de Gelidiun, Gracillaria
(Dobranszki et al., 2011); gelrite o phytagel que son heteropolisacaridos secretados
por bacterias del género Sphinogomonas o producto de la fermentacion de varias
especies de Pseudomonas (Bajaj et al., 2007); xanthan gum, polisacarido producido

por Xanthomonas campestris (Garcia-Ochoa et al., 2000; Jain y Babbar, 2006).

El tipo de agente gelificante y las concentraciones a ser empleadas pueden ser tan
importantes como la seleccion de la mezcla ideal de nutrientes. Diversos trabajos han

probado la eficacia de los diferentes agentes gelificantes en el desarrollo de los tejidos,

66



la germinacidn de embriones somaticos o formacidén de brotes en especies lefiosas,
herbaceas o de importancia horticola (Clapa et al., 2010; Saglam y Cifici, 2010;
Dobrénski et al., 2011; Veitia et al., 2012).

La propagacion in vitro de filodendro se realiza utilizando preferentemente agar
bacteriologico (Blanco y Valverde, 2004; Chen et al., 2012; EI-Shamy, 2015;
Alhussein et al., 2020) y pocas veces se usa otro tipo de compuestos como phytagel
y carragenos (Hassan et al., 2016).

Se considera que los agentes gelificantes no deben intervenir en el crecimiento y
desarrollo del material inoculado (Montilla-Escudero et al., 2011), aunque se ha podido
observar en diferentes estudios que el agar no es un componente inerte
fisiol6gicamente, dependiendo de su origen y el proceso de purificacion pueden quedar
impurezas minerales y organicas que modifican las caracteristicas quimicas y fisicas
del medio de cultivo y que afectan significativamente el desarrollo de los tejidos puesto
que posee cantidades variables de sustancias inhibidoras o estimulantes del
crecimiento (Dobranzki et al., 2011; Veitia et al., 2012), asi mismo confiere diferentes
particularidades en el potencial hidrico lo que permite una mayor o menor toma de
agua y nutrimentos por el tejido, lo que se refleja en las caracteristicas fisiologicas y
morfolégicas del explante, causando hiperhidratacion y necrosis (Cardenas y Villegas,
2002; Dobranszki et al., 2011, Veitia et al., 2012).

Con base en la importancia de cultivar in vitro plantas de filodendro, el objetivo del
presente trabajo fue probar y evaluar el efecto de cuatro agentes gelificantes en el
crecimiento in vitro de filodendro xanadu, para determinar y proponer un agente
gelificante alternativo, con igual o mejor eficacia que el agar y que permita disminuir el

costo del medio de cultivo sin afectar el crecimiento vegetal.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se desarrollé en el laboratorio de propagacion vegetal de la Facultad

de Ciencias Agropecuarias, en la Universidad Autbnoma del Estado de Morelos. Se
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utilizaron plantas de filodendro xanadu cultivadas in vitro con longitud de 16 £ 2 mm,

tres hojas jovenes, sin brotes, sin raices y de tamafio uniforme entre éllas.

Medio de cultivo

Se uso el medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962) suplementado con 3 % de
sacarosa, tiamina, glicina, piridoxina, acido nicotinico (0.5 mg L), e inositol (100 mg
L1); el pH se ajustd a 5.7. El agente gelificante varié en funcion del tratamiento. Se
prepararon nueve medios de cultivo con cuatro agentes gelificantes en concentracion

variable (Cuadro 1).

Una vez preparados los medios de cultivo, se dosificaron en alicuotas de 20 mL por
frasco de cultivo de 100 mL de capacidad; estos fueron esterilizados durante 18 min

en autoclave vertical a 1.2 kg cm=2y 120 °C.

Cuadro 1. Productos gelificantes, alternativos al agar para el crecimiento in vitro de

brotes de filodendro xanadu.

Tipo de gelificante Cantidad Costo por litro de medio
(gL de cultivo ($)
Agar Agar Hycel® 9 30.75
Phytagel 15 0.90
Phytagel 2.0 1.20
Phytagel 2.5 1.50
Carragenina 10 7.50
Carragenina 11 8.25
Poliacrilato de potasio 35 4.55
Poliacrilato de potasio 40 5.20
Poliacrilato de potasio 45 5.85
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En los nueve medios de cultivo, se determind el porcentaje de humedad (medidor de
humedad Kelway HB-2) y la rigidez del medio de cultivo en Newtons (estacion de
prueba Shimadzu SM-100N-168) después de la esterilizaciébn en la autoclave y

enfriados a temperatura ambiente (Figura 1, Cuadro 2).

Figura 1. Evaluacion de dureza (N) del gel del medio de cultivo MS solidificado con:
a) phytagel, b) agar.

Para establecer el experimento de crecimiento, en cada uno de los frascos de los
nueve medios de cultivo se colocaron cinco brotes de filodendro xanadu. Los frascos
se incubaron a 28 + 2 °C, con fotoperiodo de 16 hluz y 8 h de oscuridad, intensidad luminosa
de 32 yE-m-s, durante 50 dias.

Disefio experimental

Se estudiaron nueve tratamientos con seis repeticiones, en un disefio experimental
completamente al azar. La unidad experimental estuvo conformada por un frasco de

100 mL de capacidad con 20 mL de medio de cultivo y cinco brotes por frasco.
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Variables evaluadas y analisis de datos

Transcurridos 50 dias después del establecimiento del experimento, se evaluo la altura
de brotes (desde la base hasta la parte superior, con hoja milimétrica), hojas por planta,
raices por planta, longitud de raiz (con hoja milimétrica), contenido relativo de clorofila
(CRC) (SPAD 502DL Plus Spectrum®, tomando el valor promedio de tres hojas de vida

intermedia).

Los datos del experimento se estudiaron mediante analisis de varianza (ANOVA) y se
realizo la prueba de comparacion de medias Tukey (P< 0.05), para las variables que
tuvieron efecto de los tratamientos, asi como una correlacion de variables morfolégicas
con la humedad y dureza de los geles del medio de cultivo, para lo cual se utilizé el

paquete estadistico SAS System version 9.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

El tipo y cantidad de agente gelificante afecté en forma altamente significativa (P <

0.01) al porcentaje de humedad y la dureza del medio de cultivo (Cuadro 2).

En los medios de cultivo solidificados con poliacrilato de potasio no se observaron
diferencias estadisticas en contenido de humedad y dureza, pues se determiné una
humedad de 100 %, aun empleado distintas concentraciones del gelificante. El
phytagel con 1.5 g L'! generé el medio de cultivo con la humedad mas alta después
del poliacrilato de potasio (59.3 %), seguido por los medios de cultivo solidificados con
una mayor concentracion del mismo gelificante que fueron estadisticamente iguales
entre si. El medio de cultivo solidificado con agar 9 gL produjo geles con menor
contenido de agua que aquellos en los que se usé phytagel, mientras que los geles

con menor humedad disponible fueron donde se usé carragenina (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Caracteristicas fisicas de nueve medios de cultivo MS.

Tipo de gelificante Humedad Dureza
(gL (%) (N)
Agar (9.0) 55.6 ¢ 0.051 a
Phytagel (1.5) 59.3b 0.015d
Phytagel (2.0) 58.0 bc 0.030 bc
Phytagel (2.5) 58.3 bc 0.036 b
Carragenina (10.0) 50.6d 0.015d
Carragenina (11.0) 50.0d 0.025c
Poliacrilato de potasio (35.0) 100 a 0.010d
Poliacrilato de potasio (40.0) 100 a 0.011d
Poliacrilato de potasio (45.0) 100 a 0.015d
DMSH (P < 0.05) 3.06 0.007

DMSH: diferencia minima significativa honesta. Medias con letras iguales dentro de

columna, no son estadisticamente diferentes de acuerdo con la prueba Tukey (P < 0.05).

Con relacién a la dureza o rigidez del medio de cultivo, los geles de mayor dureza
fueron generados por la adicciéon de 9 gL del agar al medio de cultivo. La dureza de
los geles aumento6 de 0.015 a 0.036, conforme se incrementd la cantidad de phytagel
en el medio, y fue 0.015 a 0.036 N menor que la dureza del medio donde se uso agar.

Los medios de cultivo solidificados con phytagel 1.5 gL, carragenina 10 gL' y
poliacrilato de potasio produjeron los geles mas suaves, mismos que fueron
estadisticamente iguales entre si. Se pudo observar que a medida que se aumenté la
concentracion de los gelificantes phytagel y carragenina la dureza de los medios
aumenta significativamente, contrario a lo que sucedi6 con el poliacrilato de potasio
cuyos geles presentaron una dureza similar, aunque se hayan usado 5 6 10 g mas de

producto (Cuadro 2).

El analisis de varianza indic6 que los agentes gelificantes (agar, phytagel y
carragenina) tuvieron efecto altamente significativo (P < 0.01) en las variables de

crecimiento de filodendro evaluadas (Cuadro 3). Los medios de cultivo gelificados con

71



poliacrilato de potasio no se incluyeron en el andlisis porque el medio de cultivo perdio
la consistencia semisodlida seis dias después de haber establecido el experimento lo
que ocasiono que las plantas perdieran soporte, se hiper hidrataran y por lo tanto no

se evaluaron.

Los brotes de mayor altura fueron los cultivados en medio solidificado con phytagel 1.5
g L1, seguidos de aquellos cultivados con 10 g L de carragenina, en tanto que los
brotes mas pequefios fueron los cultivados con 9 g L' de agar (Figura 2). Se observé
que la altura de los brotes fue menor conforme se incremento la cantidad de gelificante

en el medio de cultivo.

Con respecto al nimero de hojas, los medios con carragenina 10 y 11 gL fueron
estadisticamente superiores al resto, ya que presentaron 8.2 y 8.3 hojas, seguidos de
los brotes crecidos en medio con phytagel; los brotes cultivados con agar fueron los

que tuvieron menor numero de hojas (Cuadro 3).
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Agar, 9 g Phytagel, 1.5 g Phytagel, 2.0 g Phytagel, 2.5 Carragenina, Carragenina,
10g 119

Gelificante del medio de cultivo

Figura 2. Altura de brotes de filodendro xanadu por efecto del tipo y cantidad de
gelificante, DMSH= 1.32.

72



Cuadro 3. Efecto del agente gelificante del medio de cultivo en el crecimiento y

contenido relativo de clorofila de filodendro xanadu.

Tipo de gelificante quas Ra,ices Longityd CRC
(g LY (NUm.) (NUm.) d(?nrr?]l)z (U. SPAD)
Agar (9.0) 71c 10b 61.7 e 40.8 a
Phytagel (1.5) 7.6 bc l12a 124.0 bc 40.6 a
Phytagel (2.0) 7.9 ab 10b 145.0 a 36.0b
Phytagel (2.5) 8.0 ab 1.0b 140.5 ab 409 a
Carragenina (10.0) 83a 10b 116.8 cd 334c
Carragenina (11.0) 8.2a 10b 102.2d 41.1a
DMSH (P < 0.05) 0.52 0.15 17.37 2.40

DMSH: diferencia minima significativa honesta. Medias con letras iguales en una

columna, no son estadisticamente diferentes de acuerdo con la prueba Tukey (P < 0.05).

Con relacién al nimero de raices, este fue superior en las plantas cultivadas con 1.5
g L1 de phytagel, no hubo diferencias estadisticas en nimero de estos 6rganos con

respecto a los de los brotes cultivados con los otros agentes gelificantes (Cuadro 3).

El mayor crecimiento de las raices de los brotes ocurrié en el medio con 2.0 g L de
phytagel, seguido de phytagel 2.5 g L%, mientras que la menor longitud ocurrié en los

brotes cultivados con 9 g L de agar.

El contenido relativo de clorofila, evaluado en unidades Spad fue estadisticamente
mayor e igual en los brotes que crecieron en los medios solidificados con 9 g L de

agar, phytagel 1.5, phytagel 2.5y carragenina 11 (g L) (40.6 a 41.1 unidades Spad).

Las plantas crecidas en el medio de cultivo solidificado con phytagel 2 gL presentaron
valores intermedios (36 unidades Spad). Mientras que las plantas que crecieron en el
medio de cultivo solidificado con carragenina 10 g L! registraron los valores de clorofila

mas bajos (Cuadro 3).
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Aunque se empled el mismo agente gelificante en mas de un tratamiento, la respuesta
morfogénica de las plantulas ocurrié en funcion de la concentracion del gelificante. En
términos generales se puede decir que, aunque la composicion del medio de cultivo
fue la misma, la respuesta de los brotes varié en funcién del agente gelificante y su

concentracion (Cuadro 3).

Correlacién de variables

Los resultados de la correlacion de las variables morfoldgicas del crecimiento de los

brotes de filodendro xanadu se presentan en el cuadro 4.

La altura de los brotes presentd una correlacion negativa significativa con la dureza
del gel del medio donde estuvieron creciendo, esta correlacion fue alta, o que indica
gue altura de los brotes fue mayor conforme los geles fueron mas suaves; sin embargo,

no hubo asociacion de esta variable con la humedad retenida en el gel del medio.

En el caso del nimero de hojas, también se observé una correlacion negativa y
significativa con la dureza del gel del medio de cultivo; también hubo una asociacion
negativa altamente significativa con la humedad contenida en el gel. Lo anterior indica
gue con menor contenido de humedad y dureza del gel los brotes pudieron producir

mayor cantidad de hojas.

El nimero de raices por brote, tuvo asociacion positiva baja y significativa con la
humedad del gel, esto significa qué a mayor contenido de agua en el gel, los brotes
desarrollaron mas raices. Por el contrario, la relacién entre nimero de raices y dureza
del gel fue negativa pero no significativa. Las raices tuvieron mayor crecimiento al
disponer de mayor contenido de agua en el medio, aunque la asociacion entre las
variables fue baja; por el contrario, la asociacion con la dureza del gel fue negativa y
altamente significativa. Lo anterior implica que conforme el gel fue mas duro las raices

tuvieron menor crecimiento.
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Cuadro 4. Correlaciones entre variables de crecimiento de filodendro xanadu con

contenido de humedad y dureza del medio de cultivo.

Variable morfolégica Humedad (%) Dureza (N)
Altura de brotes (mm) 0.1495 (p=<0.3840) -0.7918 (p =0.0001)

Hojas (NUm.) -0.3728 (p<0.0251) -0.5361 (p <0.0007)
Raices (NUum.) 0.3899 (p=<0.0187) -0.3233 (p =0.0544)
Longitud de raiz (mm) 0.3669 (p=<0.0277) -0.5059 (p=0.0016)

CRC (U. Spad) 0.2564 (p<0.1311) 0.3927 (p<0.0178)

El contenido relativo de clorofila, medido en unidades Spad presenté una correlacién

significativa moderadamente fuerte con la dureza del gel del medio de cultivo.

Se considera que el mejor crecimiento de filodendro xanadu se tuvo en el medio de
cultivo solidificado con 1.5 gL de phytagel (Figura 3), lo cual puede atribuirse a la
humedad disponible en el medio (59.3 %). Probablemente porque en este medio
ocurre una liberacién de agua y componentes del medio de cultivo acorde a la
demanda del explante. Ademas, un gel mas suave permite un mayor desarrollo y
crecimiento de raices, lo cual promueve un mayor crecimiento de la planta debido a la

mayor absorcién de agua y componentes del medio de cultivo.

Estos resultados concuerdan con lo reportado por otros investigadores que han
demostrado que existe relacion entre el tipo de agente gelificante empleado y la respuesta
morfogénica del explante en el medio de cultivo. Al respecto, Cardenas y Villegas (2002);
Garriaga et al. (2006); Hassan et al. (2016); Lopez-Escamilla et al. (2016); Flores-
Hernandez et al. (2017), sefialan que el agente gelificante es el responsable del
componente matrico del potencial hidrico del medio de cultivo y genera una fuerza del gel
gue es diferente entre las marcas de este debido a sus propiedades fisicoquimicas; esta
fuerza influye en la liberacion de agua, limita la movilidad de los solutos en el medio y por

lo tanto influyen en el crecimiento de los tejidos in vitro.
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Figura 3. Plantula cultivada en medio de cultivo MS gelificado con 1.5 g L' de phytagel.

Resultados similares a los obtenidos en esta investigacién fueron reportados por
Lopez-Escamilla et al. (2016) quienes mencionan que las plantulas de Echinocactus
sp. en medio MS solidificado con phytagel alcanzaron una mayor talla (alto y ancho) y
que esto pudo deberse a que este agente gelificante proporciond mayor disponibilidad
de agua y nutrimentos. Por su parte, Lucyszyn et al. (2005) estudiaron el crecimiento
de brotes de manzano (Malus prunifolia Borkh.) en medios de cultivo gelificados con
mezclas de goma guar-agar y goma cassia-agar, comparadas con un testigo
preparado con agar; observaron una mayor proliferacion de los brotes de manzano,
asi como menor hiperhidratacién de explantes en los medios de cultivo gelificados con
gomas y agar. Ademas, reportan que utilizar mezclas para sustituir al agar no afecta

significativamente la cantidad y longitud de los brotes formados.

Afrasiab y Rabia (2011) utilizaron phytagel como agente gelificante del medio MS para
la germinacion y organogénesis indirecta en hojas de arroz (Oryza sativa L.), con base
a los resultados mencionaron que, aunque el porcentaje de germinacioén, inducciéon de
callo y crecimiento evaluados fueron menores en los medios gelificados con phytagel

este gelificante es una alternativa al empleo de agar porque el pH del medio es mas
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estable con el transcurso de los dias y contiene menos impurezas. Por otro lado,
Saglam y Cifici (2010) emplearon isubgol como agente gelificante en medios para
organogénesis indirecta en hojas de Woad (Isatis tinctoria) y al comparar los resultados
con medios solidificados con agar obtuvieron mejor respuesta callogénica y de

diferenciacion en los medios solidificados con isubgol.

Chacon et al. (2000) emplearon phytagel para solidificar medios de cultivo para la
propagacion in vitro de Dioscorea trifida y Dioscorea alata en comparacion con agar
para comparar el comportamiento de los indices de crecimiento, y observaron
diferencias significativas en ambas especie en altura, peso fresco y peso seco, los
cuales fueron superiores cuando los medios se gelificaron con phytagel; también
mencionan que al aumentar la concentracion del gelificante, el crecimiento se vio
afectado de manera negativa debido a una mayor consistencia y dureza de los medios,

lo que limita la absorcién y movilidad de los componentes del medio.

Con respecto a medios de soporte, Labrousse et al. (2012), Oh et al. (2012), Flores-
Hernandez et al. (2017) encontraron que el phytagel, vermiculita, pulpa de papel y
perlita aumentan la conductividad hidrica, lo que favorece la absorcion de nutrientes

por las plantas, el mejor desarrollo de raices y mayor supervivencia en la aclimatacion.

En concordancia con algunos autores y con base a los resultados obtenidos, el
porcentaje de humedad determinados en cada medio de cultivo solidificado es debido
principalmente a la disponibilidad del agua que es proporcionada por la fuerza de cada
agente gelificante empleado (Adelberg et al., 2013; Lopez-Escamilla et al., 2016) y la
dureza del gel que se define como la fuerza que puede ser aplicada a un gel para que
se fracture (Kuria et al., 2008; Mbanaso, 2008) son caracteristicas que tienen fuerte
influencia en la germinacion, crecimiento y desarrollo in vitro. Sin embargo, una minima
variacion en la concentracion del agente gelificante modifica significativamente las
caracteristicas fisicas del medio de cultivo y por consiguiente la respuesta morfogénica

de las plantas como ocurrié en esta investigacion.

De acuerdo con los resultados obtenidos en esta investigacion, los brotes de filodendro
xanadu crecen bien en phytagel y carragenina, lo que representa una alternativa para

disminuir los costos de preparacion de medio de cultivo. Sin embargo, el phytagel
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provee los geles de mayor claridad lo cual es una caracteristica deseable e importante
de los medios de cultivo para monitorear la morfogénesis y posibles agentes
contaminantes, mientras que la carragenina en las concentraciones evaluadas produjo
geles opacos. Aunado a lo anterior, el uso de phytagel implica el menor costo por

concepto de agente gelificante del medio.

CONCLUSIONES

El medio de cultivo solidificado con phytagel a 1.5 gL fue el mejor para promover el
crecimiento de las plantas, las cuales presentaron mayor altura, nimero de raices y
contenido relativo de clorofila, asi como un adecuado nimero de hojas y longitud de
raices. Ademas, el gel fue mas claro y permitié observar facilmente el desarrollo
morfogénico de las plantas; también es el producto gelificante de menor costo por litro

de medio de cultivo.
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RESUMEN

El proceso de adaptacion de una planta establecida en condiciones in vitro durante el
paso a un medio ex vitro es delicado y requiere de condiciones especiales para que
las plantas logren adaptarse exitosamente. Ademas, las plantas deben tener un
sistema radical bien desarrollado que les facilitard su adaptacion; por lo cual deben
cultivarse en un medio especial que promueva el enraizamiento. La investigacion tuvo
como objetivo evaluar el acido 3-indolbutirico (AIB) y acido 3-indolacético (AlA) para
determinar la auxina y cantidad mas adecuada para el enraizamiento de brotes de
filodendro xanadu. Se utilizaron brotes de filodendro xanadu sin raices, obtenidos por
organogénesis directa en condiciones in vitro. Se evaluaron cuatro concentraciones de
cada auxina (0.5, 1.0, 1.5y 2.0 mg L) y un testigo sin auxinas, en el medio de cultivo
Murashige y Skoog (1962). El disefio experimental fue completamente al azar. Se
evaluo altura de planta, caracteristica de raiz y de hojas. Los resultados indicaron que
el medio de cultivo suplementado con 0.5 mg L de AIB es el medio mas apropiado
para promover el enraizamiento adecuado de brotes de filodendro xanadu en 17 dias,
donde se obtuvieron 6.6 raices con 6 cm de longitud, asi como plantas de 4.1 cm con

9.8 hojas y con mas clorofila (36.6 unidades spad). El medio de cultivo con AlA, en
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cualquiera de las cuatro concentraciones no fue adecuado para el enraizamiento de

los brotes de esta especie.

Palabras clave: filodendro, auxinas, enraizamiento.

SUMMARY

The adaptation process of an established plant under in vitro conditions during the
transition to an ex vitro medium is delicate and requires special conditions for the plants
to successfully adapt. In addition, plants must have a well-developed root system that
will facilitate their adaptation; for which they must be cultivated in a special medium that
promotes rooting. The objective of the research was to evaluate indole 3-butyric acid
(IBA) and 3-indoleacetic acid (IAA) to determine the most suitable auxin and quantity
for rooting shoots of philodendron xanadu. Philodendron xanadu shoots without roots,
obtained by direct organogenesis under in vitro conditions, were used. Four
concentrations of each auxin (0.5, 1.0, 1.5 and 2.0 mg L) and a control without auxins
were evaluated in the culture medium Murashige and Skoog (1962). The experimental
design was completely randomized. Plant height, root and leaf characteristics were
evaluated. The results indicated that the culture medium supplemented with 0.5 mg L-
1 of IBA is the most appropriate medium to promote adequate rooting of shoots of
philodendron xanadu in 17 days, where 6.6 roots with 6 cm in length were contained,
as well as plants 4.1 cm with 9.8 leaves and more chlorophyll (36.6 spad units). The
culture medium with IAA, in any of the four concentrations, was not suitable for rooting

the shoots of this specie.

Key words: philodendron, auxins, rooting.
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INTRODUCCION

En la micropropagacion de plantas, la fase de aclimatacion puede ser critica, donde el
enraizamiento de las vitro plantas es una parte fundamental. El enraizamiento in vitro
es seguido por la fase de aclimatacién de plantas, en condiciones de invernadero, y
en la mayoria de los casos se realiza en plantas de dificil enraizamiento ex vitro
(Sathyanarayanay Barghese, 2007). La formacion de raices adventicias es un proceso
inducido y regulado por factores externos como temperatura, luz y composicion del
medio de cultivo e internos como produccion enddégena de fitohormonas, carbohidratos
y compuestos fendlicos (Pop et al., 2011). Otro aspecto importante son los reguladores
de crecimiento utilizados en la fase de multiplicacion como las citoquininas y
giberelinas empleadas para la multiplicacion y alargamiento de brotes o tallos, las
cuales se han considerado como inhibidores del enraizamiento (Saini et al., 2013). El
material obtenido de la propagacion in vitro también puede ser enraizado ex vitro
durante el proceso de aclimatacién en condiciones no asépticas y en sustratos como
turbas, perlita o arena (Smith, 2012). Aunque esta condicion de enraizamiento no es

muy recomendable para plantas que tienen tallos acaules como el filodendro.

Los reguladores de crecimiento en los medios de cultivo permiten direccionar la
morfogénesis de los tejidos y modificar las respuestas fisioldgicas en condiciones in
vitro. La utilizacion exégena de auxinas naturales como acido 3-indolacético (AlA) o
sintéticas como acido naftalenacético (ANA) y acido 3-indolbutirico (AIB), coadyuva a
mejorar y eficientar el proceso de enraizamiento estimulando células indiferenciadas
que promueven la iniciacion del enraizamiento o emergencia de raices adventicias por
medio de mecanismos de alargamiento celular (Jiménez-Marifia et al., 2009; Garcia et
al., 2015).

Se han desarrollado diferentes protocolos de micropropagacion para el
género Philodendron y se ha observado que el enraizamiento in vitro ha dado buenos
resultados cuando se aplican distintos tipos y concentraciones de auxinas al medio de
cultivo. Para el enraizamiento in vitro de filodendro xanadu se ha utilizado el medio de

cultivo MS con acido 3-indolbutirico a razén de a razén de 0.5 mg L* (Gangopadhyay
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et al., 2004) y medio MS suplementado ya sea con carbon activado o acido naftalen
acético a razén de 1 g L? (Thi Thu et al.,, 2013) resultando adecuados para el
enraizamiento de esta especie. En otras especies como Philodendron bipinnatifidum
el enraizamiento se ha logrado con el medio de cultivo MS suplementado con 1 a 2 mg
Lt de acido naftalen acético (Alawaadh et al., 2020) y también con acido 3-indolbutirico
en concentracion de 3 mg L* y el medio MS (EI-Shamy, 2015). En otras ocasiones el
enraizamiento ocurre en medio de cultivo MS desprovisto de reguladores de
crecimiento (Blanco y Valverde, 2004), aunque el nimero de raices es menor en

comparacion de usar auxinas para promover la formacion de las raices.

Debido a la importancia de la especie en estudio, y la necesidad de formar el sistema
de raices para tener la planta completa, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto
independiente de dos auxinas, acido 3-indolbutirico (AIB) y acido 3-indolacético (AlA),
en el enraizamiento in vitro de brotes de filodendro xanadu, obtenidos a partir de

subcultivos sucesivos.

MATERIALES Y METODOS

La investigacién se llevo a cabo en el laboratorio de micropropagaciéon de la Facultad
de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Autbnoma del Estado de Morelos, en

Cuernavaca, Morelos, México.

Para este experimento, se utilizaron plantas de filodendro xanadu cultivadas in vitro,
con longitud de 18 + 2 mm, tres hojas jovenes, sin brotes, sin raices y de tamafio

uniforme entre ellas.
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Medio de cultivo

Se us6 el medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962) suplementado con 3 % de
sacarosa, tiamina, glicina, piridoxina, acido nicotinico (0.5 mg L), e inositol (100 mg
L1); el pH se ajusté a 5.7. Como agente gelificante se usaron 7.5 g L* de agar Merck®.
Se prepararon ocho medios de cultivo que contenian: acido 3-indolbutirico (AIB: 0.5,
1.0, 1.5y 2.0 mg L) o &cido 3-indolacético (AlA: 0.5, 1.0, 1.5y 2.0 mg L), mas un

testigo absoluto sin auxinas.

Una vez preparados los medios de cultivo, se dosificaron en alicuotas de 20 mL por
frasco de cultivo de 100 mL de capacidad; mismos que fueron esterilizados durante
18 min en autoclave vertical a 1.2 kg cm2 y 120 °C. Los frascos de cultivo se
establecieron en una camara de crecimiento con temperatura de 28 + 2 °C, fotoperiodo de
16 horas de iluminacioén y 8 de oscuridad, intensidad luminosa de 32 HE-m2-s, en donde
estuvieron por 17 dias.

Disefio experimental

Se estudiaron nueve tratamientos de enraizamiento de brotes, con cinco repeticiones;
se uso un disefio experimental completamente al azar. La unidad experimental fue un

frasco de 100 mL con 20 mL de medio de cultivo y cinco explantes por frasco.

Variables evaluadas y su analisis

Transcurridos 17 dias después del establecimiento del experimento, se evalud la altura
de brotes (desde la base hasta la parte superior, con hoja milimétrica), hojas por planta,
raices por planta, longitud de raiz (con hoja milimétrica), contenido relativo de clorofila
(CRC) (SPAD 502DL Plus Spectrum®, tomando el valor promedio de tres hojas de vida

intermedia).

Los datos obtenidos se estudiaron mediante analisis de varianza (ANOVA) y se realizd
la prueba de comparacion de medias Tukey (P< 0.05) con el paquete estadistico SAS
System version 9.0.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La concentracion de auxina en el medio de cultivo tuvo efecto significativo (P < 0.05)
en la altura y longitud de raices de los brotes, y altamente significativo (P < 0.01) para
el numero de la raices y contenido relativo de clorofila, mientras que en el nimero de
hojas no hubo diferencias significativas por efecto del tratamiento de auxinas. Lo
anterior se atribuye al tipo de auxina y cantidad agregada a cada tratamiento, donde
es claramente observado el efecto de cada una en el enraizamiento de los brotes de

filodendro y la necesidad de estas para promover el enraizamiento (Cuadro 1).

Cuadro 1. Cuadrados medios y parametros estadisticos del ANOVA para variables

del crecimiento de filodendro xanadu durante el enraizamiento de brotes por efecto

de auxinas.
Fuentes de gl Altura de Hojas Raices Longitud CRC
variacion planta (NUm.) (NUm.) de raiz (U. spad)
(mm) (cm)
Auxinas 8 37.8* 1.19ns 45.9** 17.1* 26.9**
Error exp. 36 11.9 0.8 1.0 4.1 5.3
C.V. (%) 9.9 10.7 31.8 53.2 6.97

gl: grados de libertad, CV: coeficiente de variacion, *: efecto significativo (P<0.05):
**: efecto altamente significativo (P<0.01), ns: efecto no significativo.

La altura de las plantas present6 pocas diferencias, la mayoria tuvieron de 3.2 a 3.4
cm. Sin embargo, las plantas que crecieron en el medio de cultivo con 0.5 mg L de
AIB fueron las de mayor altura (41.6 mm), seguidas por aquellas en las que se adicioné
1 mg L de AIA al medio de cultivo (34.7 mm); como se observa, las plantas cultivadas
en el resto de los tratamientos ya sea con la adicion de AIB o AIA tuvieron un

crecimiento en altura estadisticamente igual (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Caracteristicas morfoldgicas de brotes de filodendro xanadu in vitro

evaluados en medios de cultivo MS con dos tipos de auxinas.

Auxina Altura de planta Hojas Raices Longitud de raiz CRC

(mg L) (mm) (NUm.)  (Num.) (cm) (U. spad)
0 325b 79a 0.2b 0.8b 30.7b
Acido 3-indolbutirico (AIB)
0.5 41.6 a 9.8a 6.6 a 6.0 a 36.6 a
1.0 34.2Db 8.7 a 6.6 a 5.8a 36.6 a
15 34.3b 8.8a 6.6 a 52a 33.2ab
2.0 33.8b 9.0a 5.6 a 5.4 a 33.2ab
Acido 3-indolacético (AlA)
0.5 339b 8.7a 10b 3.6ab 32.1ab
1.0 34.7 ab 8.7a 0.8b 2.6 ab 33.5ab
15 33.8b 8.8a 06b 2.0 ab 33.7ab
2.0 32.3b 8.7a 06b 3.2ab 29.7b
DMSH 7.2 1.97 2.1 4.26 4.83

DMSH: diferencia minima significativa honesta. Medias con letras iguales en una columna, no

son estadisticamente diferentes de acuerdo con la prueba Tukey (P < 0.05).

El ndmero de hojas en las plantas de los distintos tratamientos de auxinas fue
estadisticamente igual pero numéricamente diferente variando de 7.9 a 9.8 hojas; es
importante indicar que las hojas de las plantas cultivadas en los medios de cultivo en
que se adicion6 AIB fueron mas grandes, mientras que aquellas cultivadas en medios
con AIA fueron de menor tamafio (Cuadro 2). EI nidmero de raices fue mayor y
estadisticamente igual en los medios de cultivo en que se adiciond AIB (5.6 a 6.6 raices
por planta); en tanto que en los medios de cultivo en que se adiciono AlA, asi como en
el medio de cultivo sin auxinas (testigo absoluto), el nUmero de raices fue reducido y

en algunos brotes no hubo desarrollo de raices.

Al igual que el nimero de raices, la longitud de raiz se vi6 favorecida por las auxinas

y fue estadisticamente superior en los medios de cultivo en que se adiciond AIB (5.2 a
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6 cm). Las plantas cultivadas en los cuatro medios de cultivo suplementados con AlA
presentaron una longitud de raiz estadisticamente igual entre si y varié de 2 a 3.6 cm;
las raices de estas plantas fueron 51 % mas cortas que las enraizadas con AIB. Las
plantas que enraizaron en el medio de cultivo sin auxinas tuvieron la menor longitud
de raiz (Cuadro 2). Ademas de existir diferencias significativas para raiz en cuanto a
namero y longitud, se observé que las raices de las plantas que crecieron en los
medios de cultivo suplementados con AIA no presentaron ramificaciones y estas
fueron de color verde intenso (Figura 1).

Figura 1. Enraizamiento de brotes de filodendro xanadu. a) Formacién mdltiple de raices
adventicias en brotes por efecto de AIB, b) Plantula completa con raices bien diferenciadas
por efecto del AIB, c) Raices en brotes cultivados con AlA, d) Plantula cultivada en medio con
AlA.
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La adicidn de auxinas y su concentracion en el medio de cultivo modifico el contenido
relativo de clorofila (CRC) en las plantas cultivadas en los diversos medios de cultivo.
Las plantas que estuvieron en medios de cultivo adicionados con 0.5y 1 mg L de AIB
tuvieron el mayor contenido relativo de clorofila (36.6 unidades spad), seguidas por
aquellas que crecieron en los medios suplementados con 1.5y 2 mg L de AIB, asi
como 0.5, 1.0 y 1.5 mg L de AIA, en las que el CRC varié de 32.1 a 33.7 unidades
SPAD; el menor CRC se observé en las plantas cultivadas en el medio con 2 mg L
de AIA 'y en aquellas en las que no se usaron auxinas (Cuadro 2).

Los resultados obtenidos en esta investigacion coinciden con lo reportado por
Gangopadhyay et al. (2004) quienes obtuvieron el adecuado enraizamiento de
filodendro xanadu con la adicién de 0.5 mg L* de &cido indol-3-butirico al medio de
cultivo. Por su parte, Thi Thu et al. (2013) reporta que el filodendro xanadu en medio
MS suplementado ya sea con carbén activado o acido naftalen acético a 1 g L™ result6
apropiado para la induccion de raices en términos de numero y longitud después de

cuatro semanas de cultivo.

Alawaadh et al. (2020) reportan que el 100 % de enraizamiento de brotes de
Philodendron bipinnatifidum ocurre en el medio MS suplementado con 1 a2 mg L de
acido naftalen acético. Por su parte, EI-Shamy (2015) reporta que para la propagacion
in vitro de Philodendron bipinnatifidum, la auxina mas adecuada fue el acido indol-3-
butirico en concentraciéon de 3 mg Lt. También Hassan et al. (2016) reportan que para
la etapa de enraizamiento de Philodendron selloum se requiere usar el medio de cultivo
MS suplementado con 3 mg L de acido 3-indolbutirico. De igual modo, Chen et al.
(2012) reportan que en estudios realizados con tres cultivares comerciales de
filodendro, las plantas enraizaron bien después de un mes de subcultivarse en medio
MS con 0.1 a1 mg L™ de AIB.

Contrario a los reportes anteriores, Blanco y Valverde (2004) en estudios realizados
para generar el protocolo de propagacion in vitro de Philodendron sp. mencionan que
esta especie no requiere del estimulo de auxinas para el enraizamiento, ya que la
induccion de raices ocurrié en un periodo de 3 a 4 semanas, tanto en los medios de

cultivo suplementados con auxinas, como en los medios desprovistos de estas.
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De acuerdo a los resultados obtenidos en esta investigacion y en concordancia con lo
reportado por otros autores, cada especie aun del mismo género, puede requerir 0 no
del estimulo de alguna auxina para completar el proceso morfogénico de
enraizamiento. En el caso de filodendro xanadu, el enraizamiento requirio sélo de 17

dias para tener raices listas para trasplantar a sustrato.

CONCLUSIONES

El medio de cultivo MS suplementado con 0.5 mg L de acido indol-3-butirico es el
mas adecuado para propiciar un mejor enraizamiento in vitro de brotes de filodendro
xanadu en un periodo de 17 dias. Por el contrario, el medio de cultivo suplementado
con acido 3-indolacético no es adecuado para el enraizamiento in vitro de brotes de

filodendro xanadu.
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RESUMEN

Las plantas obtenidas por micropropagacion deben pasar por una etapa de
aclimataciéon (adaptacion ex vitro) antes de ser establecidas en un sitio definitivo, esta
etapa es considerada critica por el estrés al que se someten las plantas debido a
diversos factores. El sustrato es considerado uno de los factores mas importantes para
la adaptacion y crecimiento de plantulas, por lo que es importante definir en la mayoria
de los casos una mezcla de componentes que satisfagan este criterio. El objetivo de
este estudio fue evaluar mezclas de sustratos en la adaptacion y crecimiento de
plantulas de filodendro xanadu obtenidas por micro propagacién, durante el periodo de
aclimatacion en condiciones de invernadero, para determinar la mezcla mas adecuada
para la adaptacién exitosa y el crecimiento 6ptimo de esta especie. Se elaboraron
nueve mezclas con los sustratos: ocochal molido, polvo de coco, turba, vermiculita y
agrolita. El experimento se establecio bajo un disefio experimental completamente al
azar. Se evaluaron las caracteristicas fisicas y quimicas de las mezclas, las variables
de respuesta fisiologica al trasplante y aclimatacion (respuesta de inicio de crecimiento

y porcentaje de aclimatacién), altura, nimero de hojas, diametro del tallo, nimero de
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raices, volumen de raices y contenido relativo de clorofila. A los 52 dias con un 100 %
de éxito en la aclimatacion de las plantulas en las distintas mezclas de sustratos, los
resultados indicaron que la mezcla 5 conformada por ocochal molido 70 %, polvo de
coco 10 %, turba 10 %, agrolita 10 % fue la mas adecuada para la aclimatacion y
crecimiento de las plantulas, porque produjo las plantas de mejores caracteristicas en

el menor tiempo.

Palabras clave: mezclas de sustratos, aclimatacion, plantulas.

SUMMARY

Plants obtained by micropropagation must go through an acclimatization stage (ex vitro
adaptation) before being established in a definitive site, this stage is considered critical
due to the stress to which the plants are subjected due to various factors. The substrate
is considered one of the most important factors for the adaptation and growth of
seedlings, so it is important to define in most cases a mixture of components that satisfy
this criterion. The objective of this study was to evaluate substrate mixtures in the
adaptation and growth of philodendron xanadu seedlings obtained by
micropropagation, during the acclimatization period under greenhouse conditions, to
determine the most suitable mixture for successful adaptation and optimal growth of
this species. Nine mixtures were made with the substrates: ground ocochal, coconut
powder, peat, vermiculite and agrolite. The experiment was established under a
completely random design. The physical and chemical characteristics of the mixtures,
the variables of physiological response to transplantation and acclimatization
(response at the beginning of growth and percentage of acclimatization), height,
number of leaves, stem diameter, number of roots, volume of roots and relative
chlorophyll content were evaluated. At 52 days with 100 % success in the
acclimatization of the seedlings in the different mixtures of substrates, the results
indicated that mix 5 made up of ground ocochal 70 %, coconut powder 10 %, peat 10
%, agrolite 10 % it was the most suitable for the acclimatization and growth of the
seedlings, because it produced the plants with the best characteristics in the shortest

time.
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INTRODUCCION

El género Philodendron (Araceae) esta conformado por 447 especies registradas (The
Plant List, 2019). Las distintas especies de filodendros son muy apreciados por la
belleza de su follaje, tolerancia a distintos ambientes y por sus distintos hébitos de
crecimiento. Las plantas de este género han ganado popularidad en las ultimas 4
décadas, debido en mayor parte al aumento en la introduccién de nuevos hibridos que
poseen colores vistosos y tamafios compactos (Chen et al., 2012).

La propagacion in vitro de especies vegetales es una alternativa valiosa para la
propagacion de especies de interés econdmico y ornamental, debido a que posibilita
la produccion de grandes cantidades de plantas en un periodo de tiempo relativamente
corto (Espinoza-Reyes et al., 2019).

El éxito de las técnicas de cultivo de tejidos depende esencialmente de tener bien
establecido un protocolo que incluya las diferentes etapas del proceso, como son la
propagacion, el enraizamiento y la aclimatacion de las plantas (Resende et al., 2015).

La aclimatacion de plantas cultivadas in vitro es la ultima fase del proceso de
micropropagacion y es considerada una etapa critica, donde se determina la
sobrevivencia y establecimiento de las plantulas (Lesar et al., 2012). La etapa critica
ocurre durante el trasplante de la plantula a condiciones ex vitro (procedente de
condiciones in vitro) y el inicio de emision de raices, pues ocurre un desbalance hidrico
entre la transpiracion y absorcion de agua (Rodriguez et al., 2015). Al comenzar la fase
de aclimatacion, las plantas deben ajustar su fisiologia estomatica a las condiciones de
evapotranspiracion imperantes en el nuevo ambiente y activar la toma de agua y
nutrientes a través del sistema radical (Bonilla et al., 2015).

Los sustratos utilizados en el proceso de aclimatacién y endurecimiento son variados,
deben permitir un buen drenaje y a la vez mantener los niveles de humedad requeridos;
ademas, se debe evitar la contaminacion con patdégenos, lo anterior tiene como proposito

permitir la facil adaptacién al nuevo medio de supervivencia (Bonilla et al., 2015).
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Para la aclimatacion de plantulas de filodendro se han propuesto distintas mezclas de
sustratos en las que la aclimatacion se ha realizado con éxito y se ha logrado un 100 %
de supervivencia del material micropropagado empleando turbas, agrolita, vermiculita,
arenas, fibra de coco, cascara de arroz quemada, entre otros (Chen et al., 2012; Thi Thu
et al., 2013; EI-Shamy, 2015; Hassan et al., 2016; Alawaadh et al., 2020).

A pesar del éxito que se ha tenido en la aclimatacion de plantulas de filodendro con el
empleo de las mezclas de sustratos antes mencionadas, dichas mezclas estan
conformadas por sustratos fuertemente demandados, costosos e incluso importados
como las turbas, lo que incrementa considerablemente los costos de produccion. Con
base en la importancia de la aclimatacion de plantulas de filodendro xanadu obtenidas
mediante propagacién in vitro y concretar un protocolo de propagacion costeable, el
objetivo del presente trabajo fue disefiar y evaluar mezclas de sustratos para la adaptacion

exitosa y Optimo crecimiento en condiciones de invernadero.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realiz6 en un invernadero de propagacion ubicado en Cliserio Alanis,
Jiutepec, Morelos, a una altura de 1366 msnm con temperaturas promedio de 36/12 °C
(dia/noche).

Se utilizaron plantulas de filodendro xanadu cultivadas in vitro, con sistema de raiz, altura
de 38 £ 2 mm y de tamarfio uniforme entre ellas; se removié el agar de las plantas y estas
se lavaron con agua para eliminar por completo el medio de cultivo, procurando no dafar

las raices.

Mezclas de sustratos

Se emplearon sustratos comerciales: Ocochal molido (Om), Polvo de coco (Pc), Turba
(T), Vermiculita (V) y Agrolita (A), los cuales fueron preparados mediante trituracion y

tamizado hasta tener una textura media de 5 mm de diametro. El polvo de coco y turba
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fueron lavados con agua dos veces. Posteriormente, se prepararon las mezclas indicadas

en el cuadro 1.

Cuadro 1. Composicion de mezclas de sustratos para la aclimatacién de

plantulas de filodendro xanadu en condiciones de invernadero.

Sustratos

Mezclade Ocochal molido Polvodecoco Turba Vermiculita  Agrolita

sustratos (%) (%) (%) (%) (%)
1 50 20 20 10 --
2 50 20 20 -- 10
3 60 10 10 10 10
4 70 10 10 10 -
5 70 10 10 -- 10
6 80 10 -- 10 -
7 80 10 -- -- 10
8 85 -- -- 15 --
9 85 -- -- -- 15

Una vez elaboradas las mezclas de sustratos, se determinaron las caracteristicas
fisicas y quimicas de cada una: porcentaje de humedad (medidor de humedad Kelway
HB-2), densidad aparente, densidad real, porcentaje de espacio poroso y pH
(potenciémetro, SOIL TESTER) (Cuadro 2).

Se utilizaron charolas de polietileno de 72 cavidades las cuales se prepararon con la
mezcla de sustratos correspondiente, se aplicé agua hasta el punto de saturacion y
posteriormente se realiz6 el trasplante. El trasplante se realizd extrayendo las plantas
de los frascos donde fueron cultivadas in vitro, se retiro el agar de las raices, luego las
plantas se sumergieron en una solucién de Captan® a razén de 2 g L para
posteriormente ser establecidas en el sustrato de las charolas, hasta el cuello.
Finalmente, las charolas fueron cubiertas con un domo de plastico transparente (Figura

1) y colocadas en condiciones de media sombra.
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Cuadro 2. Caracteristicas fisicas y quimicas de mezclas de sustratos para la

aclimatacion de filodendro xanadu en condiciones de invernadero.

Mezcla de sustratos Humedad Densidad Densidad Espacio
(%) (%) aparente real poroso pH
(gem®  (gemd) (%)

1: Om50, Pc 20, T20, V10 82 0.24 0.33 38 5.6
2: Om50, Pc 20, T20, A10 85 0.27 0.35 30 5.5
3: 0Om60, Pc 10, T10, V10, A10 85 0.29 0.41 41 5.6
4: 0m70, Pc 10, T10, V10 74 0.27 0.46 70 5.6
5: Om70, Pc 10, T10, A10 80 0.30 0.49 63 5.6
6: Om80, Pc 10, V10 70 0.32 0.51 59 5.7
7: Om80, Pc 10, A10 64 0.36 0.49 36 5.6
8:0Om85, V 15 60 0.38 0.52 37 5.6
9: Om85, A 15 65 0.33 0.50 52 5.6

Om: ocochal molido, Pc: polvo de coco, T: turba, V: vermiculita, A: Agrolita

Figura 1. Plantulas de filodendro xanadu al momento de iniciar el periodo

de aclimatacion.
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Disefio experimental

El experimento se establecié en un disefio experimental completamente al azar con
tres repeticiones y cinco plantas por repeticion (en cada repeticion inicialmente se
establecieron 10 plantas y al momento de evaluar el experimento Unicamente se

tomaron cinco plantas de tamafio homogéneo).

A partir de los 7 dias después del trasplante, una vez que se retiro el domo plastico,
las plantas fueron regadas cada tercer dia con agua y cada 7 dias se aplico el riego
junto con la solucion Steiner (1984) al 50 % de su concentracién. A los 14 dias después
del trasplante, se realizé una aplicacion de Terrazole®, junto con el riego, a razéon de 1

g L para evitar la incidencia de enfermedades.

Variables evaluadas y analisis de datos

Las plantas fueron evaluadas a los 7 y 9 dias para las variables de respuesta fisiologica
al trasplante — aclimatacion (respuesta de inicio de crecimiento y porcentaje de
aclimatacion, %); la altura, nimero de hojas, diametro del tallo, nUmero de raices,
volumen de raices y contenido relativo de clorofila se evaluaron a los 52 dias, cuando
las plantas de al menos un tratamiento presentaron de 3 a 5 hojas nuevas y las raices

habian colonizado el sustrato.

Los datos de las variables se estudiaron mediante andlisis de varianza (ANOVA) y en
las variables donde hubo efecto de tratamientos, se realizé la prueba de comparacién

de medias Tukey (P< 0.05) con en el paquete estadistico SAS System version 9.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

La variable de respuesta inicio de crecimiento en dias (aparicion de la primera hoja en
condiciones ex vitro) vario en funcion de la composicion de cada mezcla, en las plantas

establecidas en las mezclas de sustratos 2, 3, 4 y 5, la primera hoja se observo a los
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7 dias después del trasplante, mientras que en las plantas establecidas en las mezclas

1,6, 7,8y 9 laprimera hoja se observo a los 9 dias después del trasplante (Figura 2).

El porcentaje de aclimatacion de las plantulas fue 100 % en las distintas mezclas de

sustratos evaluadas (Figura 2 y 3). Lo que indica que cualquiera de las nueve mezclas

pudieran ser adecuadas para aclimatar las plantas de filodendro.

La calidad y tamafio adecuado de la plantula de filodendro xanadu utilizada, asi como

el sistema radical bien desarrollado fueron factores importantes durante la fase de

aclimatacién, ya que estas caracteristicas repercuten en la supervivencia, la velocidad

de reinicio del crecimiento y la produccion final (Espinoza-Reyes et al., 2019).

120

100

80

60

40

20

O Respuesta de incio de crecimiento (dias)
OPorcentaje de aclimatacion (%)

100 100 100 100

9 7 7 7
] - - -

100

7
=

100

9

]

100

100

100

1 2 3 4

5

6

Mezcla de sustrato %

1: Om 50, Pc 20, T20, V 10 2:0m 50, Pc 20, T 20,A 10
4:0m 70,Pc10,T10,V10 5:0m70,Pc10,T10,A10
8: 0Om 85,V 15

7: Om 80, Pc 10, A10

3: Om 60, Pc 10, T10,V 10, A 10
6: Om 80, Pc 10, V 10
9: Om 85, A15

Figura 2. Respuesta de inicio de crecimiento y porcentaje de aclimatacién de plantulas
de fiodendro xanadu en nueve mezclas de sustratos en condiciones de invernadero.
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Figura 3. Aclimatacion exitosa de plantulas de filodendro xanadu a los nueve dias
después del trasplante.

Los resultados obtenidos en esta investigacion respecto de la aclimatacion exitosa en
condiciones de invernadero concuerdan parcialmente con lo reportado en otras
investigaciones. Thi Thu et al. (2013) aclimataron plantulas in vitro de filodendro xanadu
en condiciones de invernadero empleando cuatro sustratos diferentes, el porcentaje de
supervivencia de las plantulas que obtuvieron fue del 100 % en todos los sustratos; las
plantulas aclimatadas que mostraron el mejor crecimiento y desarrollo fueron las

cultivadas en una mezcla de fibra de coco y cascara de arroz quemada (1:1).

Chen et al. (2012) tras desarrollar el protocolo de propagacion in vitro de tres cultivares
de filodendro lograron aclimatar exitosamente el 100 % de las plantulas
micropropagadas al usar una mezcla compuesta por 80 % peat moss y 10 % agrolita
después de mantenerlas 2 meses en condiciones de invernadero con una temperatura
de 25 a 30 °C y una humedad relativa de 70 a 100 %. Por su parte Alawaadh et al.
(2020) realizd estudios en Philodendron bipinnatifidum para optimizar la propagacion
masiva de esta especie, reportaron una tasa de supervivencia del 100 % empleando
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una mezcla estéril compuesta por 50 % peat moss y 50 % agrolita durante 30 dias,
temperatura media de 25 £ 2 °C y humedad relativa de 50 a 60 % con un fotoperiodo
de 16 horas luz. Respecto a aclimatacion, EI-Shamy (2015) desarroll6 el protocolo de
propagacion in vitro de Philodendron bipinnatifidum y reporté haber obtenido 100 % de
supervivencia de las plantulas cultivadas en macetas de plastico llenas de turba y
arena en una proporcion de 4:1, en condiciones de invernadero. También Hassan et
al. (2016), realizaron estudios para reducir los costos de produccion de la propagacion
in vitro de Philodendron selloum y reportaron una supervivencia de 100 % durante la
aclimatacién de esta especie empleando como sustrato una mezcla de vermiculita y

turba en proporcion 1:1.

Las plantulas cultivadas durante 52 dias en condiciones de invernadero mostraron
diferencias durante su crecimiento, presentaron hojas turgentes y vigorosas,
totalmente extendidas, brillantes y de color verde oscuro caracteristico de la especie
(Figura 4).

Figura 4. Plantas de filodendro xanadu a los 52 dias después del trasplante, cultivadas
en la mezcla de sustrato 5 (Ocochal molido, 70 %: Polvo de coco, 10 %: Turba, 10 %:
Agrolita, 10 %).
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La composicidon de las mezclas de sustratos empleadas en la aclimatacion de plantulas
de filodendro xanadu en condiciones de invernadero tuvo efecto altamente significativo
(P =0.01) en la altura, diametro del tallo, numero de raices, volumen de raices y contenido
relativo de clorofila, excepto para el nimero de hojas de las plantas (Cuadro 3). Lo anterior
puede atribuirse a la proporcién de sustratos con que se elaboré cada mezcla, asi

como también a las caracteristicas fisicas y quimicas de estas.

Cuadro 3. Cuadrados medios y parametros estadisticos del ANOVA para variables
de crecimiento de filodendro xanadu, por efecto de mezclas de sustratos durante la

aclimatacion.

Fuentes gl Alturade Hojas Diametro Raices Volumen CRC
de planta  (Nim.) deltallo (Num.) deraiz (U. spad)
variacion (mm) (mm) (ml)
Sustratos 8 4.97** 1.40ns 1.74* 3.52** 0.10** 13.84**
Errorexp. 108 0.44 1.10 0.16 0.63 0.02 4.59
C.V. (%) 6.64 12.08 8.87 16.99 14.86 6.84
R? 0.72 0.23 0.71 0.57 0.51 0.42

gl: grados de libertad, C.V.: coeficiente de variaciéon, R?: coeficiente de determinacion, **:

efecto altamente significativo (P<0.01), ns: efecto no significativo.

Las plantas que fueron aclimatadas con la mezcla 5 fueron las de mayor altura (11.65
mm), seguidas de las cultivadas con la mezcla 9 (11.12 mm), mientras que las

cultivadas en la mezcla 6 fueron las de menor altura (8.98 mm) (Figura 5).

El mayor numero de hojas fue obtenido en las plantas que crecieron en la mezcla 5,
seguidas por las plantas cultivadas en las mezclas 2, 3, 4, 6, 7 y 8, sin diferencias
estadisticas entre estas mezclas; el menor nimero de hojas se cuantifico en las

mezclas 1y 9 (Cuadro 4).
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Figura 5. Altura de planta de filodendro xanadu por efecto de la mezcla de sustrato
durante la aclimatacion. DMS=1.94.

El didmetro de tallo fue mayor en las plantas crecidas en la mezcla 5 (5.46 mm),
seguido por las plantas de la mezcla 1 (5.09 mm), el menor didmetro del tallo ocurrié

en las mezclas 3y 4 (3.73 y 3.66 mm respectivamente) (Cuadro 4).

El nimero de raices se vi6 favorecido en la mezcla 5 (6.4 raices) compuesta por Om
/0, Pc 10, T 10y A 10, seguidas por aquellas de las plantas cultivadas en las mezclas
6 y 8 (5 raices); en contraste el menor nimero de estos 6rganos ocurrié en las plantas

de la mezcla 3 (3.8 raices) (Figura 6).

La mezcla 6 generd el mayor volumen de raiz (1.26 mL), las mezclas 1, 3,5, 7y 9
produjeron valores estadisticamente iguales, mientras que el menor volumen de estos

organos ocurrio en las mezclas 2, 4 y 8 sin diferir estadisticamente (Cuadro 4).

El cuanto al contenido relativo de clorofila CRC, este fue mayor en las plantas de la
mezcla 5 (33.68 U. SPAD), seguido de las plantas cultivadas en las mezclas 1, 2, 3, 6
y 7 donde los valores fueron estadisticamente iguales, el menor CRC se cuantifico en

las plantas de las mezclas de sustratos 4, 8 y 9 (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Efecto de la composicion de mezclas de sustratos en el crecimiento

de plantas de filodendro xanadu durante el periodo de aclimatacion.

Mezcla de sustratos Hojas Diam. de tallo  Vol. de raiz CRC
(%) (Num.) (mm) (mL) (U. spad)
1: Om 50, Pc 20, T20, V 10 8.26 b 5.09 ab 1.03 ab 31.18 ab
2:Om 50, Pc 20, T 20, A 10 8.53 ab 4.56 bc 0.89 b 31.90 ab
3:0m 60, Pc 10, T10,V 10,A10 8.66 ab 3.73d 1.13 ab 31.94 ab
4:0m 70, Pc 10, T 10, V 10 8.53 ab 3.66 d 0.93b 29.90 b
5:0m 70, Pc 10, T 10, A 10 9.66 a 546 a 1.02 ab 33.68 a
6: Om 80, Pc 10, V 10 8.86 ab 4.74 bc 1.26 a 33.02 ab
7: Om 80, Pc 10, A 10 8.86 ab 4.70 be 0.96 ab 30.48 ab
8:Om 85, V 15 8.53 ab 4.38c¢c 0.94b 30.20 b
9:0m 85, A 15 8.40Db 4.92 abc 1.11 ab 29.78 b
DMSH 1.23 0.54 0.31 3.40

DMSH: diferencia minima significativa honesta. Medias con letras iguales en una columna, no

son estadisticamente diferentes de acuerdo con la prueba Tukey (P < 0.05).

Con base a los resultados obtenidos y en concordancia con otros autores, los
sustratos con alto contenido de materia organica como la composta, turbas,
composta de pino, polvo de coco, tierra de monte (ocochal), entre otros, al usarse
solos o en proporcidn con otros sustratos generan plantas de mejores caracteristicas
(Finez et al., 2009; Hamim et al., 2011; Martifion y Aragon, 2014; Ordogh, 2020). Por
lo tanto, la aclimatacion éxitosa en las mezclas de sustratos empleadas y el
crecimiento armoénico de las plantas en este estudio pueden atribuirse a la alta
proporcion de materia organica en cada mezcla que vario de 85 a 90 %. De acuerdo
con Gonzalez et al. (2005) las bondades de los sustratos compostados o
semicompostados se deben a la gran disponibilidad de nutrientes asimilables, buena
concentracion de acidos humicos y relacion adecuada de carbono/nitrégeno, los
cuales estan influenciadas por el tiempo de humificacion de la composta. Martifion y

Aragon (2014) obtuvieron el mejor porcentaje de germinacion y crecimiento de plantas
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Figura 6. Raices por planta de filodendro xanadu, por efecto de la mezcla de sustrato
durante la aclimatacion. DMS=1.08.

de Jatropha empleando composta y tierra de monte, las plantulas cultivadas en tierra
de monte y composta fueron las plantas de mayor altura, didmetro de tallo, y nimero

de hojas.

En contraste con un estudio realizado por Orddgh (2020) quien evalu6 diferentes
sustratos en la propagacion por esquejes de Philodendron erubescens encontré que
los productos comerciales BRT GreenMoss y ASB Greenworld, mismos que estan
elaborados a base de turbas, perlita y vermiculita fueron los mas adecuados para la
propagacion de esta especie, pues generaron mayor numero de brotes, mayor longitud

y ancho de hojas y mayor contenido total de clorofila y carotenoides.

Por su parte Tuwo y Tambaru (2021) en un estudio para encontrar un método eficiente
de aclimatacién para plantas micropropagadas de Colocasia esculenta (Araceae)
evaluaron diferentes mezclas de sustratos y encontraron que la mezcla compuesta por
suelo, estiércol y cascara de arroz en proporcion 1: 1: 1 generd una supervivencia de

62 % y plantas con mayor altura y nimero de hojas respecto de mezclas donde se
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adicion¢ cacarilla de arroz, polvo de coco o arena. Al respecto, El-Sayed et al. (2016)
en experimentos para establecer un protocolo de micropropagacion de Colocasia
esculenta evaluaron mezclas de sustratos compuestas por vermiculta, turba y arena y
encontraron que la mezcla elaborada con vermiculita y turba (1:1) generoé el porcentaje
mas alto de supervivencia (69.7%) asi como plantas con mayor altura y numero de

hojas.

Correlacién de variables

Los resultados de la correlacion de las variables morfologicas del crecimiento de los
brotes de filodendro xanadu durante el periodo de aclimatacion en invernadero con las

mezclas de sustratos empleadas se presentan en el cuadro 5.

Como puede observarse no hubo alguna asociacion significativa de las variables
morfolégicas con las caracteristicas de los sustratos empleados, excepto para la
variable de volumen de raiz con el pH de las mezclas de sustratos donde se presentd
una correlacion significativa positiva alta, lo que indica qué a mayor pH en el sustrato,

el volumen de raiz aumento.

De acuerdo con Espinosa-Reyes et al. (2019), los factores que mas influyen en la
aclimatacién de plantulas in vitro son el tipo de sustrato y su composicion, el cual
determina una adecuada retencion de humedad y los componentes quimicos para
proveer a la planta de agua y nutrientes; ademas ejerce una influencia significativa en
la arquitectura del sistema radical, lo que influye en el estado nutricional y la
translocacion de agua en las plantas. Por ello, es necesario prestar especial atencion

a su seleccion y uso.

De acuerdo con los resultados obtenidos y a lo reportado por otros autores, las mezclas
de sustratos empleadas en la aclimatacion de distintos filodendros comparten
sustratos similares que aun en distintas proporciones proveen un medio de adaptacién
oOptimo para la etapa de aclimatacién. Debido a que la aclimataciéon de plantas
cultivadas in vitro es la ultima fase de la micropropagacion y se considera una etapa

critica porque define la sobrevivencia y adaptacion de las plantulas (Lesar et al., 2012),
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Cuadro 5. Correlaciones entre variables de crecimiento de filodendro xanadu con

caracteristicas de sustratos utilizados en la etapa de aclimatacion.

Variable Humedad Densidad Densidad Espacio pH
morfologica (%) aparente real poroso
(g cm?) (g cm?) (%)

Altura de -0.0484 0.03165 0.1905 0.2726 -0.1111
planta (mm) (p<0.9015) (p<0.9356) (p=<0.6234) (p=<0.4779) (p=<0.7759)
Hojas 0.0880 0.1836 0.4176 0.4101 0.2012
(Nam.) (p=0.8217) (p=<0.6363) (p=<0.2633) (p=<0.2729) (p<0.6036)
Diametro del -0.0508 0.0493 0.0541 -0.0291 0.0760
tallo (mm) (p=0.8966) (p=<0.8997) (p=<0.8900) (p=<0.9407) (p=<0.8458)
Volumen de -0.0198 0.0420 0.2575 0.3119 0.7817
raiz (mL) (p=0.9596) (p=<0.9146) (p<0.5035) (p=<0.4138) (p=0.0128)
CRC 0.5370 -0.2498 -0.0922 0.1649 0.2008
(U. spad) (p=0.1359) (p=<0.5168) (p=<0.8133) (p=<0.6714) (p<=0.6043)

es importante disefiar y emplear mezclas con los sustratos evaluados en esta
investigacioén, lo cual sera til para obtener éxito en la aclimatacion de plantulas del

género Philodendron.

Los resultados obtenidos en la aclimatacion exitosa también pueden atribuirse al buen
manejo agrondmico realizado durante esta fase, a las condiciones ambientales en las
cuales se desarroll6 el experimento, a las caracteristicas de las mezclas de sustratos

y a las caracteristicas de la especie.

CONCLUSIONES

La mezcla de sustratos 5 conformada por ocochal molido 70 %, polvo de coco 10 %,
turba 10 %, y agrolita 10 % presentd mejores cualidades para la aclimatacion y
crecimiento de plantulas de filodendro xanadu provenientes de cultivo in vitro ya que

promueve una respuesta de inicio de crecimiento mas rapida y genera plantas de
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mayor altura, nimero de hojas, diametro de tallo, contenido relativo de clorofila y

numero de raices.
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Establecimiento del cultivo aséptico in virro de filodendro xanadu

Muoises Lars-Ascencio®, Maria Andrade-Rodrigeez™, Dagoberto Guillén-Sinchez®, Héctor Sotelo-Nava® and
Dsear Gabriel Villegas-Torrmes®

Abstract - The philodendron is a plani with a high sales price; however, in Mexco there i3 nod encugh plant material
available for the roducers of this omamental Therefore, die ohjective of tis research was to establish an /n wirne aseptic
culinre of philodendron; for this, the effect of fungicides and baciencides applied from ihe iransplaniaton of moder plants
to the production and harvest of explants (axllary shoos) for i wiirs establishment was evaluated. Two expenments were
camed cut using M5 (MURASHIGE; SKOODG, 1962 ) culture medium; m the second, silver nanopaniicles (AghPs) were
added to the culiure medium, Both expermentz were extablished m a completely randomized expenmental design If was
observed hat with the joind action of the sanitizing products in the trestment of mother plant and m the disinfacton process,
a5 well as the addition of A pMPs o the coltore madinm, it was possible to esiablish an ssepic culinre of philodendron.
Resulis dhow that 2 g L' of Agry-Gent Plos 5000% plus 2 g L' of Prozyear® in the freatment of mother plants was the
one generated the highest percentage of asephic explant (25.71%) in the first sn wire establishment, while, in the second
expenment, the same products plus the addition of AghPs to the culure madivm for seven days generated 100% aseptic
explanis. The contaminanis identified were veasts, Aspergilius sp. and Penicillaom sp.,

Key words: Phildendnm, Sanitizers Vitro pathopgens Asepsis, Micoprops gation,

RESUMO - O filodendr o & nma plania com alio pregoe de venda, eniretan io, noe México nfio ha material vegetal su ficiente
disponivel para os produiores desta omamenial. Portanio, o obhjetivo desta pesquisa foi estabelecer uma coliura i virm
aszéptica de hlodendro, para 1550, avaliou-se o eferto de funpicidas ¢ bactencidas aphcadoes desde o transplante de
plantas-mie até a produgdo e colheita de explantes (brotos axilares) para estabelecimen o /n wirre . Dok expenmenios
foram realizados usando meo de cultura MS, no segundo, namoparticulas de prata (AgNPs) foram adicionadas a0 meio
de cultura, Ambos o2 experimentos foram estabelecidos em um delinesamento experimental infeiramente casualizado.
Observou-se que com a 5550 conjunta dos saneantes no iratamente das plantas-mé&e ¢ no processo de desinfecglio, bem
comda & adigho de AgNPs ao meio de coliura, foi possivel estabelecer uma coliura assépiica do filodendro. Os resuliados
indicaram que 2 g L' de Agry-Gent Plis 50008 mais 2 g L' de Progycar® no watamento de plantas-mde foi o que
gerou 3 maky porcentagem de explanies assépticos (25,71%) o prmare esabeleamento o viroe, enquanto, no semndo
expenmenis, & mene produtos mak a adigdo de AgNPs a0 meao de aliura por sele dias peraam explantes 100%
mssépticos, O contaminanies identificados foram leveduras, Asperpillus sp. ¢ Penicillivm sp.

Palavras-chave: Filodendro, Santizanies. Paidgenos vitro, Asepsa. Micropropagagdo.
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LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

TERESA DE JESUS RODRIGUEZ ROJAS | Fecha:2021-11-16 19:17:09 | Firmante
WA7mB5gQy/Uhc79jCm6gGouGowEgixZ43/0umxhuimuS8Wwu0Ov+QjLZPRORoohCElc15uxqTgryOMTFYVMfAI3X4Twb9ecqKPDMWuBFbuAfojnNzTsgn1sLds4b80ISis7e29yR2
waxN/CxRw1jE2msUvWHskvNUVeHEQYwOs4M8ojYwV95ZzUysCQrVQV8EOrd/K3ZTFZvOk7RNajTFyB4eUzkDSiB4HVi4143rGbBYO00JK2/AqtBBQfKEIMI19XAbJUdwmrHk34w
ZIAMNPpOI6IbsTx6ghpB4kbOeaC+Z1/yYIdSMYN2iCz3xTV/SlbsIfY0X0X03562+QTCdzrw==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

pC5AhJI7UT

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/ejpPw9S1jWdMGPxQU7zAx8mzf2JSLu9B
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