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Establecimiento in vitro de Alocasia cucullata y Alocasia longiloba -watsoniana- a
partir de yemas axilares

Elmer Edgardo Ruano Delgado

Resumen: Alocasia cucullata y Alocasia longiloba -watsoniana- son ornamentales de
importancia comercial por lo que la micropropagacion es una herramienta eficiente para
Su propagacion masiva. Los objetivos de estudio fueron evaluar el efecto de medio
liquido con puente de papel filtro y medio semisolido en el establecimiento 4. cucullata
y evaluar el efecto de dos medios de cultivo en el establecimiento de A. longiloba -
watsoniana-. Para el establecimiento de A. cucullata, se usé el medio MS modificado y
suplementado con 0.2 mg/L ANA (Acido naftalenacético) + 2 mg/L de Kinetina (6-
fufurilaminopurina) y se probé medios semisdlido (con Phytagel®) y liquido (con puente
de papel filtro). Para el establecimiento de A. longiloba —watsoniana- se us6 el medio MS
modificado y suplementado con 0.2 mg/lL ANA + 2 mg/L BAP (6- bencilaminopurina) 2
mg/L BAP. En ambos experimentos se us6 un DCA y una prueba t para determinar
diferencias significativas entre los tratamientos. Las variables a medir fueron porcentaje
de explantes con brote y raiz. En el establecimiento de A. cucullata no hubo diferencias
significativas entre los tratamientos se observd 52% de explantes con brote en medio
liquido y 46% en medio semisolido. En A. longiloba -watsoniana- el mejor medio para su
establecimiento fue el suplementado 0.2 mg/L ANA+2 mg/L BAP con un 22% de
explantes con brote. Para la variable raices no hubo diferencia significativa en ningin
experimento. Se logré establecer ambas especies y lograr la formacion de brotes a partir
de yemas axilares. A. cucullata se logré establecer en medio semisélido y medio liquido
con puente. A. longiloba -watsoniana- se establecid mejor con 0.2 mg/L ANA+2 mg/L
BAP.
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Abstract: Alocasia cucullata and Alocasia longiloba -watsoniana- are commercially
important ornamental, consequently the micropropagation is an efficient tool for mass
propagation. These study objectives were to establish in vitro both species. For the
establishment of A. cucullata, the modified MS medium was used and supplemented with
0.2 mg /L naphthaleneacetic acid (NAA) + 2 mg /L kinetin (6- fufurilaminopurine) and
semisolid mediun were tested (with Phytagel®) and liquid (with filter paper bridge). For
the establishment phase of Alocasia longiloba -watsoniana- the modified MS medium
was used and tested with two treatments supplementing the medium with 0.2 mg/L
(NAA) + 2 mg/L BAP (6-benzylaminopurine) 2 mg /L BAP. In both experiments a
completely randomized design was used. The variable meassured was percentage of
explants with shoot and root formation. In the establishment of A. cucullata there were no
significant differences between the liquid or semisolid treatments for any of the variables
evaluated with a 56% of explantes with shoot development in the liquid and 46% in the
semisolid medium. For A. longiloba -watsoniana- the best treatment for its establishment
was the medium supplemented with 0.2 mg /L NAA + 2 mg /L BAP with 22% of explants
with shoot. For the roots variable no significant difference was observed in both
experiments.

Keywords: ANA, BAP, Kinetin, shoots.
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1. INTRODUCCION

El cultivo de tejidos se practica con mucho éxito en especies ornamentales, en algunos
casos esta técnica ha demostrado importantes ventajas en comparacion con los sistemas
convencionales de propagacion. Entre las ventajas mas importantes estan la obtencion de
gran cantidad de plantas libres de enfermedades en corto tiempo y area reducida (Bhatt et
al. 2013).

El género Alocasia pertenece a la familia Araceae y contiene alrededor de 120 géneros, y
2000 especies, es un género grande y morfologicamente muy diverso (Walters et al.
2003). Se encuentran principalmente en los bosques tropicales de Asia meridional y
sudoriental (Paek 2001). Alocasia es monocotileddnea herbacea, terrestre, hoja perenne y
rizomatosa. Las caracteristicas extravagantes y exoticas del follaje la hacen apta para el
cultivo como planta ornamental de interior (Adelberg y Toler 2004).

Muchas especies de Alocasia son endémicas (Boyce et al. 2008). Segln la lista roja de la
Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN), Alocasia se encuentra
entre las especies endémicas en peligro de extincion (UICN, 2010). Las especies de
Alocasia se propagan convencionalmente a través de semillas y bulbos (Geier 1986), sin
embargo, estos meétodos convencionales de propagacion consumen tiempo Yy restringen su
propagacién masiva (Jo et al. 2008).

Por lo tanto es necesario desarrollar protocolos de micropropagacion para garantizar la
conservacion y cumplir con la demanda comercial de especies Alocasias (Jo et al. 2008).
A través de la propagacion in vitro se pueden producir plantas durante todo el afio
(Sanatombi y Sharma 2008).

Estudios como Jackson et al. (1997), los cuales demostraban que la organogénesis a partir
de callos formados por partes vegetativas de la planta no generaban brotes. Afios mas
tarde Yam et al. (1999) y Lin et al. (2000) brindaron importante informacién que a partir
del uso de la combinacion del BAP (6-Bencilaminopurina) en el medio MS (Murashige y
Skoog 1962), permitia la induccién de callos, lo cuales formaban brotes y raices en mayor
cantidad.

Desde que se demostré que el medio MS (Murashige y Skoog 1962), complementado con
la fitohormona BAP, era Optimo para la proliferacion de brotes y raices en especies de
Alocasias, la propagacion in vitro ha tenido mayor importancia (Bhatt et al. 2013). Esto
ha permitido el desarrollo de protocolos efectivos para el establecimiento vy



multiplicaciébn de muchas especies vegetales de importancia econdémica (Sato y Mori
2001).

El estudio publicado por Jo et al. (2008), describe un protocolo eficiente de multiplicacion
masiva de Alocasia amazonia, este demostrd que la combinacion citocininas
suplementadas en el medio MS, permitia obtener buenos resultados en la formacion de
brotes y raices a las cuatro semanas de haberse establecido los explantes. Aunque la
demanda comercial de Alocasias es alta, existe poca informacion de su propagacion in
vitro y especialmente para Alocasia cucullata (Thao et al. 2003).

Los objetivos de estudio fueron:

e Establecer in vitro Alocasia cucullata y Alocasia longiloba —watsoniana- a partir
de yema axilares.

e Evaluar el efecto de medio liquido con puente de papel filtro y medio semisolido
en el establecimiento in vitro Alocasia cucullata a partir de yema axilares.

e FEvaluar el efecto de dos medios de cultivo en el establecimiento in vitro de
Alocasia longiloba -watsoniana- a partir de yema axilares.



2. MATERIALES Y METODOS

Ubicacion. El estudio fue realizado durante los meses de mayo a octubre de 2015 en el
laboratorio de Cultivos de Tejidos Vegetales de la Carrera de Ingenieria Agronémica,
perteneciente al Departamento de Ciencia y Produccion Agropecuaria de la Escuela
Agricola Panamericana, Zamorano. Ubicada en el Valle de Yeguare, departamento
Francisco Morazan a 30 km de Tegucigalpa.

Para la etapa inicial del establecimiento in vitro de Alocasia cucullata y Alocasia
longiloba se siguid un procedimiento general detallado a continuacion:

Medio de cultivo. Se utilizd las sales minerales de Murashige y Skoog (MS)
suplementadas con myo-Inositol 100 mg/L, tiamina 0.4 mg/L y sacarosa a 30 g/L (Cuadro
1) (Salazar 1991). El pH del medio se ajustd a 5.8 con é&cido clorhidrico (HCL) o
hidroxido de potasio (KOH) usando el pH Meter S20 Seven Easy™. Se dispenso 20 ml de
medio de cultivo en frascos y 10 ml tubos de ensayo, luego el medio de cultivo fue
esterilizado en autoclave Market Forge Sterilmatic STM-E™ a 15 PSI y 120 °C por 20
minutos.

Obtencién del Material Vegetal. El material vegetal fue obtenido de la plantacion madre
de la Unidad Empresarial de Ornamentales y Propagacion, de la Escuela Agricola
Panamericana, Zamorano (Figura 1).
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(B), Unidad Empresarial de Ornamentales y Propagacion Escuela Agricola Panamericana,
Zamorano.



Cuadro 1. Medio Basal Murashige y Skoog, modificado para el establecimiento de yemas
axilares de Alocasia cucullata y Alocasia longiloba —watsoniana-.

Componentes Formula Nombre Com(n mg/L
Macroelementos  CaCl,.2H,0O Cloruro de calcio bihidratado 440.000
KH,PO, Fosfato monobésico de potasio 170.000
KNO; Nitrato de potasio 1900.000
Sulfato de magnesio
MgSO,.7H,0 heptahidratado 370.000
NH,NO;3 Nitrato de amonio 1650.000
Microelementos H;BO3 Acido borico 6.200
Cloruro de cobalto
CoCl,.6H,0 hexahidratado 0.025
Sulfato de cobre
CuSs0O,.5H,0 pentahidratado 0.025
Kl Yoduro de potasio 0.830
Sulfato de manganeso
MnSO,.4H,0 wtrahidratado 22.300
Molibdato de sodio
Na,Mo00,.2H,0 bihidratado 0.250
ZnS0,.7H,0 Sulfato de zinc heptahidratado 8.600
Hierro FeNa EDTA Sal férrica sédica de acido 50.000
Etilend iaminotetraacético
Componentes Myo-inositol 100.000
Organicos Tiamina 0.400
Sacarosa 30000.000

Fuente: Salazar (1991)



Desinfeccion del Material Vegetal. Las yemas axilares (Figura 2) se lavaron con agua
potable y jabén liquido, luego se les sumergié en etanol al 70% por 20 segundos. A
continuaciéon se les sumergié por 30 minutos en una solucién desinfectante de NaClO 30%
(v/v) (cloro liquido comercial con hipoclorito de sodio al 4.72% de ingrediente activo).

Figura 2. Yemas axilares de Alocasia cucullata (A y B) y de Alocasia longiloba
—watsoniana- (C y D)Q, Indica yema axilar.

Siembra de yemas axilares. La siembra se realizd dentro de una camara de flujo laminar
horizontal, desinfectada con alcohol al 70%, las pinzas y bisturies se esterilizaron a
250°C por 15 segundos en el esterilizador de calor seco Z3378550-Steri 250 ™, AC input
120 V.

Los explantes se enjuagaron tres veces con agua destilada estéril, se extrajo las escamas
(capa protectora) de cada yema, se removid todo el material vegetal extra para reducir la
contaminacion (Figura 3). Se sembré una yema por cada contenedor con medio estéril
Finalmente los contenedores, se taparon y sellaron, y fueron trasladados al cuarto de
crecimiento para su incubacion a 24°C, 70% de humedad relativa, 2000 Lux y 16 horas
de luz (lamparas fluorescentes Philips twister 23 W CDL™ 110 - 127 V).



Figura 3. Extraccion de escamas y remocion del exceso de material vegetal. Cormo con
yemas cubiertas (A), yemas de Alocasia cucullata y Alocasia longiloba —watsoniana-
descubiertas (B y C). Indica yema axilar.

Experimento 1. Establecimiento in vitro de Alocasia cucullata. Se evalué el
establecimiento de los explantes en medios semisdlido (solificado con Phytagel® 20r/lL) y
liquido con puente de papel filtro (Figura 4). La formulacion usada fue la del MS (Cuadro
1), suplementado con 0.2 mg/L ANA (Acido naftalenacético) y 2 mg/L de Kinetina (6-
fufurilaminopurina) segin lo publicado por Bhatt et al. (2013) y Jo et al. (2008).

Figura 4. Siembra de yemas axilares de Alocasia cucullata en medio semisolido (A) y
medio liquido con puente de papel filtro (B).

Variables a medir. Los explantes se observaron por 21 dias, evaluando contaminacion y
formacion de brotes y raices.



Disefio experimental. Para la evaluacion estadistica se usé un disefio completamente al
azar (DCA), teniendo dos tratamientos (medio semisolido y liquido con puente), con tres
repeticiones y cada repeticion con 30 unidades experimentales.

Andlisis estadistico. Se usé una prueba t para determinar diferencias significativas entre
los tratamientos.

Experimento 2. Establecimiento in vitro de Alocasia longiloba. Se evalud el
establecimiento de los explantes en la formulacion MS (Cuadro 1), usando dos
tratamientos, el primero suplementado con 0.2 mg/L ANA (Acido naftalenacético) + 2
mg/L BAP (6- bencilaminopurina), el segundo suplementado con 2 mg/L BAP segun lo
publicado por Bhatt et al. (2013).

Figura 5. Siembra de yemas axilares de Alocasia
semisolido (A-C).

longiloba —watsoniana- en medio
Variables a medir. Los explantes se observaron por 21 dias, evaluando contaminacion y
formacion de brotes.

Disefio experimental. Para la evaluacion estadistica se us6 DCA, teniendo dos
tratamientos con tres repeticiones y cada repeticion con 15 unidades experimentales.

Analisis estadistico. Se usO una prueba t para determinar diferencias significativas entre
los tratamientos.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Al final de la etapa de establecimiento (28 dias) (Figura 6), se obtuvo el 47.5% de
contaminacion  por hongos y bacterias. El crecimiento de las yemas se observo desde los
siete dias de su siembra se observo formacion de brotes.

Experimento 1. Establecimiento in vitro de Alocasia cucullata. No se observaron
diferencias significativas entre los tratamientos en la variable produccion de brotes. Estos
resultados concuerdan con la investigacién Jo et al. (2008) quienes analizaron medios de
cultivos  semisdlidos y liquidos para la etapa de establecimiento y multiplicacion de Alocasia
amazénica en la que concluyeron que entre los medios de cultivo semisélidos y liquidos no
presentaron diferencias significativas en cuanto a la produccion de brotes.

Figura 6. Yema axilar de Alocasia cucullata a los siete (A), quince ( B) y 21 (C), dias
después de su siembra.

En el medio de cultivo liquido se observd un 52% (Cuadro 2), de formacion de explantes
con brotes, estos datos son similares a los obtenidos en la investigacion realizada por Jo et
al. (2008) y llan et al. (1995). En el medio sdlido se obtuvo un 46% (Cuadro 2), de
formacion de brotes.



Experimento 2. Establecimiento in vitro Alocasia longiloba-watsoniana-. En la etapa de
establecimiento in vitro de Alocasia longiloba (Figura 7), se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos (Cuadro 2). ElI mejor resultado en la variable brotes se
obtuvo con 0.2 mg/lL ANA + 2 mg/L BAP en el cual se obtuvo un 22% de explantes con
brotes, con el tratamiento a 2 mg/L de BAP, los resultados fueron de 9% explantes con
brotes. (Figura 5).

Figura 7. Yema axilar de Alocasia longiloba-watsonian- a los 7 (A), 15 (B) y 21 (C) dias
después de su siembra.

En el estudio realizado por Bhatt et al. (2003), concluyeron que las concentraciones a 0.2
mg/L ANA + 2 mg/L BAP y 2 mg/L BAP si mostraban diferencias significativas dejando
como mejor resultado en formacion de brotes el medio suplementado a2 mg/L BAP.

Bhatt et al. (2013), observd que el tratamiento con 2 mg/L de BAP permitia obtener
mayor cantidad de brotes, que con el tratamiento a 0.2 mg/L ANA + 2 mg/L BAP, se
observd al final de la etapa de establecimiento que las unidades experimentales que
habian sido sometidas al tratamiento a 2 mg/l de BAP, comenzaban a formar brotes con
mayor rapidez y en mayor cantidad.

Otra diferencia importante en la formacion de brotes depende del estado fisiologico de la
planta para Sedlak y Paprstein (2008), la diferencia en multiplicacion de brotes podria ser
debido a la interaccién de las auxinas y citoquininas (Ziv y Hadar 1991) presentes en los
tejidos de la planta durante su etapa de crecimiento. Especies diferentes de Alocasia han
producido diferentes respuestas en términos de produccién de brotes.



En comparacidn con este estudio que es aplicado para la especie de A. longiloba-
watsoniana-, los resultados son similares a los de Bhatt et al. (2013) al haber diferencias
significativas entre ambos tratamientos. En este estudio la formacion de raices fue alta en
cada tratamiento, segin George y Sherrington (1984), la alta concentracion de citoquinina
en general puede inhibir la formacion de raices (Kim et al. 2003) pero no observamos eso.

La alta concentracion de BAP, en el medio permitid la proliferacion de brotes. El uso
BAP a menudo regula las actividades de la célula como la division celular, promueve la
proliferacién de los brotes adventicios y axilares e inhibe la formacién de raices (Taiz y
Zeiger 2010).

Cuadro 2. Porcentaje de explantes con formacion de brotes y raices de Alocasia cucullata
y Alocasia longiloba -watsoniana- como respuesta a medio semisélido, liquido y la
suplementacion de ANA'Y BAP en el medio de cultivo MS modificado.

Especie Unidades Tratamientos Explante Explante
experimentales con raices  con brotes
(n) (%) (%)
Alocasia 90 Liquido 92 508
cucullata
90 Semisolido 112 46°
Alocasia 45 MS+0.2 mg/L
longilaoba — ANA + 2 mg/lL
watsoniana- BAP 702 998
45 MS+2 mg/L 762 gb
BAP

Los tratamientos con distinta letra son significativamente diferentes, segun la prueba t
(P<0.05)
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4. CONCLUSIONES

Se logré el establecimiento in vitro de Alocasia cucullata y Alocasia longiloba -
watsoniana- a partir de yema axilares.

cucullata se logré establecer en medio semisélido y medio liquido con puente.

longiloba -watsoniana- presenta mejores resultados en el establecimiento en el
medio MS suplementado con 0.2 mg/lL ANA+2 mg/L BAP.
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5. RECOMENDACIONES

Aislar las plantas madres antes de su micropropagacién para reducir la
contaminacién.

Usar el medio suplementado con 0.2 mg/L ANA + 2 mg/L de BAP para la etapa
de establecimiento de Alocasia longiloba -watsoniana-.

Hacer un andlisis de costos para determinar si el medio semisdlido o liquido con
puente es mas barato.

Continuar con las etapas de multiplicacion, enraizamiento y aclimatacion.
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