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MULTIPLICACION CLONAL IN VITRO DEL ANTURIO
(Anthurium andraeanum Lind. cv. Nicoya)

Mariely Liendo® y Norca Mogollén®

RESUMEN

El anturio “‘Nicoya’ es una especie ornamental altamente cotizada como planta de flor en maceta y de corte. EIl objetivo de este
trabajo fue estudiar, a partir de brotes iniciados in vitro, la multiplicacién clonal de esta especie. El proceso se desarroll6 en tres
fases: A) Multiplicacion de brotes, cultivados en las sales de Murashige y Skoog (MS), tiamina 0,5 mg:L™; 4cido nicotinico 0,5
mg-L%; pyridoxina 0,5 mg-L%; inositol 200 mg-L™; glicina 2 mg-L™; sacarosa 3%, y los reguladores de crecimiento benciladenina
(BA\) en las dosis de 1y 2 mg-L™ en combinacién con el acido naftalenacético (ANA) a 0; 0,01 y 0,1 mg-L™. La mayor tasa de
multiplicacién se obtuvo a los dos meses de cultivo con BA 1 mg:L™, libre de auxinas. B) Enraizamiento de los brotes, en donde
se probaron cuatro dosis de ANA 0; 0,1; 0,25 y 0,5 mg-L. El proceso de rizogénesis ocurrié en todos los tratamientos,
incrementandose el nimero y longitud de las raices cuando se adicioné al medio 0,1 mg-L™" de ANA. C) Aclimatizacién de las
vitroplantas, la cual se llevé a cabo bajo dos condiciones ambientales: nebulizacion y cdmara himeda. Luego de 15 dias ex vitro la
sobrevivencia fue superior al 70 % en ambas condiciones, aunque las plantitas aclimatizadas en la camara himeda presentaron
mejor apariencia. Este estudio permiti¢ establecer los protocolos para la obtencion de vitroplantas de la especie estudiada.
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ABSTRACT

In vitro clonal multiplication of anturio (Anthurium andraeanum Lind. cv. Nicoya)

The anthurium “Nicoya’ is a highly marketable ornamental species as both flower pot and cut flower. The objective of this work
was to study the clonal multiplication of this species, from in vitro grown shoots. The process was developed in three phases: A)
Sprout multiplication, grown in Murashige and Skoog basal salt mixture (MS): thiamine 0.5 mg-L™; nicotinic acid 0.5 mg:L™;
pyridoxine 0.5 mg-L™; inositol 100 mg-L™?; glycine 2 mg-L™; sucrose 3 %, and development regulators: benzyladenine (BA) at
doses of 1 and 2 mg-L™ in combination with naphthataleneacetic acid (NAA) at 0; 0.01; and 0.1 mg-L™ The highest
multiplication rate was obtained after 2-months cultivation with BA 1 mg:L™, free from auxins. B) Shoot rooting, where four
doses of NAA were tested 0, 0.1, 0.25 and 0.5 mg-L%. The rooting process occurred in all treatments, incrementing the number
and length of the roots when MS 0.1 mg:L™ of NAA was added to the medium. C) Acclimatization of ex vitro plants, which was
conducted under two environmental conditions: mist and humid chamber. The survival rate of ex vitro plants after 15 days was
higher than 70 % under both conditions, although the plantlets acclimatized in the humid chamber showed a better appearance.
This study allowed us to establish protocols for obtaining in vitro plans of the targeted species.
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INTRODUCCION

Anthurium andraeanum es una planta
ornamental perteneciente a la familia Araceae,
reconocida por una larga y vistosa espata de
atractivo colorido; asi como también, por la
belleza de su follaje. Es cotizada como planta de
flor y follaje de corte y como planta en recipiente
para decorar espacios interiores (Hamidah et al.,
1997; Trujillo et al., 1999; Gallaga, 2004). Su
propagacion sexual tiene limitaciones, ya que no
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produce semillas en abundancia y las pocas que se
obtienen, pierden la viabilidad rapidamente, y la
descendencia es muy variable genéticamente
(Hamidah et al., 1997); mientras que la asexual,
realizada por division de brotes laterales,
requiere disponer de un ndmero importante de
plantas (Gallaga, 2004). Por ello, la técnica del
cultivo in vitro se estd usando extensivamente
para la explotacion comercial, debido a que
permite el saneamiento 'y propicia la
multiplicacion masiva de la especie, garantizando
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la fidelidad genética (Ziv, 1997; Dhanya y Mary,
2006). En tal sentido, el objetivo de esta
investigacion fue lograr, mediante cultivo in vitro,
la  multiplicacion masiva del  Anthurium
andraeanum Lind. cv Nicoya.

MATERIALES Y METODOS

Para las fases de multiplicacion vy
enraizamiento  fueron  seleccionados  brotes
uniformes de Anthurium andraeanum Lind. cv.
Nicoya desde un plantel madre de vitroplantas,
las cuales se caracterizaron considerando la altura
(3 a 4 cm de longitud) y nimero de hojas (3 a 4).
A los mismos se les aplic6 un protocolo de
desinfeccion que consistio en sumergirlos
sucesivamente por 10 minutos en soluciones de
Betadine (10 %), Benomyl (3 g-L?), Kasumin
(4 mL-L"), Bidroxyl (500 mg-L™) e hidréxido de
sodio (i.a. 5,25 %). Entre cada paso se realizaron
tres enjuagues con agua destilada y esterilizada.
El medio de cultivo estuvo conformado por las
sales de Murashige y Skoog al 100 % y sacarosa
a 30 mg-L™ en las dos fases de cultivo. En la
multiplicacion fueron probadas las combinaciones
de benziladenina (BA) a 1 y 2 mgL™ en
combinacion con el &cido naftalenacético (ANA)
a0;001ly0,1 mg-L'l. En el enraizamiento, el
ANA se prob6 en las dosis de 0; 0,1; 0,25y 0,5
mg-L?, excluyendo la BA. En ambas fases el
estado fisico del medio de cultivo fue semisélido
(agar a7 mg-L™).

Para evaluar el efecto de los tratamientos se
utilizd un disefio completamente al azar con 10
repeticiones por tratamiento y 10 brotes como
unidad experimental (un brote por tubo).

Los cultivos se colocaron a 25 = 2 °C;
luminosidad de 67,7 y 135,1 pmol-m?s™ para
las fases de multiplicacion y enraizamiento,
respectivamente, y fotoperiodo de 16 horas diarias
de luz. En la fase de multiplicacion se
evaluaron la longitud de brotes y ndmero de
brotes por explante, al inicio y al final del
ensayo; y en la de enraizamiento, el nimero y
longitud maxima de raices. La fase de
aclimatizacion de las vitroplantas se realizd
con las plantas obtenidas de la fase de
enraizamiento, y éstas fueron colocadas en dos
ambientes (camara himeda y nebulizacidn) en un
sustrato comercial (Promix). La evaluacion de esta
fase se realizé determinando el porcentaje de

sobrevivencia. Durante la aclimatizacion, la
temperatura promedio fue de 28 °C y |la
méxima intensidad luminosa de 27,8 pmol-m?s™,

RESULTADOS Y DISCUSION

Multiplicacion de brotes

En la fase de multiplicacion se detectaron
diferencias significativas en las dos variables
evaluadas (Cuadro 1). Para la longitud del brote,
el mayor valor correspondio a la combinacién BA
1 mg-L*y ANA 0,01 mg-L™* con 0,91 cm, el cual
super6 a la combinaciéon BA 2 mg-.L*! y ANA
0,1 mg-L™ que alcanzé el menor promedio con
0,61 cm. Las otras combinaciones tuvieron un
comportamiento intermedio y fueron similares
entre si. Con relacion al nimero de brotes, el
mayor valor correspondid a la combinacion BA
1 mg-L™ sin ANA, con 4,17 brotes por explante la
cual supero a tres de las cuatro combinaciones que
incluian ANA.

Cuadro 1. Efecto de la combinacion de
Benciladenina (BA) y el acido naftalenacético
(ANA) sobre la multiplicacion del Anthurium
andraeanum cv. Nicoya a los dos meses de
cultivo

Tratamiento Longitud del  Numero
(mg-L™h brote (cm)  de brotes
1BA +0ANA 0,77 ab 4,17 a
1BA +0,01 ANA 091a 2,78 ¢
1BA+0,1 ANA 0,77 ab 3,19 bc
2 BA +0ANA 0,81 ab 3,80 ab
2 BA +0,01 ANA 0,76 ab 3,26 bc
2BA +0,1 ANA 0,61b 3,36 abc
Significancia 0,05 0,05
C.V. (%) 33,0 14,0

Medias con letras iguales no difieren estadisticamente
(P<0,05) segun la prueba de Duncan (longitud de brotes)
y LSD (nimero de brotes). Datos transformados por la
funcién VX+1 para la variable nimero de brotes

Estos resultados coinciden con los de Kuehnle
et al. (1992) y de Matsumoto y Kuehnle (1997)
quienes lograron la formacion de brotes de
Anthurium en un medio suplementado con dosis
bajas de BA (0,5 y 0,2 mg-L™, respectivamente).
También son comparativos a los resultados de
Malhotra et al. (1998), Sreelatha et al. (1998) y
Lee et al. (2003) en otros cultivares de anturio.
Por otra parte, difieren de lo encontrado por
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Vargas y Garcia (1995) y Trujillo et al. (1999),
quienes alcanzaron una Optima formacion de
brotes de Anthurium sp. al emplear dosis de BA de
3mg-L™

Los brotes enraizaron en el medio de
multiplicacion, lo cual tiene semejanza con lo
reportado  por Lan (1997), aunque el
enraizamiento de las vitroplantas se incrementé
cuando fueron transferidas a un medio de cultivo
libre de reguladores de crecimiento. En tal
sentido, Sreelatha et al. (1998) sefialaron que el
anturio produce raices espontaneamente, por lo
que no se hace necesario un medio especifico para
la emisidn de este drgano, mientras que Somoya et
al. (1998) encontraron que con la adicion de ANA
(0,25 mg-L™) se obtuvo un incremento en la
calidad y nimero de raices. En nuestro caso se
consider6 necesario realizar la fase de
enraizamiento debido a que el nimero de brotes
enraizados y la cantidad de raices formadas fue
muy bajo.

Enraizamiento de los brotes

En esta fase ocurrié rizogénesis en todos los
tratamientos (Cuadro 2), por lo que la adicion de
auxinas al medio de cultivo no fue indispensable
para que dicho proceso ocurriera. La suplencia de
ANA en bajas concentraciones (0,1 mg-L™),
indujo un incremento en el namero de raices por
brote (5,49) y una maxima longitud de raices
(2,59 cm), en un corto periodo de tiempo (30
dias). A medida que se increment6 la dosis de
ANA, se observo que las raices formadas fueron
mMAs gruesas y carnosas.

En base a estos resultados se considera que la
fase de enraizamiento pudiera no ser necesaria en
la propagacién in vitro de este cultivar. En este
sentido, Somoya et al. (1998) y Lee et al. (2003)
coinciden que el factor determinante en la
propagacion in vitro es la presencia de las
citocininas, excepto para la fase de enraizamiento
de los brotes.

Aclimatizacién de las vitroplantas

A los 15 dias del proceso de aclimatizacion, la
sobrevivencia de las vitroplantas de anturio fue de
83 % en las plantas colocadas bajo nebulizacion, y
de 77 % en la camara himeda. Se interpreta que
este cultivar presentd un alto porcentaje de
sobrevivencia  en las dos condiciones,
respondiendo adecuadamente a los procedimientos

tradicionales de aclimatizacion (propagador de
neblina y camara hdmeda), considerando los
criterios sefialados por Mogollén (2003). Aun
cuando bajo nebulizacién la sobrevivencia fue
ligeramente mayor, las plantas en la céamara
himeda presentaron mejores caracteristicas en
cuanto a color y apariencia.

Cuadro 2. Efecto del é&cido naftalenacético
(ANA) sobre el enraizamiento in vitro del
Anthurium andraeanum Lind. cv. Nicoya

Tratamiento NUmero  Longitud maxima
ANA (mg-L™)  de raices de raices (cm)
0 3,82Db 2,18
0,10 549 a 2,59
0,25 3,97 ab 2,01
0,50 4,92 ab 2,35
Significancia 0,05 ns
C.V. (%) 19 16

Medias con letras iguales no difieren estadisticamente
(P<0,05), seguin la prueba LSD. Datos transformados con
la funcién de VX+1 para ambas variables

Considerando el alto porcentaje  de
sobrevivencia y el hecho de que las hojas de las
vitroplantas en las dos condiciones de
aclimatizacion no se deterioraron, se puede
presumir que esta especie es fotosintéticamente
competitiva, tal como fue comprobado para otras
especies de la misma familia y similares
condiciones de manejo (Van Huylenbroeck et al.,
1998; Mogollén, 2003). Por ello, el A.
andraeanum posiblemente pertenece al grupo 2 de
la clasificacion de Grout (1988), donde las hojas
provenientes del cultivo in vitro persisten y
generalmente se adaptan a las condiciones
autotréficas durante la aclimatizacion.

CONCLUSIONES

La mayor tasa de multiplicacion in vitro del
Anthurium andreanum ‘Nicoya’ se obtuvo en el
medio de MS suplementado con 1 mg-L™ de BA,
obteniéndose 4,17 brotes/explante. En esta fase
hubo emisién de raices, pero éstas incrementaron
en el medio de MS complementado con 0,1 mg-L™
de ANA, alcanzandose 5,49 raices por brote y
longitud maxima de 2,59 cm.

La aclimatizacion de las plantas producidas in
vitro puede realizarse satisfactoriamente bajo
condiciones de nebulizacion y camara himeda.
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