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Resumen

Este estudio se realizdo con el fin de
establecer el protocolo de desinfeccion y
micropropagacion de cala (Zantedeschia
sp. X variedades silvestres) en medio
semi-solido.

El mejor tratamiento de desinfeccion se
logré cuando se utilizaron yemas de 3,72
mm de longitud en promedio. Con
respecto a la etapa de micropropagacion,
el mayor rendimiento promedio (18.14
brotes/explante) se obtuvo en un medio
M&S, con vitaminas L&S, suplementado
con 2,5mg/L de BAP y expuestos a una
temperatura de 25 + 2 °C.
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Introduccion

En los ultimos afios se ha incrementado
la demanda de plantas ornamentales,
razéon por la cual se ha recurrido a
nuevas técnicas de cultivo que permitan
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la multiplicacién masiva, la reduccion
en el ciclo de crecimiento y la obtencion
de plantas con una mejor calidad
fitosanitaria.

Costa Rica tradicionalmente ha basado su
economia en la exportacion de productos
como el banano, el café y la cafia de
azucar; sin embargo, ¢l pais se ha visto en
la necesidad de explotar nuevos
productos, entre los cuales se destacan las
flores y las plantas de follaje.

Con la implementacion de la técnica de
cultivo de tejidos, la cual consiste en
aislar una porcion de la planta (explante)
y proporcionar artificialmente las
condiciones fisicas y quimicas
apropiadas para que las células expresen
su potencial intrinseco o inducido
(Roca, 1991), se ha logrado dar una
respuesta oportuna a las empresas
interesadas en  obtener  grandes
volimenes de material de buena calidad,
con el fin de cumplir con las exigencias
del mercado nacional e internacional.

Las calas son plantas herbaceas y
acuaticas fragiles, de caducidad perenne,
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y nativas de Surafrica. Se pueden
plantar en invernaderos, a una
temperatura minima de 50 °F o en
exteriores que presenten condiciones de
clima templado. Estas plantas son
cultivadas principalmente debido a la
belleza de sus grandes flores, las cuales
se producen en primavera y verano. La
Cala lilly es la mas comun y se cultiva
en grandes cantidades para su comer-
cializacion (Zettler, et al., 1986).

Metodologia

La investigacion se realizo en el Centro
de Investigacion en Biotecnologia en la
Sede Central del Instituto Tecnologico
de Costa Rica.

Establecimiento in vitro

El establecimiento in vitro de la cala
(Zantedeschia sp. x  variedades
silvestres) se realizd a partir de yemas
de diferentes tamanos.

Desinfeccion del material

Para la primer introduccion se
seleccionaron yemas de 4 a 9 mm de
longitud; las yemas fueron separadas de
los cormos, se les elimind las hojas
coraceas envolventes y luego se lavaron
con un cepillo suave con agua y jabon.
Después se expusieron a una solucion
de Agrimicin (1g/L) + Benlate (1g/L)
durante 45 minutos en agitacion
constante; luego se realizaron tres
lavados con agua destilada.
Posteriormente se colocaron en una
solucion de hipoclorito de calcio
(CaClO,) al 6% por 6 minutos en la
bomba de vacio, y se trasladaron a la
camara de flujo laminar en donde se
aplicaron tres lavados con agua
bidestilada estéril. Nuevamente se
colocaron en wuna solucion de
hipoclorito de calcio al 4% durante 5
minutos; se efectuaron cuatro lavados
mas con agua destilada estéril y por
ultimo se procedid a inocular los

explantes en un medio M&S con
vitaminas L&S, Fe-EDTA, 3% de
sacarosa, 2,1g de Phytagel, suplementado
con 2,5mg/L. de BAP y un pH de 5,8. Los
explantes fueron colocados a dos
temperaturas: 25 +2 °Cy 22 + 2 °C.

Para la segunda introduccion, se utilizaron
yemas de 3,72 mm de longitud en
promedio; en este caso no hubo que
eliminar hojas coraceas. Para la tercera
introduccion se emplearon yemas de 2,6
mm de longitud en promedio. En ambos
casos se siguio el mismo procedimiento
de desinfeccion mencionado para la
primera introduccién; ademas, los
explantes fueron inoculados en el mismo
medio de cultivo y a las mismas
temperaturas mencionadas anteriormente.

Micropropagacion en medio de
cultivo semi-sélido

Para determinar el mejor medio de cultivo
se realizaron diferentes tratamientos, se
tom6 como base los macroelementos y
microelementos de Murashige & Skoog
(1962) + Fe-EDTA, sacarosa al 3%,
Phytagel (2g/l) y un pH de 5,8. Las
variaciones entre tratamientos se observan
en el Cuadro 1.

El explante inicial consisti6 de dos
brotes de cala de 1,5 cm de longitud en
promedio, el cual se colocd en un frasco
Gerber® que contenia 20 ml de medio
de cultivo. Para cada ensayo se
establecieron tres repeticiones de 30
frascos cada uno.

La evaluacion se realizé un mes y medio
después de establecido cada ensayo.
Las variables evaluadas fueron:
rendimiento (numero de brotes por
explante), peso fresco y peso seco, con
el fin de obtener el indice de biomasa.

Analisis estadistico de los resultados

Para analizar los resultados obtenidos
entre los tratamientos (Rendimiento
promedio/explante), se realizo la prueba
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Cuadro 1 de Tuckey para la comparacion de

Tatamientos para la micropropagacion de cala medias.
(Zantedeschia sp. x variedades silvestres).

Tratamientos Vitaminas Regulador Temperatura Resultados y discusion
del crecimiento

Establecimiento in vitro

1 L&S! 2,5 mg/l BAP 25 +2°C o
2 L&S! 2,5 mg/l BAP 22 +2°C Para el establecimiento in vitro se debe
3 L&S! 2,5 mg/l Kinetina 25 + 2°C tomar en cuenta la procedencia del
4 L&S! 2,5 mg/l Kinetina 22 4 29C material vegetal, asi como la parte de la
5 M&S? 2,5 mg/l BAP 25 + 2°C planta de donde se obtiene el explante
6 M&S? 2,5 mg/l BAP 22 + 2°C inicial.
) S R
; migz ;:g mg: E:::E:z ;g iiog En los Cuadros 2 y.3 se observan los
resultados obtenidos en las
Fuente: Datos de laboratorio. introducciones llevadas a cabo con
1 Vitaminas L&S: Tiamina 'y Myo-inositol. diferentes tamanos de yemas vy

2 Vitaminas M&S: Myo-inositol, Glicina, Acido nicotinico, Piridoxina y Tiamina.

Cuadro 2
Introduccion de cala (Zantedeschia sp. x variedades silvestres), a 25 + 2 °C.
Introducciones Tamano de yema Porcentaje Porcentaje Porcentaje
de contaminacion de oxidacion de sobrevivencia
1 4a9 mm 71% 21,87% 6,25%
2 3,72 mm 48% 28% 24%
3 2,6 mm 56% 28% 17%

Fuente: Datos de laboratorio.

Cuadro 3
Introduccion de cala (Zantedeschia sp. x variedades silvestres), a 22 + 2 °C.
Introducciones Tamano de yemas Porcentaje Porcentaje Porcentaje
de contaminacion de oxidacion de sobrevivencia
1 4 a9 mm 75% 19% 6%
2 3,72 mm 58% 13% 29%
3 2,6 mm 67% 28% 6%

Fuente: Datos de laboratorio.
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colocadas a dos temperaturas: 25 + 2 °C
y 22 + 2°C, respectivamente.

Al comparar los resultados obtenidos en
los procesos de desinfeccion (Cuadros 2
y 3) se determind que, al utilizar yemas
de 4 a 9 mm de longitud, se presentd un
71% y un 75% de contaminacion a
temperaturas de 25+ 2 °Cy 22 +2 °C
respectivamente. Cuando se emplearon
yemas de 3,72 mm se logré el menor
porcentaje de contaminacion, un 48% a
una temperatura de 25 + 2 °C y un 58%
a 22 + 2°C. Sin embargo cuando el
explante fue reducido a un tamafio de
2,6 mm, el porcentaje de contaminacion
nuevamente se incrementd a 56% y
67% en temperaturas de 25 +2 °Cy 22
+ 2°C respectivamente.

Las yemas de mayor tamafio se
encontraban cubiertas por hojas
coréaceas, lo cual sugiere que albergaban
gran cantidad de microorganismos Yy,
ademas, limitaron el ingreso de las
soluciones desinfectantes (Agrimicin,
Benlate y CaClO,) a estas areas, lo que
disminuy6 la efectividad de los
productos.

En relacion al porcentaje de oxidacion,
se observd que las yemas de mayor
tamafio expuestas a temperaturas de 25
+2°C y22+2°C presentaron los
menores porcentajes.

El tamafio de las yemas en la etapa de
establecimiento in vitro es determinante;
cuanto mas pequefias eran las yemas (2,6
mm) estaban menos protegidas, por lo
tanto, mas expuestas a los desinfectantes,
produciéndose quemaduras en el tejido
durante el proceso de desinfeccion.

Antes de la siembra in vitro, se le
elimin6 al explante el tejido dafiado;
sin embargo, en muchos casos no se
lograron realizar los cortes necesarios
debido al tamafio. Al inocularse el
explante en el medio de cultivo, el
tejido maltratado formé un anillo de
fenoles en la base, lo cual pudo

Figura 1
Establecimiento in vitro de cala con
yemas de 3,72 mm en promedio.

provocar obstruccion de los conductos
vasculares de las yemas, limitando la
absorcion de nutrientes del medio;
ademas, la presencia de gases dentro del
frasco de cultivo también pudo
contribuir a la muerte del explante.

Los mayores porcentajes de
sobrevivencia se obtuvieron en la segunda
introduccion a temperaturas de 25 + 2 °C
y 22 + 2°C, en donde las yemas poseian
un tamafio de 3,72 mm en promedio.
(Cuadros 2 y 3).

En estudios llevados a cabo por Ruiz et
al., en 1998, sobre el establecimiento in
vitro de cala se reporto un 80% de
contaminacion bacteriana. También en
una investigacion similar efectuada por
Bernal y Lopez, en el 2001 se obtuvieron
porcentajes de contaminacion cercanos al
90% en la fase de establecimiento in vitro
(Bernal et al., 2001).

En el presente estudio el procedimiento
logrado para el establecimiento in vitro de
cala resulto positivo, ya que al comparar los
resultados de porcentaje de contaminacion
para la segunda introduccion (48% y 58% a
2542 °Cy 22+ 2°C, respectivamente) con
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Cuadro 4

Rendimiento promedio de los tratamientos
para la micropropagacion de cala
(Zantedeschia sp. x variedades silvestres).

Tratamientos N°

N Ul W=

Rendimiento
promedio/
explante

Grupos
homogéneos

18,14 |
16,76 |
5,41 |
6,66 [
11,46
11,32
10,10
7,02

Nivel de significancia segln Prueba de Tuckey (p< = 0.01).

30

las experiencias anteriormente citadas, la
contaminacion provocada por microor-
ganismos fue aproximadamente un 30%
menor.

Multiplicacién

Se realizaron estudios preliminares con
el fin de determinar si se utilizaban una
o dos yemas como explante inicial. Se

Figura 2
Micropropagacion en medio
semi-sélido, explante inicial.

Vol. 15 N° 4

observo que, con una yema, el proceso
de brotacion era muy lento y el material
sufria estrés; sin embargo, al utilizar dos
yemas, se obtuvo una mejor respuesta y
brotes de mayor calidad.

Para el establecimiento del protocolo de
micropropagacion se realizaron 8
tratamientos. En el Cuadro 4 y Fig. 2 se
observan los resultados obtenidos.

Al comparar los resultados obtenidos en
el Cuadro 4, se observa que el
tratamiento 1 (medio de cultivo M&S,
con vitaminas L&S, 2,5mg/L de BAP y
a una temperatura de 25 + 2 °C), se
obtuvo el mayor rendimiento, 18,14
brotes/explante. Para el tratamiento 2,
cuya Unica variacion con respecto al
tratamiento 1 fue la temperatura (22 +
2 °C), se obtuvo un rendimiento
sensiblemente menor (16,76 brotes).

A pesar de que los tratamientos 1 y 2
presentan diferencias en sus rendimien-
tos promedio, no existen diferencias
estadisticas significativas entre ellos; sin
embargo, al presentarse un mayor
rendimiento promedio en el tratamiento
1, se vuelve mas atractivo en un proceso
de produccion comercial de cala

Figura 3
Micropropagacion
de cala Tratamiento 1.
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(Zantedeschia  sp. x  variedades
silvestres); ademas, en este tratamiento se
observo una mejor calidad del material.

El uso de Kinetina como regulador del
crecimiento tuvo un efecto negativo, es
asi como en los tratamientos N° 3 y N° 4,
se obtuvo un rendimiento promedio de
5,4 y 6,6 brotes/explante,
respectivamente. Cabe sefialar que el
empleo de la Kinetina indujo la
formacion de raices.

Con respecto a la interaccion de las
vitaminas empleadas en el medio de
cultivo y el regulador del crecimiento,
también se observaron diferencias en
relacion al rendimiento.  Para los
tratamientos cuya medio contenia
vitaminas L&S o M&S y suplementados
con BAP, los rendimientos fueron
superiores (T,,T,,T,T,) al compararlos
con el resto de los tratamientos (Cuadro 4).

El Cuadro 5 muestra el peso fresco
promedio y el peso seco promedio
obtenidos en los tratamientos.

Con respecto a la calidad del material
obtenido (Cuadro 5) se observd que el
tratamiento 1 present6 el mayor Indice
de Biomasa (10%) seguido por el
tratamiento 5 (8,06%). En ambos casos

Cuadro 5

Indice de Biomasa en los tratamientos para la micropropagacion
de cala (Zantedeschia sp. x variedades silvestres).

el regulador de crecimiento empleado fue
el BAP, lo cual concuerda con los
resultados de rendimiento obtenidos, ya
que con la aplicacion de esta citocinina se
logré una buena induccién de brotes
laterales, mientras que al utilizar Kinetina
los indices de biomasa disminuyeron.
Otro factor que influy6 fue la temperatura
a la cual se expuso el material, ya que
ambos ensayos (tratamientos 1 y 5)
fueron colocados a una temperatura de 25
+ 2 °C, evidencidndose que una
temperatura mas calida favorece la
formacion de brotes y el desarrollo de los
mismos.

Conclusiones

La seleccion del tamafio de la yema fue
fundamental para  garantizar la
sobrevivencia del explante al proceso de
desinfeccion y lograr una apropiada
eliminacion de los microorganismos.

El medio de cultivo mas apropiado para
la micropropagacion fue el que contenia
sales M&S, vitaminas L&S y 2,5mg/L
de BAP, ya que en ¢l se obtuvo el mayor
rendimiento (18,14 brotes/explante).

A una temperatura de 25 + 2 °C se logro
el mejor desarrollo de los brotes.

Recomendaciones

Para la introduccion de cala se
recomienda utilizar yemas de 3,5 mm en
promedio, con el fin de disminuir los
porcentajes de contaminacion.

Tratamientos N°  Peso fresco Peso fresco Indice de
promedio promedio biomasa Utilizar dos brotes como explante inicial
y emplear las vitaminas M&S o L&S

1 4,76 0,48 10,00% suplementadas con BAP es recomendable
2 4,88 0,46 5,52% para obtener mayor brotacion y material
3 3,04 0,18 5,95% de mejor calidad.
4 2,46 0,13 5,36%
5 3,77 0,30 8,06% El uso de Kinetina en dosis de 2,5 mg/L
6 2,18 0,16 7,22% como regulador de crecimiento podria
7 4,24 0,28 6,65% ser considerado para el enraizamiento in
8 2,35 0,18 7,66% vitro de cala.

Fuente: Datos de laboratorio.
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