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RESUMEN

El filodendro (Philodendron xanadu Croat) es una planta ornamental con alto precio de venta; sin
embargo, en México no se dispone de suficiente material vegetal para los productores, por lo que
es necesario propagarlo in vitro para obtener en poco tiempo las plantas necesarias; de ahi que el
objetivo de esta investigacion fue evaluar varios medios de cultivo, para determinar cual generd
el mejor crecimiento de las plantas de filodendro xanadu in vitro, y cual es el de menor costo que
el medio Murashige y Skoog (MS). La composicion nutrimental afectd el potencial osmdtico, la
conductividad eléctrica y el pH de los medios de cultivo y genero6 crecimiento variable de las
plantas. El medio de cultivo 7, compuesto con macroelementos: NO,, 14; H,PO,, 0.75; SO,*, 5.25;
K, 8.27; Ca*, 7 y Mg*, 4.73 (me L), 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), generd brotes con mayor altura (4.1 cm), con
1.8 raices, similar al medio de cultivo MS (2.03), adecuado niimero de hojas (8.3), acumulacién de
materia seca (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 xanadu en producciéon comercial.

PALABRAS CLAVE

Medio Murashige y Skoog, composicién nutrimental, macroelementos, microelementos.

ABSTRACT

Philodendron (Philodendron xanadu Croat) is an ornamental plant with a high selling price; howe-
ver, in Mexico there is not enough plant material for horticulturists, so it is necessary to propaga-
te it in vitro to obtain the plants required in a short time. The objective of this study was to eva-
luate various culture media and determine which one generated the best growth of Philodendron
xanadu plants in vitro, and which one involved a lower cost than with the Murashige and Skoog
(MS) medium. The nutritional composition affected the osmotic potential, electrical conductivity
and pH of the culture media, and it generated variable plant growth. The culture medium con-
sisted of seven macroelements, NO,, 14; H,PO,, 0.75; SO*, 5.25; K*, 8.27; Ca*, 7 and Mg*, 4.73
(me L7); the following microelements, Fe, 5; B, 0.5; Mn, 0.5; Zn, 0.05; Cu, 0.045, and Mo, 0.01 (me
L), and vitamins of the MS medium (1962). It generated shoots with greater height (4.1 cm),
with 1.8 roots, similar to those obtained with MS culture medium (2.03), an adequate number of
leaves (8.3), dry matter accumulation (8.8 mg), and higher relative chlorophyll content (35.16 U.
Spad), which makes it suitable for the in vitro cultivation of philodendron xanadu in commercial

production.
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INTRODUCCION

El filodendro es una de las especies ornamentales
mas importantes cultivadas en el estado de Morelos,
México, donde se produce una amplia variedad de
estas plantas, mismas que son utilizadas como ele-
mentos 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 propagacién de filodendro
xanadu estos métodos de propagacion resultan lentos e
inconsistentes (Seeni et al. 2001). 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 (Alawaadh et al.
2020; Ramirez-Rojas et al. 2016).

La formulacion del medio de cultivo adecuada es
esencial para el éxito en la propagacion in vitro, debido
a que éste suministra los nutrientes necesarios (mine-
rales, 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 (Hameg et al. 2018; Ibrahim et al. 2008).
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); éste es considerado como un medio alto en
sales (Bell et al. 2009), por lo que su potencial osmdtico
es mas negativo. La composicion del medio de cultivo
afecta la fisiologia de los tejidos y érganos que se cul-
tivan in vitro porque algunos elementos pueden ser
toxicos, como el nitrégeno (Alanagh et al. 2014; Gago et
al. 2011; Hameg et al. 2018). Con relacion a esto, Parada
y Villegas (2009) indican que el cloruro de calcio es
considerado toxico para especies lefiosas, motivo por
el cual reformularon una modificacién al 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 so6lo un tipo de medio de cultivo para
las diferentes fases de la micropropagacion, aunque
la formulacién puede ser inadecuada para alguna
de las etapas de crecimiento y desarrollo del explante
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(Adelberg et al. 2013), debido a que cada érgano de la
planta tiene diferentes requerimientos de nutrientes
durante su crecimiento (El-Hawaz et al. 2015). Mesa
(2003) y Ruzic¢ et al. (2000) mencionan que la dismi-
nucién de los procesos morfogénicos y la toxicidad
se deben, entre otros factores, a los desbalances
iénicos y relaciones nutricionales del medio de cul-
tivo. Ademas, la respuesta de los tejidos y las células
a los reguladores del crecimiento se ve afectada por
estos desequilibrios nutricionales (Kothari et al. 2004;
Ramage y Williams 2002).

Actualmente, se han propuesto distintos proto-
colos para la micropropagacion de algunas especies del
género Philodendron, que incluyen el establecimiento
del cultivo aséptico, la multiplicacion y el enraiza-
miento, donde el medio de cultivo mas utilizado es el
MS (Alanagh et al. 2014; Alawaadh et al. 2020; Chen et
al. 2012; Hassan et al. 2016). 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 tini-
camente por medio de células no especializadas para
la absorcién de nutrientes (Leifert et al. 1995). Por lo
anterior, es importante tener un balance y concentra-
ciéon nutrimental adecuado y facilmente disponible
para propiciar la absorcion mineral. La formulacion
nutrimental propuesta por Steiner (1984) sefiala que
las caracteristicas quimicas de una solucién nutritiva,
tales como: la relacién mutua de cationes, la relacion
mutua de aniones, la concentracidon 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 propagacién
in vitro, por lo que podria considerarse también como
una modalidad de hidroponia, pero en condiciones
asépticas. Esta forma de propagaciéon implica costos
mas elevados en comparacion con la propagacion con-
vencional, pues se requiere de equipo especializado y
una formulacién de medio de cultivo especifico, que
en la mayoria de plantas ornamentales es el medio
Murashige y Skoog (1962), cuyo costo por concepto de
macro y micronutrientes es de aproximadamente 36
pesos (2 ddlares) por litro de medio de cultivo.
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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 dife-
rentes 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 y a la vez sean de menor costo que
el medio MS.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron plantas de filodendro xanadu cultivadas
in vitro con longitud de 20 + 2 mm, tres hojas jévenes,
sin brotes, sin raices y de tamafio uniforme entre ellas.
Se prepararon once medios de cultivo; nueve de ellos
se generaron modificando la concentracion y relacion
de macro y micro nutrimentos, tomando como base
la metodologia de Steiner (1984); los otros dos medios
fueron Murashige y Skoog (1962; MS) a 100 y 50 por
ciento de concentraciéon de macro y micronutrientes
(Cuadro 1y 2).

Los nueve medios de cultivo disefiados a partir
de la metodologia de Steiner se prepararon con fertili-
zantes comerciales altamente solubles para hidroponia:
Ca (NO,),"4H,0, KNO,, K,SO,, KH,PO,y MgSO,-7H,0,
con agua destilada. Los microelementos fueron: H,BO,,
MnCl,-4H,0, ZnSO,-7H,O, CuSO,-5H,0, H,MoO,H,O,
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 proporciond como Fe-EDTA del producto
comercial Librel FeLo® (Ciba Especialidades Quimicas
Meéxico, S.A. de C.V.). 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 usd
0.75 por ciento de agar Merck® (Alemania). Se usaron
frascos de 100 mL de capacidad con 20 mL de medio de
cultivo en cada uno. El medio se esterilizo durante 18
min en autoclave vertical (sin marca, fabricacion mexi-
cana) a 1.2 kg cm?y 120 °C.

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 h de iluminacién y 8 de oscuridad, e intensidad
luminosa de 32 uE-m?s”, por 50 dias.

Potencial osmotico (PO), conductividad eléctrica (CE)
ypH

En cada medio de cultivo se determino la conducti-
vidad eléctrica (potenciometro Hanna HI 8424, Hanna
Instruments, Ciudad de México, México) y el poten-
cial osmotico (Osmdmetro Loser Messtechnik® Tipo 6,
Berlin, Alemania), tanto al finalizar la preparacion del
medio de cultivo, como después de la esterilizacién en
la autoclave (Cuadro 3).

Cuadro 1. Composicion quimica de los medios de cultivo para crecimiento in vitro de filodendro xanadu.

Medio de Concentracion relativa de iones (mexL?)
cultivo NO; H,PO, SO Cr K Ca Mg NH,’
1 10.00 1.25 8.75 - 8.27 7.00 4.73 -
2 10.00 1.25 8.75 - 7.00 9.00 4.00 -
3 10.00 1.25 8.75 - 5.73 11.00 3.27 -
4 12.00 1.00 7.00 - 8.27 7.00 4.73 -
5 12.00 1.00 7.00 - 7.00 9.00 4.00 -
6 12.00 1.00 7.00 - 5.73 11.00 3.27 -
7 14.00 0.75 5.25 - 8.27 7.00 4.73 -
8 14.00 0.75 5.25 - 7.00 9.00 4.00 -
9 14.00 0.75 5.25 - 5.73 11.00 3.27 -
MS 100 % 39.40 1.00 1.50 3.00 19.80 3.00 1.50 20.60
MS 50 % 19.70 0.50 0.75 1.50 9.90 1.50 0.75 10.30
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Cuadro 2. Concentracion nutrimental (mg L) de once medios de cultivo para el crecimiento in vitro de filodendro xanadu.

Nutrimentos 11(:/([)30 ;\(/)IO/SO 1 2 3 4 5 6 7 8 9
NH,NO, 1650 825 - - - - - - - - -
Ca (NQ,),.4H,0 - - 257 338 360 257 338 419 257 338 419
KNO, 1900 950 148 32 - 266 149 32 383 266 149
K, SO, - - 271 315 271 164 209 253 58 102 147
Mg SO, 370 185 200 166 131 200 166 131 200 166 131
KH,PO, 170 85 146 146 146 117 117 117 88 88 88
CaCl, 7H,O 440 220 - - - - - - - - -
NA,EDTA.2H,O 37.2 18.6 - - - - - - - - -
FeEDTA - - 5 5 5 5 5 5 5 5 5
FeSO,.7H,O 27.8 13.9 - - - - - - - - -
H.BO, 6.2 3.1 2.88 2.88 2.88 2.88 2.88 2.88 2.88 2.88 2.88
H,MoO, - - 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02
MnSO,. 4H,0 22.3 11.15 - - - - - - - - -
ZnSO,. 7H,0 8.6 43 0.22 0.22 0.22 0.22 0.22 0.22 0.22 0.22 0.22
Na,MoO, 2H,0 0.250 0.125 - - - - - - - - -
CuS0O,. 5H,0 0.025 0.012 0.18 0.18 0.18 0.18 0.18 0.18 0.18 0.18 0.18
Codl,. 6H,0 0.025 0.012 - - - - - - - - -
KI 8.3 4.15 - - - - - - - - -
MnCL,. 4H,0 - - 1.81 1.81 1.81 1.81 1.81 1.81 1.81 1.81 1.81
Total (mg) 4640.7  2320.349 1032.11 1007.11 91811 1014.11 989.11 962.11 996.11 970.11 944.11
Costo($)/L 42 21 0.102 0.101 0.097 0.090 0.089 0.088 0.078 0.077 0.076

MS: medio Murashige & Skoog (1962), $: pesos mexicanos

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 expe-
rimento, se evalu6 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 en un
horno con circulacién forzada de aire a una tempera-
tura de 70 °C durante 72 h, para posteriormente pesar
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en balanza analitica (LUZEREN FA2204B, Chemical
Guilps S.A. de C.V., México).

Contenido de clorofila y carotenoides

El contenido de clorofila se determind por dos métodos:
contenido relativo de clorofila en unidades Spad
(SPAD 502DL Plus Spectrum®, Spectrum Technologies
Inc., Reino Unido), tomando el valor promedio de tres
hojas de vida intermedia); con el segundo método se
determinaron la clorofila a, b y carotenoides; se utili-
zaron las mismas hojas, en las cuales se determind la
clorofila con el SPAD; asimismo, se usé un espectrofoto-
metro GENESYS 10S UV (Thermo Scientific, Madison,
Estados Unidos) y se empled la metodologia propuesta
por Rodés-Garcia y Collazo-Ortega (2006), modificada
de acuerdo con el volumen final del extracto filtrado.
De cada tratamiento se tom6 una muestra de 0.1 g de
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tejido fresco de hojas, se adicionaron 10 mL de acetona
a 80 por ciento fria y se macerd por 30 s a 14,000 rpm
con un homogeneizador ULTRA TURRAX T8 (IKA®,
IKA, Wilmington, Estados Unidos). Las muestras se
pasaron por papel filtro y se almacenaron en viales
ambar hasta su evaluacion. El espectrofotometro se
ajustd a 645, 663 y 440.5 nm para medir la clorofila
a, clorofila b y carotenoides, respectivamente. Como
blanco se utilizé acetona a 80 por ciento y celdas de
cuarzo rectangulares de 10 mm (Thomas Scientific,
Swedesboro, Estados Unidos), las cuales se limpiaron
con agua destilada entre cada muestra evaluada.

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

Ca(mgL') =127 (A,,) - 2.69 (A,,),
Cb (mg L) =229 (A,,,) —4.68 (A
Catb (mgL')=202(A
Ccar (mg L) =4.695 (A

663)’

)+8.02 (A,),
) —0.268 (C a+b)

645

440.5
Donde: A, = Absorbancia a 645 nm; A, =

Absorbancia a 663 nm; A,
Ca = Concentracién de clorofila a; Cb = Concentracion

= Absorbancia a 440.5 nm;

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 realizo la prueba de
comparacion de medias DMS (P< 0.05) con el paquete
estadistico SAS System version 9.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

Potencial osmotico (PO), conductividad eléctrica (CE)
ypH

La composicion nutrimental de los medios de cultivo
repercutio en el potencial osmotico, conductividad
eléctrica y potencial de hidrogeno, antes y después
del proceso de esterilizaciéon (Cuadro 3). El PO de
los medios de cultivo fue menos negativo después
de esterilizar el medio; los medios de cultivo 5 y MS
100% tuvieron el PO mas negativo antes y después de
ser esterilizados. Los valores observados después de
la esterilizacion son los que tendradn efecto en el creci-
miento de los brotes. El cambio en PO puede deberse a
que los azticares disacaridos como la sacarosa, se hidro-
lizan en monosacaridos (glucosa y fructuosa) durante
la esterilizacidn, y éste tiende a ser mas negativo con-
forme se aumenta la concentraciéon 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 disponi-
bilidad de agua pueden causar hiperhidratacién. 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.

De acuerdo con Pijerik y Steegmans (1975), el
crecimiento y organogénesis in vitro se detienen si
el potencial osmotico es mas negativo que -0.3 Mpa,

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 (MPa) CE (mV) pH
1 -0.223 64.8 5.7 -0.215 64.6 6.0
2 -0.220 66.0 57 -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 51.4 5.7 -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
(MS 100%) -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 osmotico, CE: conductividad eléctrica, pH: potencial de hidrégeno.

Lara-Ascencio et al.
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porque la planta absorbe poca agua del medio de cul-
tivo. No obstante, en esta investigacion se observé que
con el potencial osmotico mas negativo (medios de
cultivo 5 y MS 100% con -0.402 y -0.335 Mpa, respec-
tivamente), el crecimiento de las plantas no se detuvo.
Al respecto, Raya et al. (2009) reportan que el mejor
enraizamiento (97%) de 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 funcién del cambio de las pro-
piedades fisicas y quimicas debido a la presencia de
solutos (Larque-Saavedra y Trejo-Lopez 1990) y fuentes
de carbono (Cardenas y Villegas 2002). Molinos et al.
(2004) indican que el potencial osmético del medio de
cultivo también es determinante para la morfogénesis
in vitro, aunque 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 formu-
lados con base en la metodologia de Steiner (1984),
antes y después del autoclaveo. Después de la esteri-
lizacion, 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 increment6 (Cuadro 3). La menor CE de los nueve
medios diseniados con base en Steiner (1984) indica que
la cantidad de sales que se les afiadi6 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 trans-
porte de agua y asimilacion de nutrientes.

Respecto al pH, después de la esterilizacion, éste
tendié a elevarse en la mayoria de los medios; sin
embargo, en el medio MS 100% disminuyd (Cuadro
3). Estos resultados concuerdan con Chen et al. (2014),
quienes mencionan que el pH en el medio porlo 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; tam-
bién informan que la necrosis puede ser causada por
deficiencia nutrimental inducida por un pH bajo. En
esta investigacién, el pH del medio tuvo efectos signi-
ficativos importantes en el crecimiento de los brotes de
filodendro xanadu; la mayor altura de brotes y niimero
de raices ocurrio en el medio de cultivo 7 que tuvo pH
final de 6.1. Estos resultados son similares a los obte-
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nidos por Sharma et al. (2018), quienes observaron que
hubo mayor crecimiento y multiplicaciéon 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 regeneracién in vitro de Citrus
assamensis S.Dutta &S.C.Bhattacharya fue adecuado el
pH 5.8 en medio MS. George et al. (2008) mencionan
que esta caracteristica del medio de cultivo esta rela-
cionada con la absorcion de nutrientes, porque el pH
facilita o inhibe la disponibilidad en el medio.

Con base en los resultados obtenidos en este tra-
bajo, 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 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 morfoldgicas

La composicién de los medios de cultivo tuvo efecto
significativo (P < 0.05) en el nimero de hojas y forma-
cién 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 relacion idnica, y con ello tam-
bién 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 aque-
llas cultivadas en el medio 9 (38 mm); las plantas de
estos dos medios tuvieron 22.5 y 15.8 por ciento mayor
crecimiento que las cultivadas en el medio MS 100%;
en contraste, las plantas cultivadas en el medio de cul-
tivo 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 con-
traste, el menor nimero de estos érganos ocurri6é en
las plantas del medio 1 (Cuadro 4), donde las hojas de
los brotes cultivados en los medios 7, 8 y 9 fueron cua-
litativamente de color mas verde, que las de los otros
tratamientos.

También se observaron diferencias significativas
en el nimero de raices por planta. Los medios MS
100%, 3 y 7 generaron el mayor numero de raices,
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en tanto que los medios de cultivo 2, 5, 6 y MS 50%
produjeron valores estadisticamente iguales entre si y
similares a las de los tres medios anteriores. En con-

traste, 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 observd en los medios

6 y 8. El medio de cultivo que propicié mayor creci-
miento de la raiz en cuanto a nimero 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 desa-
rrollo de raiz en brotes de filodendro xanadu ocurre
bien en el medio de cultivo MS en su concentracion
total 0 a 50 por ciento, ya sea con la suplementacion de
auxinas o en ausencia de éstas. No obstante, emplear
el medio de cultivo a una menor concentracion puede
ocasionar aporte de cantidades inadecuadas de nutri-
mentos indispensables para el desarrollo y crecimiento
del explante (Adelberg et al. 2013).

Raya et al. (2009) reportan resultados similares en
plantas in vitro de Vitis sp., donde el mayor enraiza-
miento (97%) ocurrié en el medio de cultivo con el PO
mas negativo (-0.69 MPa), sin indicar anormalidades
en las raices; sin embargo, 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 inves-

tigadores— muestran que la tolerancia de explantes

) a ciertas caracteristicas de los medios de cultivo varia
Figura 1. Plantula de filodendro xanadu cultivada en medio de cultivo elaborado

con fertilizantes comerciales grado no reactivo. segl'm la especie en cuestion.

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

Medio Concentracion relativa de iones (mexL?) Caracteristicas de brotes
wivo NO; PO, S0P @k ca g Nme QU (oRs (Lo b
1 10.0 1.25 8.75 - 827 70 4.73 - 269d 72c¢ 1.53 abc 20.1 cd
2 10.0 1.25 8.75 - 700 9.0 4.00 - 34.3 be 7.7 be 1.76 ab 21.2bc
3 10.0 1.25 8.75 - 573 110 327 - 33.8 bc 8.9 ab 1.83a 17.7 cde
4 12.0 1.00 7.00 - 827 7.0 473 - 334c 8.8 ab 1.53 abc 17.4 cde
5 12.0 1.00 7.00 - 700 9.0 4.00 - 326¢ 8.9 ab 1.60 ab 15.5 de
6 12.0 1.00 7.00 - 573 110 327 - 320c¢ 8.6 ab 1.60 ab 14.8 e
7 14.0 0.75 5.25 - 827 70 4.73 - 418a 8.3 abc 1.83a 16.9 cde
8 14.0 0.75 5.25 - 700 9.0 4.00 - 313c 8.3 abc 113 ¢ 15.0e
9 14.0 0.75 5.25 - 573 11.0 3.27 - 38.0 ab 7.6 bc 1.33 bc 16.9 cde
MS100%  39.4 1.00 150 3.0 1980 3.0 150  20.6 324c 8.3 abc 203 a 358a
MS 50% 19.7 050 075 15 990 150 075 103  30.8cd 9.7 a 1.73 ab 25.6Db

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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Ibrahim et al. (2008), quienes 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 modi-
ficando la cantidad (mg L*') de varios componentes
(NH,NO, a 1237.5, KNO, a 950, Mg SO, a 185, CaCl,
7H,0O a 440 y KH,PO, a 85); asimismo, indican que
la concentracién de cloruro de calcio es muy impor-
tante 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 ade-
cuado para tejidos vegetales es la seleccion de iones
macronutrientes en una concentraciéon y equilibrio
correctos. Los elementos secundarios o mesos (CaCl,,
MgSO, y KH,PO,) también ejercen efectos importantes
en el crecimiento. Al respecto, 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 o
3.0 veces la concentracion de MS.

El medio de cultivo mas utilizado en la propa-
gacion in vitro es el Murashige y Skoog (1962). Sin
embargo, este medio fue disefiado para un desarrollo
optimo de callos de tabaco (George et al. 2008). De
acuerdo con los resultados obtenidos en esta investi-
gacion, y tras evaluar el efecto que tiene el medio MS
y los medios de cultivo disefiados con base en la rela-
ciéon mutua entre cationes y aniones y la concentracion
de éstos sobre el crecimiento de brotes de filodendro

—_
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xanadu, se puede decir que el medio MS genera
amplia variacion de efectos en funcién de la especie:
desde plantas que crecen bien, hasta aquellas que pre-
sentan efectos de toxicidad o desordenes fisiologicos.
Los resultados de este trabajo también demuestran
que los medios de cultivo con menor concentracion de
nutrientes, pero con una relaciéon mutua entre cationes
y aniones no limitaron el crecimiento de brotes de
filodendro xanadu y que éstos pueden crecer bien en
medio de cultivo preparado con nutrimentos grado no
reactivo, lo cual podria disminuir los costos de produc-
cién 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), seguidas de aquellas
cultivadas en el MS 100% (10 mg); en contraste, la
menor acumulacién de materia seca (50% menos) ocu-
rrié 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 por ciento menor
que el obtenido en las plantas cultivadas en el medio 2
(Figura 2). Molinos et al. (2004) obtuvieron resultados
parcialmente similares: 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.

ab

abed
8.8

cde

cde ] d
6.7 6.7

MS5100% MS 50%

Figura 2. Efecto de medio de cultivo en la acumulacién de materia seca de plantas de filodendro xanadu.
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Contenido de clorofila y carotenoides

Los brotes de filodendro xanadu presentaron dife-
rencias en la producciéon de pigmentos por efecto
de la composicion del medio de cultivo. Las plantas
cultivadas en el medio 7 y 8 tuvieron el mayor con-
tenido relativo de clorofila (CRC) en las hojas, con 35
y 36 unidad SPAD, respectivamente, seguidas de las
plantas cultivadas en los medios 4, 5 y 6 que fueron
estadisticamente iguales entre si, con 33.33, 34.33 y
34.83 unidades; el menor contenido de clorofila se
cuantificé en las plantas cultivadas en los medios 1, 2
y 3 (Cuadro 5).

En la cuantificacion de pigmentos mediante cro-
matografia, 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 res-
pectivamente, mientras que las plantas que crecieron
en el medio MS 50% tuvieron mayor concentracion de
clorofila b. La mayor concentraciéon de carotenoides
(3.80 mg) se cuantifico 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 cloro-

fila a se presentd en mayor cantidad que la clorofila by
carotenoides.

Respecto al contenido relativo de clorofila
determinado mediante Spad y clorofilas mediante
cromatografia, se pudo observar que, a medida que
se incrementd la cantidad de nitrégeno de 10 a 12
mexL" de NO,, en los medios de cultivo formulados
con base en la formulacion de Steiner (1984), se cuan-
tificd mayor cantidad de pigmentos en el tejido, pues,
al aumentar a 14 mexL, la cantidad de clorofilas fue
menor. Los medios de cultivo con menor contenido de
nitrato (10 mexL"') y ausencia de amonio produjeron
menor cantidad de clorofila a y clorofila total (por los
dos métodos), a consecuencia del menor contenido de
nitrogeno, mismo que forma parte de la molécula de
clorofila (George et al. 2008).

Aunque el medio de cultivo MS 100% fue sobresa-
liente en el nimero de raices, longitud de raiz, clorofila
ay b, asi como en contenido de carotenoides, no pro-
movid un crecimiento adecuado porque las plantas
establecidas en este medio presentaron poca altura,
amarillamiento temprano en hojas maduras, peciolos
compactos y engrosamiento de la base del tallo. De
acuerdo con algunos autores, estas caracteristicas se
deben probablemente al efecto toxico generado por la

Cuadro 5. Efecto de medio de cultivo en la produccion de pigmentos en plantas de filodendro xanadu.

Clorofila a Clorofila b Clorofila total Carotenoides
Medio de cultivo CRC
(U. Spad) (mg L")
1 26.23d 498d 253 ¢ 7.51d 2.09c
2 26.00d 5.13d 0.44d 557d 3.80a
3 27.00d 10.00 ¢ 5.63 ab 15.64 ¢ 2.27 bc
Promedio 26.61 6.70 2.86 9.57 2.72
4 33.33 ab 13.16 b 7.04 ab 20.20 ab 3.08 abc
5 34.33 ab 11.62 bc 5.62 ab 17.24 bc 2.90 abc
6 34.83 ab 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 be 6.08 ab 18.26 be 3.13 abc
8 36.83 a 11.36 be 5.45b 16.81 be 2.81 abc
9 30.16 bed 12.45bc 5.75 ab 18.19 bc 3.14 abc
Promedio 34.05 11.99 5.76 17.75 3.02
MS 100% 32.83 abc 15.75a 7.29 ab 23.04 a 3.66 ab
MS 50% 28.00 cd 11.09 be 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).
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captacion y acumulacién de iones (Mesa 2003), como
resultado del alto contenido de solutos en el medio
(Alanagh et al. 2014), desbalance iénico e inapropiadas
relaciones de nutrimentos, asi como por el estrés hidrico
debido al potencial osmodtico més negativo (Mesa 2003;
Molinos et al. 2004; Ruzi¢ et al. 2000), lo cual puede
contribuir a que el metabolismo vegetal estimule la
liberacién de compuestos fitotdxicos capaces de oxidar
(Tiirkan y Demiral 2009).

Como se observd en esta investigacion, el medio
de cultivo MS 100%, de manera general, no favorecid
el crecimiento del tallo de las plantas de filodendro
xanadu, aunque algunos autores reportan la utili-
zacién de este medio sin mencionar algun tipo de
problema fisiologico o de crecimiento en otras especies
del mismo género (Alawaadh et al. 2020; Chen et al.
2012; Hassan et al. 2016); de acuerdo con 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.

Como se observo en los resultados, el crecimiento
de filodendro xanadu fue similar o mejor al que se
obtuvo en el medio MS, pero con al menos 95.8 por
ciento menor costo, por concepto de macro y micronu-
trimentos. Esto es importante, pues en la produccién
comercial permitird tener mayor margen de ganancia
en la propagacion in vitro.

CONCLUSIONES

El uso de medios de cultivo elaborados con diferentes
relaciones y concentraciones de nutrimentos de la
solucion Steiner permitié el crecimiento in vitro de
plantas de filodendro xanadu con la misma o mayor
eficiencia que el medio de cultivo convencional
Murashige y Skoog, de tal modo que el medio 7 (14,
0.75, 5.25, 8.27, 7 y 4.73 me L") y medio 2 (10, 1.25,
8.75,7,9y 4me L") de NO,, H,PO,, SO, K*, Ca*y
Mg?*, microelementos Fe, 5; B, 0.5; Mn, 0.5; Zn, 0.05;
Cu, 0.045 y Mo, 0.01 me L7, y vitaminas del medio
MS podrian ser una alternativa al medio MS. La sus-
titucion 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 produccién
de esta técnica de propagacion.

Acta Agricola y Pecuaria 9: €0091008
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