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RESUMEN

Diaz, F. 2007. Respuesta regenerativa in vitro de Zamioculcas zamiifolia (Fam.
Araceae) a partir de explantes foliares. Proyecto Especial del Programa de Ingeniero
Agronomo de la Carrera de Ciencia y Produccion Agropecuaria, Zamorano.
Honduras. 31 p.

La Zamia, Zamioculcas zamiifolia, es una especie tropical perenne nativa de Africa.
Se ha convertido en una planta ornamental apreciada especialmente por su follaje
exotico. El objetivo del estudio fue desarrollar un protocolo para establecer y
multiplicar eficientemente Zamioculcas zamiifolia. Se establecieron 12 tratamientos
utilizando tres concentraciones de la auxina 2,4-D (2,4-Diclorofenoxiacetico) (0,2 y 4
uM) y cuatro concentraciones de las citocininas BAP (Bencilaminopurina) (15 y 20
uM) vy Kinetina (15 y 20 uM). La callogénesis, organogénesis directa e indirecta xd
medieron mediante la asignacion de valores categoéricos donde 0= no regeneracion, 1=
1 a 25% de regeneracion, 2= 26 a 50% de regeneracion, 3= 51 a 75% de regeneracion
y 4= 76 a 100% de regeneracion, sobre el explante foliar. Analizando el efecto de
auxinas, la mejor respuesta en callogénesis y microtuberizacion (P<0.05) se obtuvo a
un nivel de 2 uM de 2,4-D. Analizando el efecto de las citocininas, utilizando 15 ¢ 20
uM de Kinetina y 20 uM de BAP se obtuvo la mejor formacion de tejido callogénico
y microtuberizacién (P<0.05). Tomando en cuenta la interaccion del 2,4-D con las
citocininas, las dosis que presentaron la mejor formacion de tejido callogénico
(P<0.05) fueron 2 y 20 uM de 2,4-D y Kinetina, respectivamente, 4 y 15 uM de 2,4-D
y Kinetina, respectivamente y 2 y 20 uM de 2,4-D y BAP, respectivamente. Las dosis
que presentaron la mejor formacion de microtubérculos (P<0.05) fueron 2 y 15 uM de
2,4-D y Kinetina, respectivamente, 4 y 15 uM de 2,4-D y BAP, respectivamente, 2 y
20 uM de 2,4-D y Kinetina, respectivamente y 4 y 20 uM de 2,4-D y Kinetina,
respectivamente, siendo estos tratamientos iguales (P<0.05). Los tratamientos que
presentaron mayor oxidacion (P<0.05) fueron 0 y 15 uM de 2,4-D y BAP,
respectivamente, 4 y 15 uM de 2,4-D y BAP, respectivamente y 0 y 20 uM de 2,4-D y
Kinetina, respectivamente. No se encontrd diferencia significativa (P<0.05) en la
supervivencia entre tratamientos, lo que confirma que el nivel de hormonas no tiene
efecto en la mortalidad de los explantes. Analizando la contaminacion por bacterias,
hongos y contaminacion total no se encontrd diferencia significativa (P<0.05) entre
tratamientos. Al finalizar el experimento la contaminacion acumulada fue de 18%, la
oxidacion acumulada de 13% y la supervivencia acumulada de 69%.

Palabras clave: 2,4-D, BAP, callogénesis, Kinetina, organogénesis, ornamental,
planta exotica.
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INTRODUCCION

El cultivo de tejidos se define como el cultivo en medios nutritivos adecuados y en
forma aséptica, apices de raiz y tallo, primordios foliares y florales, partes inmaduras
de flores, frutos inmaduros, Organos aislados, embriones maduros o inmaduros,
segmentos de organos de tallo y hoja y algunas veces ovarios, 6vulos, anteras y polen
(Street 1977).

El cultivo de tejidos ha impactado la agricultura con su variedad de aplicaciones, entre
las mas destacadas se encuentran la produccién masiva de plantas a partir de
porciones de material vegetal, la propagacion de plantas que naturalmente son
dificiles de reproducir, la produccion de plantas libres de virus, la regeneracion de
material vegetal genéticamente modificado y la crioconservacion en bancos de
germoplasma.

El cultivo de tejidos hace un manejo estratégico de reguladores de crecimiento con el
fin de generar la respuesta deseada en el explante. Es asi como los reguladores de
crecimiento vegetal se definen como compuestos organicos distintos de los nutrientes,
que en pequeias cantidades estimulan, inhiben o modifican de algiin modo cualquier
proceso fisioldgico en las plantas (Street 1977).

El crecimiento en las plantas es un proceso dinamico, complejo y que esta
rigurosamente controlado, en el que los reguladores de crecimiento juegan un papel
principal en el control del crecimiento, no tinicamente dentro de las plantas como un
universo, sino también a nivel de 6rgano, tejido y célula (Wareing y Phillips 1973).

La Zamia, Zamioculcas zamiifolia, es una especie tropical perenne nativa de Africa,
encontrada desde el sur de Kenia hasta el noreste de Sudafrica, siendo su centro de
origen Tanzania (Anonimo, 2006). Esta especie se ha convertido en una planta
ornamental importante apreciada especialmente por su follaje exdtico ademas de
tolerancia al stress hidrico y a la baja intensidad luminica.

En Zamorano en 2005 se realizd una investigacion para obtener datos preliminares
para el cultivo in vitro de este ornamental, la cual mostré que la planta presenta
recalcitrancia en sus procesos de regeneracion (Hernandez Sermefio 2005).

El objetivo general de este estudio fue desarrollar un protocolo para establecer y
multiplicar eficientemente Zamioculcas zamiifolia. Especificamente se estimé los



niveles optimos de la auxina 2,4- D y de las citocininas BAP y Kinetina para la
estimular la induccién de: Callogénesis, brotacion indirecta a partir de tejido
callogénico y brotacion directa a partir de los explantes. Ademas en cada tratamiento
se midid el porcentaje de contaminacion, oxidacion y supervivencia a la finalizacion
del experimento.



MATERIALES Y METODOS

Ubicacién

La evaluacion se realizd en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos y Reproduccion In
Vitro (LCTRIV) perteneciente al area de Biotecnologia Aplicada de la Escuela
Agricola Panamericana “El Zamorano”, localizada en el Valle del Yeguare, via
panamericana a 32 km de Tegucigalpa, departamento de Francisco Morazan,
Honduras.

Material vegetal

La Zamia, Zamioculcas zamiifolia, es perteneciente a la familia Araceae. Esta especie
es nativa de bosques tropicales y originaria de Zanzibar, Tanzania. Por su apariencia
unica, habilidad para tolerar bajos niveles de luz, agua y su resistencia a enfermedades
y plagas, es una planta importante para el disefio de interiores (Chen 2004).

El material vegetal se obtuvo de las plantas madres localizadas en el invernadero de
aclimatacion de especies perteneciente al LCTRIV. Un mes antes de iniciar la
investigacion, las plantas fueron sometidas a aplicaciones de fungicida, bactericida y
fertilizante, con el fin de evitar la contaminacidén con patdégenos del material vegetal y
tener un follaje vigoroso al momento de introducirlo al laboratorio.

Se realizaron dos aplicaciones con 15 dias de intervalo, con solucion de Benlate®
50WP (2 g/L) y Agrymicin® 16.5 WP (2 g/L). De igual forma se realizaron dos
aplicaciones del fertilizante Florifert® (20-20-20) a una concentracion de 4 g/L una
semana después de cada aplicacion de la solucion fungicida-bactericida.



EQUIPO

Camara de flujo laminar Se lleva a cabo la preparacion y aislamiento de los
explantes. En esta camara el aire es tomado del exterior, se hace pasar a través de un
filtro HEPA (High Effiency Particulate Air) de poro muy fino, antes de que llegue a la
mesa de la cdmara de inoculacion, asegurando que el flujo de aire sobre la mesa esté y
permanezca completamente estéril (Pierik 1976).

Autoclave Los instrumentos y medios de cultivo que se esterilizaron a 121°C de
temperatura y 15 PSI (Ib/in®) de presion por 25 minutos.

PRUEBAS PRELIMINARES DE DESINFECCION

Se realiz6 una prueba preliminar para escoger el método de desinfeccion que presente
menor porcentaje de contaminacion de los explantes. Se evaluaron tres
concentraciones de hipoclorito de sodio (NaOCl) de 0.5, 1 y 2% de ingrediente activo
y dos tiempos de exposicion del explante a la solucién desinfectante de 15 y 20
minutos (Cuadro 1).

Después del corte, las hojas fueron introducidas al laboratorio para ser lavadas
cuidadosamente con una mezcla de agua con detergente en un biker de 2000 ml, con
el fin de remover particulas de tierra o impurezas. A continuacion las ldminas foliares
fueron trasladadas a la camara de transferencia, donde fueron introducidas en un biker
de 2000 ml conteniendo la solucion de NaOCl especifica. A cada solucion se aplico
tres gotas del emulsificante Tween 80 por cada 100 ml de solucién y en ella se
mantuvieron las laminas foliares en agitacion constante, durante el tiempo
correspondiente a cada tratamiento.

Luego de la exposicion (15 6 20 minutos) a la solucion desinfectante, se enjuagoé tres
veces con agua destilada estéril durante dos minutos cada vez. Después se disecto,
cortando aproximadamente 2 mm de los bordes de cada una de las hojas, para
posteriormente introducirlo a un biker con una segunda solucion de NaOCl al 0.4%,
con tres gotas de Tween 80 por cada 100 ml de solucion, durante cinco minutos.
Finalmente se procedid a una segunda fase de cuatro enjuagues con agua destilada
estéril, con una duracién de dos minutos cada uno.

Al final del procedimiento de desinfeccion, se realizo la segunda diseccion de cada
hoja, cortando los bordes y obteniendo multiples explantes de aproximadamente 1.5 x
1.5 cm. Cada explante se introdujo en un frasco con 20 ml de medio nutritivo
Murashigue & Skoog (MS) de iniciacion. Los frascos fueron transferidos a la cdmara
de incubacioén para evaluar los resultados a los siete dias.

De la misma manera se realizo la desinfeccion de los explantes para el estudio.
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REGENERAQION IN VITRO DE EXPLANTES FOLIARES A PARTIR DE LA
INTERACCION DE LA AUXINA 2,4-D CON LAS CITOCININAS BAP Y
KINETINA

Una vez realizada la desinfeccion, se establecieron los explantes en los medios de
cultivo. Se evaluaron 12 tratamientos que consistieron en tres concentraciones de la
auxina 2,4-D (0, 2 y 4 uM) y dos concentraciones de (15 y 20 uM) de BAP y dos
concentraciones (15 y 20 uM) de Kinetina (cuadro 1).

Cuadro 1. Tratamientos basados en la interaccion de 2.4-D con BAP y Kinetina
durante el establecimiento in vitro de explantes foliares de Zamioculcas zamiifolia,
Zamorano, Honduras, 2007

(uM)
24D BAP® Kinetina
0 15
2 15
4 15
0 20
2 20
4 20
0 15
2 15
4 15
0 20
2 20
4 20

¥ 2 4- Diclorofenoxiacético
2 6- Bencilaminopurina



Medios nutritivos El medio nutritivo basico que ese utiliz6 en el experimento fue
Murashigue & Skoog (MS) adaptado para el ornamental Anthurium andreanum
(Anexo 1).

Reguladores de crecimiento Los reguladores de crecimiento que se utilizaron en el
experimento fueron la auxina 2,4-D (2,4-Diclorofenixoacetico) y las citocininas BAP
(Benzilaminopurina) y Kinetina (6-furfunil aminopurina).

El 2,4-D es una fitohormona perteneciente al grupo de las auxinas. Este grupo de
hormonas fue el primer regulador de crecimiento descubierto en una planta, siendo el
Acido indoleacético (AIA) la auxina que se encuentra mayormente en las plantas
superiores en forma natural (Hurtado 1987).

Las auxinas tienen una funcion fundamental como controladores de los procesos
vegetales, incluyendo la regulacion de las proporciones del crecimiento diferencial y
la regulacion de fenomenos de diferenciacion, los cuales segun la concentracion de
auxina son estimulados o inhibidos. Se ha acumulado una gran cantidad de datos
sobre los efectos auxinicos en las plantas, siendo los principales los que afectan el
alargamiento y la division celular (Bidwell 1979).

El BAP y la Kinetina son reguladores de crecimiento perteneciente al grupo de las
citocininas. El nombre genérico de las citocininas es empleado para aquellas
sustancias quimicas que pueden estimular principalmente la division celular o
citocinesis.

Corte y preparacion de follaje El corte de las hojas se hizo de 16 plantas madres,
escogiendo el material al azar. El criterio de seleccion fue escoger hojas adultas con
aproximadamente 4 cm de largo y 2.5 cm de ancho, de color vede oscuro y que no
muestren dafo por patdégenos o malformaciones.

El corte se realiz6 en las primeras horas de la mafiana para evitar estrés caldrico del
material por la incidencia de sol y altas temperaturas. Después del corte el follaje se
introdujo al laboratorio para ser lavado con agua con detergente y posteriormente
iniciar el proceso de desinfeccion.

Desinfeccion El procedimiento de desinfeccion utilizado fue el mejor tratamiento de
pruebas preliminares de desinfeccion, que fue el de 2% de concentracion de
hipoclorito de sodio (NaOCI) con un tiempo de exposicion de 20 minutos.

Siembra La siembra del material vegetal se realizo en la camara de transferencia por
tres operadores durante dos dias. La primera y segunda repeticion se sembraron
durante el primer dia y la tercera repeticion durante el segundo dia.



Variables a medir Se establecieron dos tipos de variables, las variables tipo 1 y tipo
2.

Variables tipo 1: Variables evaluadas en la semana ocho a partir de establecido el
experimento en una escala categorica:

- Callogénesis: La callogénesis se evalué mediante una escala categorica donde:

0 = No hay formacion de callogénica.

1 = Callogénesis cubriendo de 1 a 25% del total del explante.

2 = Callogénesis cubriendo de 26 a 50% del total del explante.

3 = Callogénesis cubriendo de 51 a 75% del total del explante.

4 = Callogénesis cubriendo del 76 al 100% del total del explante.

- Brotacion indirecta a partir del tejido callogénico establecido:

0 = No hay formacion de brotes.

1 = Formacion de brotes de 1 a 25% del total del explante.

2 = Formacion de brotes de 26 a 50% del total del explante.
3 = Formacion de brotes de 51 a 75% del total del explante.
4 = Formacion de brotes de 76 a 100% del total del explante.

- Brotacion directa a partir de ldminas foliares

0 = No hay formacion de brotes.

1 = Formacion de brotes de 1 a 25% del total del explante.

2 = Formacion de brotes de 26 a 50% del total del explante.
3 = Formacion de brotes de 51 a 75% del total del explante.
4 = Formacion de brotes de 76 a 100% del total del explante.

Variables tipo 2: Variables evaluadas desde el establecimiento del experimento,
monitoreadas cada semana hasta la semana ocho:

- Oxidacioén: La oxidacion al final del experimento se medié como porcentaje de
frascos conteniendo explantes oxidados en cada tratamiento.

- Contaminacion: Hongos y bacterias fueron las dos fuentes de contaminacion,
los mismos que fueron medidos y diferenciados. La contaminacion al final del
experimento se midid6 como porcentaje de frascos contaminados con bacterias,
hongos asi como contaminacion total en cada tratamiento. Los datos se
tomaron de forma que 1 indica la presencia bacteriana o de hongos y 0 la
ausencia.



- Supervivencia: La supervivencia se evalué al final del experimento como
porcentaje de frascos conteniendo explantes sobrevivientes en cada
tratamiento.

Disefio experimental El disefio experimental fue un disefio completamente al azar
(DCA) con un arreglo factorial de 3 x 4, donde el factor A fue tres niveles de 2,4-D
(0,2 ,4 uM ) y el factor B fue cuatro niveles de citocininas (15, 20 uM de BAP y 15,
20 uM de Kinetina).

Hubo un total de 12 tratamientos o combinaciones de hormonas. Se realizaron tres
repeticiones por cada tratamiento y cada repeticion tuvo 20 unidades experimentales,
para un total de 720 unidades experimentales.

Andlisis estadistico El analisis estadistico se realizo con el programa Statistical
Analysis System (SAS® 2003). Se usé un modelo linear general (GLM) y los datos se
evaluaron mediante analisis de varianza (ANDEVA) y el procedimiento de separacion
de medias Tukey para encontrar diferencias entre tratamientos. El nivel de
significancia utilizado fue de < 0.05.



RESULTADOS Y DISCUSION

PRUEBAS PRELIMINARES DE DESINFECCION

No hubo diferencia significativa (P<0.05) entre las pruebas preliminares de
desinfeccion (Cuadro 2).

Cuadro 2. Porcentaje de contaminacion en los diferentes tratamientos de desinfeccion
durante el establecimiento in vitro de explantes foliares de Zamioculcas zamiifolia,
Zamorano, Honduras, 2007

(%) (min) (%)™
NaOClI* Tiempo Contaminacién
0.5 15 13
1 15 13
15 20
0.5 20 12
1 20 13
20 10

€ Hipoclorito de Sodio
NS No se encontré diferencia significativa (P<0.05)

Aunque no hubo diferencia significativa entre tratamientos, el procedimiento de
desinfeccion que numéricamente mostrd el porcentaje mas bajo de contaminacion fue
la solucion con 2% de NaOCl y tiempo de exposicion a la solucion de 20 minutos.
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REGENERAQION IN VITRO DE EXPLANTES FOLIARES A PARTIR DE LA
INTERACCION DE LA AUXINA 2,4-D CON LAS CITOCININAS BAP Y
KINETINA.

CALLOGENESIS

Descripcion semanal de callogénesis No se observd regeneracion callogénica
durante las primeras dos semana, inicidndose la formacion de callo en la tercera
semana. El incremento de formacion de tejido callogénico en todos los tratamientos
presentd una tendencia estable, teniendo crecimiento continuo durante todo el
experimento, con excepcion del tratamiento de 0 y 15 uM de 2,4-D y BAP,
respectivamente, que detuvo su regeneracion en la sexta semana (Grafico 1).

25

——0 uM 2,4-D 15uM BAP
—8—2 M 2,4-D 15uM BAP
2 4 UM 2,4-D 15uM BAP
0 uM 2,4-D 20 M BAP
—4=2 M 2,4-D 20 uM BAP
—e—4 uM 2,4-D 20 uM BAP
——0 uM 2,4-D 15pM KIN
——2 M 24-D 15uM KIN
4 M 2,4-D 15pM KIN

= =0 pM 2,4-D 20 pM KIN
® 2 M 24D 20puM KIN
——4 uM 2,4-D 20 uM KIN

=
3

[

Callogenesis (valor categ6rico)

05

Semanas

Grafico 1. Formacion semanal de tejido callogénico utilizando la auxina 2,4-D y las
citocininas BAP y Kinetina durante el establecimiento in vitro de explantes foliares de
Zamioculcas zamiifolia, Zamorano, Honduras, 2007
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Evaluacion de los resultados finales de callogénesis Con respecto al aporte del 2,4-
D, la mejor formacion de tejido callogénico (P<0.05) se obtuvo con 2 uM,
independientemente del tipo y nivel de citocininas. Se concluye que el uso de 2,4-D es
importante para la formacion de tejido callogénico (Cuadro 3).

Cuadro 3. Efecto del 2.4-D en la formacion de tejido callogénico durante el
establecimiento in vitro de explantes foliares de Zamioculcas zamiifolia, Zamorano,
Honduras, 2007

(LM) (Valor categorico)
2,4-D Callogénesis

0 1.16°

2 2.14°

4 1.78°

e Promedios seguidos por letras diferentes representan diferencia significativa (P < 0.05)
¥ 2 4- Diclorofenoxiacético

Analizando el efecto de las citocininas independientemente de la influencia del 2,4-D,
se encontrd que utilizando 15 ¢ 20 pM de Kinetina y 20 uM de BAP se obtuvo la
mejor formacion de tejido callogénico (P<0.05) (Cuadro 4).

Cuadro 4. Efecto de citocininas en la formacion de tejido callogénico durante el
establecimiento in vitro de explantes foliares de Zamioculcas zamiifolia, Zamorano,
Honduras, 2007

(uM)
(Valor categorico)
BAP% Kinetina Callogénesis
15 1.41°
20 1.80°
15 1.86°
20 1.83°

® Promedios seguidos por letras diferentes representan diferencia significativa (P < 0,05)
© 6- Bencilaminopurina
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Tomando en cuenta la interaccion del 2,4-D con las citocininas, las dosis que
presentaron la mejor formacion de tejido callogénico (P<0.05) fueron 2 y 20 uM de
2,4-D y Kinetina, respectivamente, 4 y 15 uM de 2,4-D y Kinetina, respectivamente y
2y 20 uM de 2,4-D y BAP, respectivamente. El tratamiento que presentd menor
formacion de tejido callogénico (P<0.05) fue el de 0 y 15 uM de 2,4-D y BAP,
respectivamente (Cuadro 5).

Cuadro 5. Efecto del 2.4-D y las citocininas BAP y Kinetina en la formacion de
tejido callogénico durante el establecimiento in vitro de explantes foliares de
Zamioculcas zamiifolia, Zamorano, Honduras, 2007

(LM) (Valor categorico)
2,4-D¥ BAP“ Kinetina Callogénesis
0 15 0.74 ¢
2 15 2.02°
4 15 131°¢
0 20 1.25¢
2 20 220
4 20 1.90°
0 15 1.52°¢
2 15 2.02°
4 15 2.02%
0 20 1.03 ¢
2 20 2.30°
4 20 1.84°

® Promedios seguidos por letras diferentes representan diferencia significativa (P < 0,05)
¥ 2.,4- Diclorofenoxiacético
2 6- Bencilaminopurina
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ORGANOGENESIS INDIRECTA/MICROTUBERIZACION

La organogénesis indirecta se expresé como la aparicion de microtubérculos a partir
de tejido callogénico.

Descripcion semanal de microtuberizacion Durante las primeras cinco semanas no
hubo microtuberizacion, observandose la misma en la sexta semana. El incremento de
microtuberizacion tuvo en general un comportamiento linear estable a excepcion del
tratamiento 0 y 15 uM de 2,4-D y BAP, respectivamente, que en la séptima semana
ceso la formacion de microtubérculos (Gréfico 2).

16

14

=
N

[uN

o
=)

Microtubérizacion (valor categérico)
o
[oe]

04

0.2

Semanas

Gréfico 2. Desarrollo semanal de la microtuberizacion utilizando la auxina 2,4-D y
las citocininas BAP y Kinetina durante el establecimiento in vitro de explantes
foliares de Zamioculcas zamiifolia, Zamorano, Honduras, 2007
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Evaluacion de los resultados finales de microtuberizacion Al igual que en el caso
de la callogénesis, la mejor formacion de microtubérculos se obtuvo utilizando 2 uM
de 2,4-D. Todos los niveles de auxina presentaron diferencias (P<0.05) entre ellos,
siendo el nivel 0 uM de 2,4-D el que menor microtuberizacion presentd. Esto
confirma que la presencia de auxina es importante para la buena respuesta
regenerativa (Cuadro 6).

Cuadro 6. Efecto del 2.4-D sobre la microtuberizacion durante el establecimiento in
vitro de explantes foliares de Zamioculcas zamiifolia, Zamorano, Honduras, 2007

(uM) (Valor categorico)
2,4-D¥ Microtuberizacion
0 035°
2 1.03°
4 0.92°

® Promedios seguidos por letras diferentes representan diferencia significativa (P < 0,05)
¥ 2 4- Diclorofenoxiacético

Analizando el efecto de las citocininas independientemente de la influencia del 2,4-D,
se encontrd que utilizando 15 ¢ 20 pM de Kinetina y 20 uM de BAP se obtuvo la
mejor formacidén de microtubérculos (P<0.05) (Cuadro 7).

Cuadro 7. Efecto de citocininas sobre la microtuberizacion durante el establecimiento
in vitro de explantes foliares de Zamioculcas zamiifolia, Zamorano, Honduras, 2007

(LM) (Valor categorico)

BAP“ Kinetina Microtuberizacion
15 0.54°
20 0.80%
15 0.84%
20 0.98%

® Promedios seguidos por letras diferentes representan diferencia significativa (P < 0,05)
2 6- Bencilaminopurina
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Tomando en cuenta la interaccion del 2,4-D con las citocininas, las dosis que
presentaron la mejor formacion de microtubérculos (P<0.05) fueron 2 y 15 uM de 2.,4-
D y Kinetina, respectivamente, 4 y 15 uM de 2,4-D y BAP, respectivamente, 2 y 20
uM de 2,4-D y Kinetina, respectivamente y 4 y 20 uM de 2,4-D y Kinetina,
respectivamente, siendo estos iguales (P<0.05) (Cuadro 8).

Cuadro 8. Efecto del 2.4-D y las citocininas BAP y Kinetina sobre la
microtuberizacion  durante el establecimiento in vitro de explantes foliares de
Zamioculcas zamiifolia, Zamorano, Honduras, 2007

(uM) (Valor categorico)
24-DY BAP® Kinetina Microtuberizacion
0 15 0.11°
2 15 0.78°
4 15 0.63°
0 20 0.84°
2 20 0.77°
4 20 0.79°
0 15 0.19°¢
2 15 1.12%
4 15 1.16
0 20 0.18 ¢
2 20 1.38°
4 20 1.07 %

® Promedios seguidos por letras diferentes representan diferencia significativa (P < 0,05)
* 2 4- Diclorofenoxiacético
2 6- Bencilaminopurina

ORGANOGENESIS DIRECTA

Ninguno de los tratamientos presentd formacion directa de brotes a partir de laminas
foliares.
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OXIDACION

Evaluacion de los resultados finales de oxidacion Los tratamientos que presentaron
mayor oxidacion (P<0.05) fueron 0 y 15 uM de 2,4-D y BAP, respectivamente, 4 y 15
uM de 2,4-D y BAP, respectivamente y 0 y 20 uM de 2,4-D y Kinetina,
respectivamente. 2 y 15 uM de 2,4-D y Kinetina, respectivamente, no presentod
oxidacion durante el experimento. La oxidacion promedio obtenida en el experimento
fue de 13% (Cuadro 9).

Cuadro 9. Porcentaje de oxidacion durante el establecimiento in vitro de explantes
foliares de Zamioculcas zamiifolia, Zamorano, Honduras, 2007

(M) (%)
2,4—DlF BAP® Kinetina Oxidacion
0 15 20.0%
2 15 33°
4 15 233 %
0 20 8.3°
2 20 1.6°
4 20 10.0°
0 15 16.7°
2 15 0.0°
4 15 16.7°
0 20 41.7°
2 20 6.7°
4 20 8.3°
TOTAL 13.0

® Promedios seguidos por letras diferentes representan diferencia significativa (P < 0,05)
¥ 2.,4- Diclorofenoxiacético
2 6- Bencilaminopurina
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SUPERVIVENCIA

Evaluacion de los resultados finales de supervivencia No se encontrd diferencia
significativa (P<0.05) en la supervivencia entre tratamientos, lo que confirma que el
nivel de hormonas no tiene efecto en la mortalidad de los explantes. La supervivencia
promedio obtenida en el experimento fue de 69% (Cuadro 10).

Cuadro 10. Porcentaje de supervivencia durante el establecimiento in vitro de
explantes foliares de Zamioculcas zamiifolia, Zamorano, Honduras, 2007

(M) (%)

2,4-D" BAP® Kinetina Supervivencia N>
0 15 61.7
2 15 73.3
4 15 61.7
0 20 66.7
2 20 81.7
4 20 71.7
0 15 70.0
2 15 81.7
4 15 56.7
0 20 51.7
2 20 87.7
4 20 61.7
TOTAL 69.0

NS No se encontr6 diferencia significativa (P<0.05)
* 2,4- Diclorofenoxiacético
€ 6- Bencilaminopurina
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CONTAMINACION

Evaluacion de los resultados finales de contaminacion Se puede apreciar que en
general en todos los tratamientos el mayor causante de contaminacion fueron bacterias
(Cuadro 11).

Analizando la contaminacion por bacterias, hongos y contaminacion total no se
encontr6 diferencia significativa (P<0.05) entre tratamientos. Al igual que en la
supervivencia, los resultados obtenidos confirman que los niveles de hormonas no
tienen efecto sobre la contaminacion de los explantes, siendo afectados por factores
como contaminacion endogena y asepsia en el experimento. La contaminacién
promedio fue de 18%.

Cuadro 11. Porcentaje de contaminacion por bacterias, hongos y total durante el
establecimiento in vitro de explantes foliares de Zamioculcas zamiifolia, Zamorano,
Honduras, 2007

(uM) (o)
Contaminacién
2,4-D¥  BAP? Kinetina Bacterias"®  Hongos™>  TOTAL™

0 15 13.3 5.0 18.3
2 15 18.3 5.0 233
4 15 10.0 5.0 15.0
0 20 16.7 8.3 25.0
2 20 13.4 33 16.7
4 20 15.0 33 18.3
0 15 8.3 5.0 13.4
2 15 8.3 7.0 15.6
4 15 21.7 5.0 26.7
0 20 5.0 1.6 6.7
2 20 33 3.3 6.7
4 20 30.0 0.0 30.0

TOTAL 18.0

™ No se encontro diferencia significativa (P<0.05)
¥ 2.4- Diclorofenoxiacético
 6- Bencilaminopurina



CONCLUSIONES

La formacién de tejido callogénico inicio a partir de la tercera semana y la
organogénesis indirecta (microtuberizacion) inicio a partir de la sexta semana
de iniciado el experimento. Ninguno de los tratamientos present6 formacion
directa de brotes. La organogénesis indirecta se expresé como aparicion de
microtubérculos a partir de tejido callogénico.

La mejor respuesta en callogénesis y microtuberizacion se obtuvo a un nivel
de 2 uM de 2,4-D. El nivel 0 uM de 2,4-D fue el que menor microtuberizacion
y callogénesis presento.

Se encontré que utilizando 15 6 20 uM de Kinetina y 20 uM de BAP se
obtuvo la mejor formacion de tejido callogénico y microtuberizacion (P<0.05).

Las dosis que presentaron la mejor formacion de tejido callogénico fueron 2 y
20 uM de 2,4-D y Kinetina, respectivamente, 4 y 15 uM de 2,4-D y Kinetina,
respectivamente y 2 y 20 uM de 2,4-D y BAP, respectivamente. Las dosis que
presentaron la mejor formacion de microtubérculos fueron 2 y 15 uM de 2,4-D
y Kinetina, respectivamente, 4 y 15 uM de 2,4-D y BAP, respectivamente, 2 y
20 uM de 2,4-D y Kinetina, respectivamente y 4 y 20 uM de 2,4-D y Kinetina,
respectivamente.

Los tratamientos que presentaron mayor oxidacion fueron 0 y 15 uM de 2,4-D
y BAP, respectivamente, 4 y 15 uM de 2,4-D y BAP, respectivamente y 0 y 20
uM de 2,4-D y Kinetina, respectivamente. 2 y 15 uM de 2,4-D y Kinetina,
respectivamente, no presentd oxidacion durante el experimento.

Los niveles de hormonas no tienen efecto sobre la contaminacion de los
explantes, siendo afectados por factores como material vegetal y asepsia.

En todos los tratamientos la contaminacién por bacterias fue superior a la
contaminacion por hongos. La contaminacion acumulada fue de 18%, la
oxidacion acumulada de 13% y la supervivencia acumulada de 69%.



RECOMENDACIONES

Realizar pruebas de desinfeccion con dosis de NaOCl y tiempos de exposicion
mas altos.

Utilizar en LCTRIV para la propagacion de Zamioculcas zamiifolia cualquiera
las dosis de 2 y 20 uM de 2,4-D y Kinetina, respectivamente, 4 y 15 uM de
2,4-D y Kinetina, respectivamente ¢ 2 y 20 uM de 24-D y BAP,
respectivamente, ya que fueron las dosis que mejor formacion de tejido
callogénico presentaron.

Evaluar Kinetina en la etapa de multiplicacion de Zamioculcas zamiifolia.

Evaluar si se encuentra efecto sobre la respuesta regenerativa a dosis mayores
a 20 uM de Kinetina.

Evaluar si la exposicion a regimenes de luz y oscuridad tiene un efecto sobre
la formacién de tejido callogénico, brotacion indirecta a partir de tejido
callogénico o brotacion directa a partir de explantes foliares.

Evaluar el efecto de antibidticos y fungicidas en el medio nutritivo para
reducir la contaminacion.

Mejorar las practicas de bioseguridad aplicadas en el LCTRIV y el aislamiento
del laboratorio sobre todo en Camara de Transferencia y Crecimiento para
reducir el ataque de agentes infecciosos.
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ANEXOS

Anexo 1. Medio nutritivo basico Murashigue & Skoog adaptado para Anthurium
andreanum usado durante el establecimiento in vitro de explantes foliares de
Zamioculcas zamiifolia, Zamorano, Honduras, 2007

Componente Cantidad (mg/L)
Macroelementos (12 MS)
Mitrato de amomo (NHyMO5) 223 000
Nitrato de potasio (KNO;) 030,000
Cloruro de calein (CaCl2HL0) 220,000
Sulfato de magnesio (MgSO,THO) | 85000
Fostato potasico (KHzPO,) B3.000
Microelementos
Acido bonco (H3BOs) 6,200
Sulfato de manganeso
monohidratado (MnSOsHzO) AR
Sultato de zne (InS0,THLON #0600
Yoduro de potasio (K1) 0.830
Maohbdato de sodio (MahoOy 2Hz0h 0.250
Sultato de cobre (CuSOy5HL0) 0,025
Cloruro cobaltico (CoCly6Ha0) 0,025
FeNaEDTA S0.000
Vitaminas
Acido meotimco 0,500
Tramima HCl 0,400
Piridosxina HCl 0,500
[nositol 00,000
Aricar
Glucosa 0000, 000
Phytagel 1800000
pH = 6.0

Fuente: Instituto Nacional de Aprendizaje, Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales, San José, Costa
Rica, 1994
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Anexo 2. Valores porcentuales de las diferentes categorias de regeneracion
callogénica durante el establecimiento in vitro de explantes foliares de Zamioculcas
zamiifolia, Zamorano, Honduras, 2007
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Anexo 3. Valores porcentuales de las diferentes categorias de microtuberizacion
durante el establecimiento in vitro de explantes foliares de Zamioculcas zamiifolia,
Zamorano, Honduras, 2007
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Anexo 4. Desarrollo semanal de oxidacion durante el establecimiento in vitro de
explantes foliares de Zamioculcas zamiifolia, Zamorano, Honduras, 2007
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Anexo 5. Descripcion semanal de supervivencia durante el establecimiento in vitro de
explantes foliares de Zamioculcas zamiifolia, Zamorano, Honduras, 2007
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Anexo 6. Desarrollo semanal de la contaminacién por bacterias durante el
establecimiento in vitro de explantes foliares de Zamioculcas zamiifolia, Zamorano,
Honduras, 2007
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Anexo 7. Desarrollo semanal de la contaminacion por hongos durante el
establecimiento in vitro de explantes foliares de Zamioculcas zamiifolia, Zamorano,
Honduras, 2007
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Anexo 8. Contaminacion por bacterias, hongos y total durante el establecimiento in
vitro de explantes foliares de Zamioculcas zamiifolia, Zamorano, Honduras, 2007

Porcentaje
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Anexo 9. Valores porcentuales de las causas de desecho en cada tratamiento durante
el establecimiento in vitro de explantes foliares de Zamioculcas zamiifolia, Zamorano,

Honduras, 2007
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