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RESUMEN

as Callas (Zantedeschia spp.) son plantas de la fa-

milia Araceae de gran interés como plantas orna-
mentales en maceteros y como flores de corte. Resulta
de gran interés la propagacion in vitro de las nuevas
variedades obtenidas, por la diversidad de colores de
sus flores. Cuando se desean introducir nuevos hibridos
en el mercado, las técnicas de propagacion tradicional
son insuficientes, por lo que resultan de gran interés
las técnicas de propagacion in vitro. Con el objetivo
de establecer un protocolo para la propagacion in vitro
mas eficiente se evaluaron diferentes formas de cultivo
(semi-s6lido; liquido en movimiento ¢ inmersion tem-
poral), en la proliferacion y calidad de los brotes. Se
logro el establecimiento de un protocolo para la multi-
plicacion in vitro de la Zantedeschia en Sistemas de In-
mersion Temporal de mayor eficiencia biologica que los
métodos convencionales de propagacion (semi-solido y
liquido en movimiento).

Palabras claves: Zantedeschia, medio de cultivo, mi-
cropropagacion, ornamentales.

ABSTRACT

allas (Zantedeschia spp.) belonging to Araceae fa-

mily are ornamental plants with high commercial
demand as plants in pot and cut flower. Traditional pro-
pagation techniques are not able to satisfy the fast in-
troduction of new hybrids to the market. Thus, in vitro
culture techniques are a useful tool for the propagation
of new varieties with a wide range of colours. Aiming
to establish a more efficient protocol for the in vitro pro-
pagation of callas, the effect of the way of culture (semi-
solid, shaken liquid media and Temporary Immersion)
on shoots proliferation and quality, were evaluated. The
protocol for in vitro propagation of Zantedeschia in-
volving Temporary Immersion Systems showed higher
biological efficiency than those through conventional
methods (semi-solid and shaken liquid media).

Key words: Zantedeschia, culture medium, micropro-
pagation, ornamentals.

INTRODUCCION

Las callas son monocotiledoneas ornamentales origi-
narias del Sur de Africa. Las especies de Zantedes-
chia (familia Araceae) y sus hibridos tienen flores con
una variabilidad de colores que van desde rojo oscuro
pasando por rosa, a naranja, amarillo y blanco (Funnell
et al., 1998). Como flor cortada estas plantas son muy
populares en todas partes del mundo, y estan disponi-
bles una multitud de cultivares e hibridos (Kritzinger
etal., 1998)

Lapropagacion del género Zantedeschia se rea-
liza a través de semillas (en programas de mejoramien-
to), por separacion de plantas (permite la formacion del
tubérculo y separar los tallos una vez que tienen raiz) y
por division del tubérculo (practicada para incrementar
el nimero y el tamafio de la floracidén). Sin embargo,
los cultivos con division de tubérculos, estan sujetos a
la infeccion pudricion blanda de Erwinia, la cual causa
serias pérdidas (Chen ef al., 2000). Este género es muy
susceptible a esta bacteria, que puede causar pérdidas de
hasta el 100% en la plantacion (Etcheverria, 2002). La
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literatura sefala que el uso de la multiplicacion in vitro
permite una produccion inmediata de plantas homogé-
neas libres de virosis (Funnell et al., 1998).

Se han propagado callas por micropropaga-
cion convencional en el medio de cultivo Murashige y
Skoog (1962) con la utilizacion de reguladores de cre-
cimiento, como benciladenina y tidiazuron (Chang et
al., 2003) en Zantedeschia albomaculata. Las técnicas
de cultivo de tejido se han desarrollado como una via
alternativa de plantacion para la produccion de tubércu-
los de Zantedeschia acthiopica (Cohen, 1981; Clemens
y Welsh, 1993; Fang et al., 1999).

El efecto positivo de los Sistemas de Inmer-
sion Temporal en la micropropagacion de plantas se
ha empleado con éxitos en la proliferacion de meriste-
mos, cultivo de microestacas, desarrollo de embriones
a partir de callos, asi como también en la germinacion
y conversion de embriones somaticos. Por lo general,
la calidad del desarrollo de los brotes es mejor que la
obtenida con el empleo de medio liquido o semi-solido
(Santos et al., 2006).

Existen pocos trabajos de micropropagacion de
Zantedeschia en Sistemas de Inmersion Temporal, uno
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de los trabajos realizado para esta especie por Ruffoni
et al,. (2002), logro tasas de multiplicacion muy bajas,
no variando cuando se evaluo el sistema convencional y
los Sistemas de Inmersion Temporal (Ruffoni y Savona,
2005).

Se evaluaron diferentes formas de cultivo (se-
mi-solido; liquido en movimiento e inmersion tempo-
ral) con el objetivo de lograr un mayor coeficiente de
propagacion clonal en tres variedades de callas.

MATERIALES Y METODOS

e utilizaron yemas activadas obtenidas de tubércu-

los previamente aviverados, se procedio a seleccio-
nar las yemas brotadas que tuvieran 1-5 cm de tallo. Se
realiz6 una desinfeccion con bicloruro de mercurio a
0.25% durante 10 min, después del lavado con deter-
gente comercial, y se establecio en el medio de cultivo
de implantacion compuesto por las sales de Murashige
y Skoog (1962), 1 mg L' de tiamina, 100 mg L' de
mio-inositol, 30 g L' de sacarosa y 2 mg L' de BA en
la oscuridad. A las cuatro semanas se realizo el primer
subcultivo. La temperatura de la camara de penumbra
fue de 25+2°C. A los brotes con una altura de 2-3 cm se
les realizo un corte longitudinal para romper la domi-
nancia apical, y asi los mismos quedaron divididos en
dos partes, en algunos casos en dependencia del tamafio
de los brotes y grosor de su base (mayor de 0.5 cm de
tallo y base) se cortaron en cuatro secciones. Las partes
seccionadas se colocaron en frascos de vidrio de 250
mL de capacidad con 25 mL de medio de cultivo MS +
1-4 mg L' BA (dependiendo de la variedad), y poste-
riormente fueron transferidos a la luz con 30 pmol m™
s' de Flujo de Fotones Fotosintéticos.

Evaluacion del efecto de la forma de cultivo en el co-
eficiente de multiplicacion y calidad de los brotes de
tres variedades comerciales de callas

Se subcultivaron brotes in vitro de callas (va-
riedad Majestic Red, Golden Affair y Treasure) en un

medio de cultivo MS con la adicion de 4 mg L' BA
(Treassure), 2 mg L' BA (Golden Affiar) y 1 mgL'BA
(Magistec Red), en diferentes formas de cultivo, semi-
solido, liquido en movimiento a 100 rpm y en Sistemas
de Inmersion Temporal (SIT). Se utilizaron cinco ex-
plantes por frasco y tres repeticiones por tratamiento.
La frecuencia de inmersion fue cada cuatro horas, por
un tiempo de tres min (seglin resultados precedentes).

A las cuatro semanas se separaron grupos de
tres brotes que fueron transferidos al medio de cultivo
referido en el establecimiento, pero sin reguladores del
crecimiento, durante otras cuatro semanas. En la multi-
plicacion y el enraizamiento la temperatura de las cama-
ras de cultivo se mantuvo a 25+2°C y con 30 pmol m™
s de Flujo de Fotones Fotosintéticos.

Los brotes con dos hojas expandidas y dos o
mas raices se colocaron en bandejas con sustrato de ca-
chaza (100%) bajo condiciones de nebulizacion (cinco
seg cada 30 min) las primeras dos semanas, y al cabo de
este tiempo se les retir6 el cobertor de saran de 70% de
sombra.

RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion del efecto de la forma de cultivo en el co-
eficiente de multiplicacion y calidad de los brotes de
tres variedades comerciales de callas

En el Cuadro 1 se observa el comportamiento de la
variedad Treasure en cuanto al nimero de hojas por
brote, altura y coeficiente de multiplicacioén en depen-
dencia de la forma de cultivo. En el Sistema de Inmer-
sion Temporal se obtuvo coeficientes de multiplicacion
de 7.93, con diferencias significativas con respecto al
medio de cultivo semisolido y liquido en movimiento.
Sin embargo, en cuanto a las variables de calidad eva-
luadas, no se encontraron diferencias significativas en-
tre las tres formas de cultivo.

Cuadro 1. Efecto de la forma de cultivo sobre el crecimiento y multiplicacién
de calla variedad Treasure a los 45 dias de cultivo

Forma de cultivo llf(fj:ls%(l)'o(iz Altura M?l(l)teiglciice;ctif')n
Semi-sélido 1.91 2.53 363 b
Liquido en movimiento 1.86 3.33 396 b
SIT 1.90 2.29 793 a

*Medias con letras iguales no difieren (KW, C Dunnett, p<0.05)
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Coeficiente de multiplicacion: Numero de explantes
finales/Numero de explantes iniciales

El comportamiento de la Zantedeschia variedad Golden
Affair en cuanto al nimero de hojas por brote, altura y
coeficiente de multiplicacion en dependencia de la for-
ma de cultivo, se presenta en el Cuadro 2. En esta va-
riedad en el Sistema de Inmersion Temporal se obtuvo

Cultivo in vitro de tres variedades de callas (zantedeschia sp.)
en diferentes formas de cultivo

coeficientes de multiplicacion de 10.66, con diferencias
significativas con respecto al medio de cultivo semiso-
lido y liquido en movimiento, incluso mayor al obteni-
do para la variedad Treasure. Al igual que la variedad
Treasure, no se encontraron diferencias significativas en
cuanto al numero de hojas y altura de los brotes, aunque
se encontrd en esta variedad mas hojas y mayor altura,
caracteristicas propias de cada variedad.

Cuadro 2. Efecto de la forma de cultivo sobre el crecimiento y multiplicacién de
calla variedad Golden Affair a los 45 dias de cultivo

Forma de cultivo llj(;}gls%?'o(ii Altura M(li?t(ieglciicez:lctie()n
Semi-solido 2.39 4.43 6.50 b
Liquido en movimiento 2.28 5.67 370 ¢
SIT 2.13 4.71 10.66 a

*Medias con letras iguales no difieren (KW, ANOVA, C Dunnett, p<0.05)

En el Cuadro 3 se presenta la respuesta de la
variedad Magister Red en cuanto al nimero de hojas por
brote, altura y coeficiente de multiplicacioén en depen-
dencia de la forma de cultivo. En el Sistema de Inmer-
sion Temporal se obtuvo coeficientes de multiplicacion

de 11.3, con diferencias significativas con respecto al
medio de cultivo semisolido y liquido en movimiento.
Por otra parte, al igual que en las variedades Treasure y
Golden Affair no se encontraron diferencias significati-
vas en cuanto al numero de hojas y altura de los brotes.

Cuadro 3. Efecto de la forma de cultivo sobre el crecimiento y multiplicaciéon
de calla variedad Magister Red a los 45 dias de cultivo

Forma de cultivo E(}lrjgls(/?{)(:'otiz Altura M?l?tei!glcilcez:lctif'm
Semi-sélido 2.20 4.15 723 b
Liquido en movimiento 2.39 5.28 426 ¢
SIT 2.02 4.51 11.30 a

*Medias con letras iguales no difieren (KW, C Dunnett, p<0.05)

Los coeficientes obtenidos en medio de cultivo
semi-s6lido son mas altos que los obtenidos por Chang
et al. (2003) en trabajos realizados con Zantedeschia
albomaculata, quienes alcanzaron un coeficiente de
multiplicacion de 3.8, en el medio de cultivo semi-so-
lido. Por su parte Ruffoni y Savona (2005) lograron en
Sistemas de Inmersion Temporal tipo RITA solo 3.44
de coeficiente de multiplicacion en la especie Zantedes-
chia aethiopica, incluso con una concentracion de cito-
quinina similar a la empleada en la variedad Treasure
en este trabajo (4 mg L' BA). La calidad visual de los
brotes obtenidos en SIT fue mejor al medio de cultivo
semi-solido y al liquido, los cuales mostraron sintomas
de clorosis (datos no mostrados). La forma de cultivo

en inmersion temporal incremento significativamente el
numero de brotes en todas las variedades evaluadas.

Las respuestas morfogenéticas de los explan-
tes ante las propiedades fisicas del medio de cultivo se
relaciona con el potencial hidrico (osmoético y matricial)
y es indicativo de la disponibilidad de agua que tienen
las plantas en el cultivo in vitro (Debergh et al., 1981;
George, 1993).

La efectividad de la técnica de inmersion tem-
poral en el aumento de la proliferacion y calidad de
los brotes ha sido sefialada en otras especies de plantas
(Etienne y Berthouly, 2002). También el empleo de esta
técnica ha sido efectiva en la proliferacion de otras Ara-
ceas ornamentales (Daquinta et al., 2007)
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Existen varios ejemplos en la literatura que
fundamentan el efecto favorable de la técnica de in-
mersion temporal en la calidad de los brotes. Brotes
de fresa (Fragaria x ananassa) propagados en inmer-
sion temporal incrementaron la masa fresca y fueron
de mayor altura que los cultivados en medio de cultivo
semi-solido (Krueger et al., 1991, Debnath, 2008). La
inmersion temporal increment6 la calidad morfologica
de los brotes en bananos (De Feria ef al., 2005), caia de
azucar (De Feria et al., 2002), Caladium (Daquinta et
al., 2007) y Phalaenopsis (Pisowotzki et al., 2008) en
comparacion con el cultivo en medio semi-solido.

Entre las ventajas que ofrece esta técnica de
cultivo, esta el estrecho contacto del medio de cultivo
con los explantes durante cada inmersion, estimula y
facilita una forma mas eficiente de suministro de los nu-
trientes y reguladores del crecimiento, en comparacion
con el cultivo en medio convencional (Etienne y Ber-
thouly, 2002).

Mehrotra et al. (2007) han destacado la efi-
ciencia de los sistemas de cultivo liquido sobre la mi-
cropropagacién convencional, permitiendo el mejor
crecimiento de brotes y raices. También los mismos
autores sefalan que la optima produccion de plantas
en estos sistemas depende del mejor entendimiento de
las respuestas fisioldgicas y bioquimicas al cultivo en
el microambiente y a la optimizacion de las condicio-
nes de cultivo fisicas y quimicas para el control de la
morfogénesis de las plantas en los sistemas de cultivo
liquido.

Por otra parte, cuando los tiempos de inmersion
son cortos, la mayoria del tiempo los explantes estan re-
cubiertos de una pelicula de medio de cultivo liquido y
de esta forma se evita la desecacion de los mismos. La
resistencia a la difusion de gases es baja y existe una mi-
nima ruptura del intercambio gaseoso entre los tejidos y
la atmosfera, por esta razon dentro del vaso de cultivo se
renueva el ambiente gaseoso en intervalos regulares de
tiempo. Ademas, la agitacion por el flujo de aire durante
la fase de inmersion causa expansion de los tejidos y
se facilita un mayor contacto de éstos con el medio de
cultivo (Teisson y Alvard, 1995).

De Feria et al. (2002), demostraron en diferen-
tes variedades de cafa de azucar (Saccharum spp.), que
el cultivo en inmersion temporal estimuld la formacion
de brotes y el crecimiento de los mismos. La tasa de
multiplicacion obtenida en esta forma de cultivo fue seis
veces mayor que la obtenida en los protocolos conven-
cionales. Resultados similares han sido obtenidos por
Escalona ef al. (1999) en el cultivo de la pifia (4dnanas
comosus) utilizando similar Sistema de Inmersion Tem-
poral. En este cultivo, la inmersion temporal estimulo la
formacion de brotes, conjuntamente con la masa fres-
ca y seca de los mismos. Roels et al. (2005) lograron
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con el empleo de esta forma de cultivo aumentar la tasa
de multiplicacion, asi como la calidad morfologica de
los brotes en el platano CEMSA %i. Aunque en plantas
ornamentales los resultados han sido mas reservados,
Daquinta et al. (2007) lograron un coeficiente de multi-
plicacion en este sistema 12 veces superior que el obte-
nido en los medios de cultivo convencionales para otra
especie de la familia Aracea (Caladium x hortulanum).

Autores como Hempling y Preil (2005) al traba-
jar con Phalaenopsis en SIT plantearon que al realizarse
un mayor niumero de inmersiones al dia se favorecio la
ventilacion y el intercambio de gases como el etileno y
el CO, que al acumularse limitan la multiplicacion de
los brotes, razon por la cual es indispensable determinar
la frecuencia de inmersion adecuada para cada especie.

CONCLUSIONES

Los Sistemas de Inmersion Temporal resultaron su-
periores a las demas formas de cultivo evaluadas,
en cuanto al coeficiente de multiplicacion obtenido. Se
obtuvo un incremento de 4.3, 4.16 y 4.07 de las tasas de
proliferacion en los Sistemas de Inmersion Temporal en
las variedades Treasure, Golden Affair y Majestic Red.
Con la utilizacion de los Sistemas Inmersion Temporal
en las tres variedades de callas se logré obtener un au-
mento del coeficiente de multiplicacion con respecto al
medio de cultivo semi-solido y liquido en movimiento.
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