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El Caladium bicolor es un cultivo ornamental utilizado en el embellecimiento del paisaje
urbano, plazas y jardines y es exportado a otros paises. El objetivo fue desarrollar un sistema
de propagacién in vitro de Caladium bicolor por organogénesis. Se agregaron los
reguladores de crecimiento é-bencilaminopurina (BAP) y dcido naftaleneacético (ANA) al
medio basal MS con cuatro dosis cada uno: 1.0:0.10, 1.5:0.15, 2.0:0.20 y 2.5:0.25 mg I de
BAP:ANA para la etapa de producciéon de brotes y 0.10:1.0, 0.15:1.5, 0.20:2.0 y 0.25:2.5 mg |-
I de BAP:ANA para la etapa de enraizamiento. La dosis de 1.5:0.15 mg ' de BAP:ANA mostrd
mejor respuesta en la produccidén de brotes y hojas, y en la etapa de enraizamiento la dosis
con 0.15:1.5 mg I'' de BAP:ANA presentd plantas con mayor nUmero y longitud de raices.
Estas dosis presentaron plantas con componentes vegetativos mds balanceados,
permitiendo obtener plantas fortalecidas para la etapa de aclimatacion.

Palabras clave: cultivo de tejidos vegetales; organogénesis; plantas bulbosas; auxinas;
citocininas; plantas de ornato.
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ABSTRACT

Caladium bicolor is an ornamental crop used to beautify the urban landscape, squares and
gardens and is exported to other countries. The objective was to develop an in vifro
propagation system for Caladium bicolor by organogenesis. The growth regulators 6-
benzylaminopurine (BAP) and naphthaleneacetic acid (ANA) were added to the basal MS
medium with four doses each: 1.0:0.10, 1.5:0.15, 2.0:0.20 and 2.5:0.25 mg I-! of BAP:ANA for
the shoot production stage and 0.10:1.0, 0.15 1.5, 0.20:2.0 and 0.25:2.5 mg I-! of BAP:ANA for
the rooting stage. The dose of 1.5:0.15 mg I'' of BAP:ANA showed a better response in the
production of shoots and leaves, and in the rooting stage the dose with 0.15:1.5 mg I-! of
BAP:ANA presented plants with a higher number and root length. These doses presented
plants with more balanced vegetative components, allowing to obtain strengthened plants
for the acclimatization stage.

Keywords: plant tissue culture; organogenesis; bulbous plants; auxins; cytokinins; ornamental
plants.

INTRODUCCION

Caladium bicolor es un cultivo ornamental originario de Brasil y la RepuUblica Cooperativa
de Guyana, asi como de las regiones vecinas de América Central y del Sur. El género
Caladium incluye 12 especies (Mayo, Bogner, & Boyce, 1997), de las cuales la mayoria se
propaga de forma asexual a partir de segmentos nodales de tubérculos plantados en suelo.
A fravés de la produccién de forma tradicional a partir de siembra de semilla en suelo o
sustrato es posible lograr la propagacion de esta especie, pero implica un riesgo elevado
debido a que la semilla es pequena, lo que hace gue su manejo sea muy complicado (Ali,
Munawar, & Naz, 2007). Aunado a lo anterior, mediante este sistema es dificil mantener la
calidad genética y plantas libres de patdégenos (Siddiqui, Naz, & Igbal, 1993). El cultivo in
vitro es una herramienta alternativa de la biotecnologia que permite producir plantas en
menor tiempo y espacio que coadyuva en la conservacion genética y ecoldgica de
diversas especies (Guerrero, Mroginski, Krivenky, & Dominguez, 2010).

Las plantas bulbosas mediante la propagacion in vitro pueden generar hasta 1,000
tubérculos que descienden de uno solo en un promedio de 1.6 anos, lo que llevaria
adlrededor de 16 anos en condiciones naturales (Rees & Hanks, 1979). Con la
implementacién de esta técnica se han logrado mejoras genéticas y el desarrollo de
cultivares de Caladium a través de la hibridacion sexual, pero persiste la necesidad de
generar nuevas variaciones fenotipicas en la especie (Cai, Cao, Xu, & Deng, 2015). La
técnica de cultivo in vitro se realiza mediante medios basales en funcidn de las necesidades
de cada especie; modificando su contenido nutricional, agregando, disminuyendo o no
incluyendo elementos en su composicion (Pierik, 1988).

Los reguladores de crecimiento vegetal son sustancias en bajas concentraciones
que intervienen en el desarrollo de las plantas. Dentro de este grupo de moléculas se
pueden diferenciar dos tipos: las que son producidas por la planta de forma natural y las de
origen sintético. Las hormonas vegetales son las encargadas de regular una variedad de
procesos fundamentales para el crecimiento y desarrollo de las plantas. Algunas
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investigaciones han demostrado que establecer una distribucién espacial y temporal
adecuada de los reguladores de crecimiento es importante en el control del desarrollo
vegetativo (Kyozuka, 2007).

Paponov, Telae, Trebar, Blilou y Palme (2005) mencionan que la auxina es la
hormona vegetal involucrada en aspectos fundamentales del desarrollo de la planta vy la
polaridad celular. Asi mismo, la actividad de las citocininas es esencial para mantener
células indiferenciadas en el meristemo apical del brote y promover la diferenciaciéon
celular en el meristemo de la raiz (Kyozuka, 2007). Sin embargo, recientemente se han
comenzado a comprender los mecanismos moleculares por los cuales estas dos hormonas
interactUan para producir un desarrollo especifico.

El objetivo de este estudio fue desarrollar un sistema de propagacion in vitro de C.
bicolor por organogénesis a partir de segmentos nodales del tubérculo en medio de
Murashige y Skoog (1962), enriquecido con dos reguladores de crecimiento a diferentes
dosis en la etapa de produccion de brotes y enraizamiento. Se parte de la hipdtesis de que
la concentracién de auxinas y citocininas en el medio basal impacta significativamente en
el desarrollo vegetativo de la planta.

ALES Y METODOS

El experimento se realizé en el laboratorio de Genética y Produccion de Planta del Instituto
de Silvicultura e Industria de la Madera, perteneciente a la Universidad Judrez del Estado
de Durango, en la ciudad de Durango, México.

Material vegetal y condiciones asépticas

Se seleccionaron tubérculos de C. bicolor producidos en el vivero de la empresa Calato, S.
A. de C. V., los cuadles presentaban buen estado sanitario: sin heridas, tamano uniforme (4-
5 cm de didmetro aproximadamente), consistencia sélida y coloracién café rojizo. Los
tuberculos se desinfectaron con una solucién de Captan a 20%® y con otra de hipoclorito
de sodio a 5%. Cada solucién se colocd en un vaso de precipitado de 11, ahi se introdujeron
los tubérculos y se dejaron reposar durante 10 min en cada solucién y se enjuagaron con
agua destilada. Se extrajeron las yemas de los tubérculos en campana de flujo laminar y
fueron desinfectadas con solucidon de hipoclorito de sodio a 5% durante 5 min antes de
colocar el material vegetal (yemas) en el medio de culfivo.

Establecimiento in vitro

Para la produccion de brotes adventicios se utilizé el medio basal Murashige y Skoog (MS)
como solucién nutritiva; se evaluaron cuatro tratamientos a los que se les adiciond 6-
bencilaminopurina (BAP) y dcido naftalacético (ANA) en una proporcion de 10:1 (tabla 1).



Investigacion y Ciencia de la Universidad Auténoma de issn 1665-4412, e-issn 2521-9758

Aguascalientes, 29(83), mayo-agosto 2021, e3749. Ortiz-Sdnchez, I. A., Chdvez-Simental, J. A.,

-Arficulos de Investigacion- Pulido-Diaz, C., Gamero-Posada, E. C., 4
Valdez-Ortega, S., & Gonzdlez-Cervantes, G.

Tabla 1

Tratamientos evaluados en la etapa de produccidn de brotes
adventicios in vitro de C. bicolor

Reguladores de crecimiento (mg 1)

Tratamientos

BAP ANA
T 1.0 0.10
T2 1.5 0.15
T3 20 0.20
T4 2.5 0.25

Nota: Elaboracién propia.

A la solucién nutritiva se le adicionaron 30 g ' de sacarosa, 2 g I'' de Phytagel para
la solidificacion y el pH se ajustd a 5.7 con un potencidmetro marca Hanna Instruments
modelo HI2221-01@, Se vertieron 25 ml de medio basal por frasco y se esterilizaron en un
autoclave vertical de 40 | eléctrico marca Felisa modelo FE-399® a 121 °C con 15 PSI de
presion durante un periodo de 20 min. Una vez que el medio se enfrid y solidificd se realizé
la siembra en una campana de flujo laminar, la yema se tomd con pinzas y se colocd de
forma que el corte hiciera contacto directo con los nutrimentos contenidos en el medio de
cultivo.

Etapa de produccidn de brotes adventicios

Después de establecer el cultivo los recipientes se intfrodujeron en la cédmara de crecimiento
durante 50 dias; la temperatura de la cdmara se mantuvo a 25 °C + 2 y un fotoperiodo de
16 h de luzy 8 h de oscuridad durante la duracién del experimento. El nUmero de brotes y
hojas se monitoreé cada siete dias.

Etapa de enraizamiento

Para promover la generacién de raices se utilizd el mismo medio de cultivo adicionado con
reguladores de crecimiento; en esta etapa la dosis de auxina fue mds alta que la citocinina,
estableciendo cuatro fratamientos (tabla 2).

Tabla 2
Tratamientos evaluados en la etapa de enraizamiento in vitro de
C. bicolor

Reguladores de crecimiento (mg 1)

Tratamientos

BAP ANA
T 0.10 1.0
T2 0.15 1.5
T3 0.20 2.0
T4 0.25 2.5

Nota: Elaboracién propia.

Para el cambio de etapa, cada brote generado en la etapa anterior se separd y
colocé en el medio basal con el fratamiento de enraizamiento. El subcultivo se dejd en la
cdmara de crecimiento durante 60 dias con las mismas condiciones ambientales de
temperatura y fotoperiodo de la primera etapa. En la segunda etapa se registraron las
variables nUmero de raiz, longitud de raiz y altura de planta considerando solo la parte
aérea (mm), entre los 50 y 110 dias después de la siembra (dds) inicial.
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Las variables longitud de raiz y altura de planta de la parte aérea (mm) se
determinaron mediante andlisis de imagen digital con base en la metodologia descrita por
Gonzdlez-Cervantes, Valenzuela-Nunez, Munoz-Villalobos, Gonzdlez-Barrios y Chdvez-
Simental (2011).

Diseno experimental

El disefo experimental utilizado para cada etapa de evaluacion fue completamente al
azar con 10 repeticiones por tratamiento. Para la comparacion de medias se usd la prueba
Tukey (p <0.05) con el software Infostat.

RESULTADOS
Produccion de brotes adventicios

Los tratamientos presentaron diferencias significativas (p <0.05) en la produccion de brotes.
EIT2 (1.5:0.15mg I'' de BAP:ANA) y T3 (2.0:0.20 mg ' de BAP:ANA), mostraron mayor nimero
de brotes seguidos del T1 (1.0:0.10 mg ' de BAP:ANA) sin presentar diferencia estadistica
(tabla 3); los resultados mostraron que el uso de dosis medias de reguladores de crecimiento
es un factor determinante para la generacidén de mayor nUmero de brotes y hojas; a
medida que la concentracidon de BAP y ANA aumenta o disminuye (T1 y T4) el efecto en las
variables evaluadas se redujo (tabla 3y figura 1).

Al disminuir la dosis de los reguladores de crecimiento la produccién de brotes se
redujo 24% respecto al T2; por su parte, cuando se incrementd la dosis la produccion de
brotes decrecié a 40% respecto al T2. En la variable niUmero de hojas, aunque no se
detectaron diferencias significativas, la tendencia a disminuir o aumentar la dosis con
respecto al mejor tratamiento (T2) fue decreciente, al igual que en la generacion de brotes
(tabla 3).

Tabla 3
Comparacién de medias en la etapa de produccidon de brotes adventicios y numero de hojas
in vitro de C. bicolor

Tratamientos Reguladores de crecimiento (mg ') No. de No. de
BAP ANA Brotes Hojas
1 1.0 0.10 2.3 abt 19.1 a
2 1.5 0.15 30 a 22.7 a
3 2.0 0.20 27 a 19.4 a
4 2.5 0.25 1.2 b 19.6 a
DMSH - e 1.52 24.68

Nota: t Letras iguales dentro de la misma columna indican igualdad estadistica, Tukey (p < 0.05). DMSH=
diferencia minima significativa honesta.
Elaboracion propia.
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Figura 1. Efecto de diferentes dosis de BAP y ANA en la produccién in vitro de brotes adventicios y
hojas de C. bicolor.
Elaboracion propia.

Con respecto al nUmero de hojas, el andlisis de varianza no presentd diferencia
estadistica entre tfratamientos; sin embargo, se observé que a medida que se aumentaba
la dosis de BAP la division celular se enfoca en la formacién de follaje y no en brotes
adventicios (figura 1 incisos T3y T4).

Etapa de enraizamiento

El andlisis de varianza de los datos obtenidos en las variables medidas en esta investigacién
mostré diferencias significativas (p < 0.05) entre tratamientos. En la variable nimero de
raices, el T2 (0.15:1.5 mg I' de BAP:ANA) mostrd el mayor valor alos 50 y 110 dds con 4.4 y
9.1 raices por planta respectivamente; aunque no presenté diferencia estadistica con el T1
(0.10:1.0 mg I'" de BAP:ANA) y T3 (0.20:2.0 mg I'' de BAP:ANA), pero notablemente obfuvo
menor cantidad de raices. Los tratamientos T1 y T4 mostraron una formacion radical inferior
al resto de los tratamientos, especialmente la dosis alta (figura 2).

12
- 9.1af 83a
S0
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T 4 440 4b
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Tratamientos
H 50 dds m 110 dds

Figura 2. Comparacion de medias de nUmero de raices en cada etapa de
produccién in vitro de C. bicolor (dds: dias después de la siembra). fLetras
iguales en barras del mismo color indican que no hay diferencias (Tukey, p
<0.05). DMSH (diferencia minima significativa honesta)= 2.30 (50 dds) y 5.06
(110 dds). Lineas verticales sobre las barras representa el error estdndar.
Elaboracion propia.
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Por otra parte, alos 50 dds el T3 (0.20:2.0 mg ' de BAP:ANA) presentaba raices mds
largas con 31.30 mm (figura 3), aun cuando las dosis de reguladores de crecimiento
correspondian a la etapa de formacién de brotes adventicios, lo que resultdé en igualdad
estadistica con el T1 y T4.
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Figura 3. Comparacién de medias de longitud de raiz de C. bicolor
registradas al final de cada etapa de produccidn in vitro (dds: dias después
de la siembra). tLetras iguales en barras del mismo color indican que no
hay diferencias (Tukey, p < 0.05). DMSH (diferencia minima significativa
honesta)=11.72 (50 dds) y 12.73 (110 dds). Lineas verticales sobre las barras
representa el error esténdar.

Elaboracion propia.

El incremento en longitud de raiz entre los 50 y 110 dds fue de 4, 6 y 18% para el T1,
T3 y T4, respectivamente, con un incremento considerable en las dosis del T2 al alcanzar un
incremento de 165% al pasar de 17.35 a 46.1 mm.

Tamaino total de planta

Durante los primeros 50 dias las concentraciones del T2 y T3 causaron mayor altura en las
plantas, mostrando que no son diferentes estadisticamente. Sin embargo, a los 110 dds,
aungue estos tratamientos también fueron los que presentaron la mayor altura, el T3 mostré
un aumento de 3% de altura respecto al T2, pero no es una diferencia significativa entre
ambos tratamientos (figura 4).
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Figura 4. Comparaciéon de medias de altura de planta de C. bicolor
registradas al final de cada etapa de produccidnin vitro (dds: dias después
de la siembra). fLetras iguales en barras del mismo color indican que no
hay diferencias (Tukey, p < 0.05). DMSH (diferencia minima significativa
honesta)= 6.84 (50 dds) y 10.73 (110 dds). Lineas verticales sobre las barras
representa el error esténdar.

Elaboracion propia.

El tamano total de la planta mostrd un incremento de 19.7, 66.2, 19.4y 34.5 % en los
cuatro fratamientos, respectivamente, entre los 50 y 110 dds (figura 5).
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Figura 5. Tamano total de la planta (parte aérea + longitud de raiz) de C.
bicolor producida in vitro a 50 y 110 dds.
Elaboracion propia.
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El T2 mostréd menos desarrollo en la altura de la parte aérea en los Ultimos 60 dias; sin
embargo, la longitud de raiz alcanzada en la segunda etapa fue lo que permitié obtener
mejor balance enfre sus componentes vegetativos. Este efecto asume que a partir del
cambio de medio de cultivo a la etapa de enraizamiento con las dosis de auxinas
propuestas se favorecid el desarrollo radical al mostrar una respuesta exponencial en el
desarrollo de raices. La poca diferencia en altura de la parte aérea del T2 se atribuye a que
desde la primera etapa se tenia una planta con altura sobresaliente en comparacién con
el resto de los fratamientos (figura 4).

DISCUSION
Etapa de produccién de brotes adventicios

Los resultados obtenidos en la etapa de produccion de brotes de esta investigacién
presentaron cierta similitud a lo reportado por Ali et al. (2007), quienes encontraron que la
dosis 6ptima para el desarrollo de brotes en el cultivar de C. bicolor fue de 1.0:0.25 mg I' de
BAP:ANA. De igual manera, los resultados reportados por Seydi, Negahdar, Taghizadeh,
Ansari y Kaviani (2016) indican que el mayor niUmero de brotes se logré con 1.0:0.5 mg ' de
BAP:ANA a 55 dds. En ambas investigaciones se concluye que cuando se usan citocininas
(BAP en este caso), y sin auxinas en el medio de cultivo, no se obtienen resultados
satisfactorios en la generacion y multiplicacién de brotes adventicios de esta especie.

No obstante, esta reaccién a la presencia de reguladores de crecimiento no es
exclusiva de especies herbdceas, dado que en la investigacién de Delgadillo-Diaz de Ledn,
Morales-Dominguez, Santos-Diaz y Pérez-Molphe-Balch (2013) se agregd 1 mg I'' de BAP all
medio de cultivo para la produccién de brotes de una especie lefiosa (Quercus rugosa) y
obtuvieron un promedio de 3.6 brotes y 37 mm de altura; estos valores disminuyeron a
concentraciones mds altas de BAP y cuando aplicaron 2y 3 mg I, los resultados fueron 2.1
y 1.9 brotes con tamanos de 32 y 30 mm, respectivamente.

Ahmed, Hayashi y Yazawa (2004) afirman que hay mejor respuesta en la produccién
de brotes con medio MS cuando se usa la combinacidon de hormonas BAP y ANA. En el
estudio de la interaccién de las auxinas-citocininas para el desarrollo de meristemos
realizado por Su, Liu y Zhang (2011) se argumenta que la presencia de ambos reguladores
de crecimiento es esencial, dado que con la interaccién entre ellos se logran resultados
satisfactorios en la generacién de nuevos érganos como brotes y raices, dependiendo de
la concentracion utilizada para cada etapa vegetativa. Por otro lado, estudios de
franscripfoma han demostrado que las citocininas y las auxinas regulan mutuamente sus
factores de senalizacion y/o su metabolismo (Goda et al., 2004; Rashotte, Carson, To, &
Kieber, 2003).

El resultado obtenido en el nUmero de hojas coincide con lo reportado por Seydi et
al. (2016), quienes encontraron mayor cantidad de hojas pero con menos brotes cuando
usaron la dosis de 4.0:0.5 mg I' de BAP:ANA. Dado que el objetivo de la propagacién in vitro
es generar la mayor cantidad de brotes adventicios para obtener mdas plantas a partir de
ellos, se determind el T2 como el éptimo para este propdsito, generando en promedio tres
brotes con un follaje equiliorado de 22.7 hojas por unidad experimental (tabla 3).
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Etapa de enraizamiento

Bernd, Trivilin, Camargo y Czermainski (2007) mencionan que las dosis bajas de ANA son mds
adecuadas para promover el enraizamiento, cuando se observd que al aumentar la dosis
de auxinas se detiene el desarrollo de la raiz en cultivares in vitro; asimismo, los resultados
obtenidos por Seydi et al. (2016) concuerdan con lo anterior, dado que estos autores
lograron obtener 5.56 raices por planta con una dosis de 3.0:0.5 mg ' de BAP:ANA. En el
presente estudio los resultados mostraron que se obtiene mayor cantidad de raices con
dosis entre 1.5y 2.0 mg I'' de ANA para esta especie, lo que se cronfrapone con lo antes
citado, pero esto es posible que se deba alarespuesta de las auxinas y citocininas en cada
especie.

De acuerdo con Dello et al. (2008) las interacciones antagdénicas de auxina-
citoguinina han demostrado ser fundamentales en el control del desarrollo de la raiz;
mientras que el meristemo de la raiz sustenta el crecimiento postembrionario de esta.
Asimismo, se menciona que para el mantenimiento de este Ultimo y para permitir el
crecimiento continuo de la raiz la tasa de diferenciaciéon de las células debe serigual a la
velocidad de generacién de nuevas células (Dello et al., 2007).

En la presente investigacion el 72 (0.15:1.5 mg I' de BAP:ANA) mostrdé un aumento
significativo en longitud de raiz entre los 50 y 110 dds (165%). Lo anterior puede deberse al
hecho de que al ser el tratamiento con mayor niUmero de raices existe mayor volumen de
estas en contacto directo con el medio basal, ademds de que el cambio del medio basal
donde se aumentd la dosis de auxinas y disminuyeron las citocininas mejord el crecimiento
y longitud de las raices. Este efecto lo sustenta la investigaciéon de Seydi et al. (2016), quienes
encontraron que con la dosis de reguladores de crecimiento donde se generd la mayor
cantidad de raices, también se presentd mayor longitud de las mismas.

Lo anterior también coincide con lo informado por Ali et al. (2007), quienes
encontraron que la respuesta de enraizamiento se obtuvo en medio MS que contenia 1.0
mg I de ANA. Un sistema radical en éptimas condiciones es indispensable para la
aclimataciéon y la supervivencia de las pldntulas provenientes de cultivo de tejidos
vegetales, por lo que el enraizamiento restringido es una limitante significativa para la
produccién de un gran niUmero de especies vegetales (Shani, Yanai, & Ori, 2006).

Tamano total de planta

En su investigacion Thongpukdee, Thepsithar y Chiensil (2010) en cultivo in vitro de Caladium
bicolor a partir de brotes multiples mediante la induccién de callos concluyeron que la
mayoria de las plantas regeneradas de cultivo in vitro y cultivadas en condiciones de
invernadero fueron mds vigorosas que las plantas de dénde se tomé el material vegetal a
propagar. Lo anterior se atribuye a que durante el desarrollo in vifro de la parte vegetativa
que se estd propagando se esté fortaleciendo por accidén de los reguladores de
crecimiento, lo que deriva en un alto porcentaje de sobrevivencia en campo. Con
caracteristicas fisioldgicas y morfoldgicas adecuadas es posible mejorar la supervivencia
de la planta en la etapa previa a la aclimatacién al tener mayor nUmero vy longitud de
raices, asi como mayor altura del drea foliar, esta Ultima le proporciona a la planta mayor
capacidad de fotosintesis e infercambio de gases con la atmdsfera (Francisco-Nava et al.,
2011).
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CONCLUSIONES

El T2 presentd plantas mejor balanceadas en sus componentes vegetales, lo que deriva en
plantas mds fortalecidas en la etapa de aclimataciéon, mitigando previamente la
mortandad de plantas en campo. Las dosis bajas o altas de BAP y ANA fienden a inhibir su
crecimiento y desarrollo. No obstante, es necesario continuar investigando para enconftrar
dosis que favorezcan el desarrollo de la planta, a fin de obtener una planta de mejor
calidad que garantice la supervivencia en la etapa de aclimatacion y posterior trasplante
a campo.
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