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Resumen

En el estudio se evalu6 el establecimiento aséptico de Monstera acuminata Koch y Monstera deliciosa Liebm (Araceae)
a partir de hojas y la induccion de la organogénesis in vitro de M. acuminata K. a partir de discos de tallos de
brotes jovenes. Para el efecto se aplicaron diferentes protocolos de desinfeccién a hojas maduras y brotes jovenes,
de los cuales se extrajeron explantes foliares de 1 cm? y discos de tallo de 1 mm de grosor, aproximadamente.
Los explantes se establecieron en medios semisélidos con diferentes tratamientos hormonales durante la etapa
de establecimiento aséptico e inducciéon de la organogénesis. La desinfeccion con hipoclorito de sodio (NaClO) al
3% por 20 min y el medio Murashige y Skoog (1962) al 50% con el preservador para cultivo de tejidos vegetales
(PPM) favorecié una menor oxidacion en los explantes foliares de ambas especies. Todos los explantes de M.
deliciosa en ambos tratamientos cultivados en medio adicionado con PPM y a diferentes protocolos de desinfecciéon
sobrevivieron, no presentaron contaminaciéon y mas de 80% conservo actividad celular hasta 49 dias de edad de
cultivo. A los 35 dias de cultivo, con la desinfecciéon en Tween-20 + Etanol al 20% + NaClO al 2.5%, y la siembra
de los explantes en el medio MS adicionado con 1 mg/1de BAP, 0.5 mg/1 de AIA y 0.1 mg/1 de ANA se indujeron
siete brotes nuevos de discos de tallo. Monstera deliciosa presenté mayor capacidad de adaptacion a condiciones
in vitro. Los avances en el establecimiento aséptico y en la inducciéon de la organogénesis en araceas nativas para
la produccién de mimbre, son la base para la conservacion ex situ de las poblaciones locales.

Palabras clave: Araceae, conservacion ex situ, establecimiento aséptico, explantes foliares, organogénesis.

Abstract

In this paper we present the bases for the aseptic establishment of Monstera acuminata Koch and Monstera deliciosa
Liebm (Araceae) from leaves and the induction of in vitro organogenesis of M. acuminata K. from discs of stems of
young shoots. Different disinfection protocols were applied to mature leaves and young shoots, from which foliar
explants of 1 cm? of both species were extracted, and stem disks approximately 1 mm of thick in M. acuminata
K. The explants were established in semi-solid media with different hormonal treatments during the stage of
aseptic establishment and induction of organogenesis. Disinfection with 3 % of sodium hypochlorite (NaClO) for
20 min and 50 % Murashige y Skoog medium (1962) with PPM, led to less oxidation in the leaf explants of both
species. All the explants in the two treatments belonging to M. deliciosa, grown in medium added with PPM and
different disinfection protocols, survived, did not present contamination and more than 80 % maintained answer’s
capacity until 49 days of culture. After 35 days of culture, with disinfection in Tween 20 + Ethanol 20% + 2.5%
NaClO, and sowing of the explants in the MS medium added with 1 mg/1 of BAP, 0.5 mg/1 of AIA and 0.1 mg/1 of
ANA were indueces seven new shoots of stem disks. M. deliciosa had better ability to adapt to in vitro conditions.
Advances in the establishment and induction of organogenesis in native araceas for wicker production are the
basis for ex situ conservation of local populations.

Index words: Araceae, aseptic establishment, ex situ conservation, foliar explants, organogenesis.
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Introduccion

La conservacion de poblaciones silvestres de
araceas es de importancia porque de ellas se
obtienen fibras para diversos usos en Ameérica
Latina. Monstera deliciosa Liebm. y Monstera
acuminata Koch son dos especies de esta
familia vegetal, ttiles para la construcciéon
de herramientas de cesteria, artesanias y
muebles, ademas poseen valor cultural y
economico en las comunidades Mam del
Volcan Tacana, Chiapas, México (Acebey et
al., 2007). Ambas especies son elementos
propios del Bosque Meso6filo de Montana
(BMM), ecosistema mexicano amenazado por
la deforestacion (Villasefior, 2016) por tanto, y
debido a su importancia cultural y artesanal,
deben ser rescatadas bajo técnicas apropiadas
de conservacion ex-situ.

El cultivo in vitro es una técnica posible que
permite almacenar, seleccionar y mantener el
germoplasma bajo condiciones asépticas, para
introducirlo de nuevo a su habitat natural (Reed
et al., 2013). En araceas este método de cultivo
ha sido poco documentado. Montes et al. (2004)
en hojas juveniles de Anthurium andreanum L.
encontraron que la desinfeccion in vitro con doble
inmersién en NaClO al 0.53% + Tween-20 por
30 min, seguido de otra inmersién en NaClO al
0.27% + Tween-20 por 20 min, resulto eficiente
para asegurar el 96% del material vegetal
aséptico; mientras que Materan-Oviedo et al.
(2008) recomiendan la desinfeccién con NaClO
al 2.5% v/v, durante 15 min, seguido de la
inmersion en una soluciéon de 50 mg/1 de benomyl
+ cisteina por 1 min.

La induccion de callo organogénico a
partir de explantes foliares ha sido posible en
Anthurium andreadrum L., segun Atak y Celik
(2009) empleando sales MS (1962) con 50% de
la concentracion de sales, suplementadas con
0.6 mg/1 de acido 2,4-diclorofenilacético (2,4-D)
y 1 mg/1 de benciladenina (BA); mientras que
Valle-Sandoval et al. (2008) recomiendan el uso
de sales MS (1962), 3% de sacarosay 0.6 % de
agar, en combinaciéon con bencilaminopurina
(BAP) a 2 mg/l y acido indolacético (AIA) de
0.1 - 1.8 mg/l160.1 mg/lde 2, 4-Dy 1 mg/l
de BA, para la induccion de brotes a partir de
discos de tallo.

Debido a la falta de protocolos de desinfeccion
e induccién in vitro de plantas de la familia
araceas de interés (Monstera sp., entre ellas)
el objetivo de esta investigacion fue establecer
los protocolos para el establecimiento aséptico
y la induccién de la organogénesis in vitro de M.
acuminata Koch y M. deliciosa Liebm, a partir
de hojas y discos de tallos de brotes.

Establecimiento in vitro de Monstera acuminata
Koch y Monstera deliciosa Liebm

Materiales y métodos

Para el estudio, las plantas de M. deliciosa
L. y M. acuminata K. fueron recolectadas en
comunidades del Soconusco (Chiapas, México),
respectivamente en Fraccion Barrio Nuevo (N 15°
04.1127, O 92° 06.740”) y en Guadalupe (N 14°
58.13”,092° 18.117”). Los esquejes recolectados
fueron conservados en condiciones de invernadero
a 25 + 2 °Cy 77% de humedad relativa por
un lapso de 80 dias, en las instalaciones del
Campo Experimental Rosario Izapa, del Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas
y Pecuarias (CERI-INIFAP).

Establecimiento aséptico de M.
acuminata y M. deliciosa

En este caso, para obtener los explantes fueron
utilizadas dos hojas maduras por especie. En el
Laboratorio de Biotecnologia Vegetal del CERI-
INFAP, las hojas fueron lavadas con una soluciéon
de 5 ml de jabon neutro en 200 ml de agua. Para
obtener cuatro segmentos de 3 x 12 cm por hoja,
previamente se eliminé la nervadura principal
antes de su correspondiente desinfeccion.

El primer protocolo de desinfeccion consistio
en la inmersion de las hojas en una solucion
antioxidante fungicida en agitacién constante
compuesta por 30 g/l de sacarosa + 100 mg/1
de acido ascérbico Meyer® + 150 mg/1 de acido
citrico Meyer® + 1. 5 g/1 de azoxistrobin (Amistar
Sygenta®), durante 15 min. Se realizaron
dos lavados con agua esterilizada; luego se
sumergieron en una solucion de etanol CTR® a
70% por 15 s, después en una solucion de 2.5% de
hipoclorito de sodio (NaClO, producto comercial
Cloralex®) con tres gotas de Tween®-20 por 20
min en constante agitacion. Posteriormente,
se realizaron tres lavados con agua destilada
esterilizada durante 2 min cada uno y por
ultimo, se colocaron durante 5 min en la solucion
antioxidante, anteriormente descrita.

El segundo protocolo de desinfeccion difirio
del primero, ya que la inmersién en la solucion
antioxidante fungicida se hizo en agitacién
constante durante 3 min en bomba de vacio con
doble inmersién en NaClO a 1.25% + tres gotas
de Tween-20 por 15 min y en NaClO al 0.83% +
tres gotas de Tween-20 por 10 min. Entre cada
inmersion se realizaron dos lavados de 2 min cada
uno, y tres lavados con agua destilada esterilizada
antes de la inmersion en la solucion antioxidante.

Se prepararon tres diferentes medios de
cultivo. El primero fue el testigo que consisti6 en
medio de cultivo Murashige y Skoog (1962) con
50% de las sales minerales, adicionado con las
vitaminas de Gamborg (Gamborg et al., 1968),
tiamina (0.4 mg/l), inositol (100 mg/1), sacarosa
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(30 g/1), Phytagel Sigma® (3 g/1) y los reguladores
de crecimiento: acido 2,4-D Sigma® (1 mg/l) y
BAP Sigma® (0.2 mg/l). El segundo consistio
en el medio testigo adicionado con el fungicida
azoxistrobin Amistar® (1 g/1) y Polivinilpirrolidona
(PVP) Sigma® (2 g/1); y el tercero fue el medio
testigo adicionado con el agente Preservative
for Plant Tissue Culture (PPM) Plant Cell
Technology. Inc ™ (1 ml/1). Los medios de cultivo
se esterilizaron a 120 °C y 101325 kg/cm? de
presion por 20 min en autoclaves antes de ser
colocados en placa Petri de 60 X 15 mm con 10
ml en campana de flujo.

En total se construyeron 12 tratamientos
con 20 repeticiones cada uno (Tabla 1). Las
hojas desinfectadas se disectaron en segmentos
de 1 cm?, cada explante fue colocado en placas
Petri e incubado bajo condiciones de oscuridad
durante 49 dias. Las variables evaluadas fueron
el porcentaje de supervivencia, la contaminacion,
la actividad celular y la oxidacion. La mediciéon
de las variables supervivencia, contaminacion
y actividad celular (crecimiento) fue de caracter
binomial, con 1 (presencia) y O (ausencia),
mientras que la variable oxidacion fue medida
por la proporcion de la superficie del explante
oscurecida, con porcentajes fijos de 20, 25, 50,
75y 100 %. Las evaluaciones se hicieron cada 7
dias hasta 49 dias después de la siembra.

Tabla 1. Tratamientos para el establecimiento aséptico de M. acuminata y
M. deliciosa. CERI-INIFAP. Chiapas, México.

Protocolo de

Especie . L Medio de cultivo
desinfeccion

Trat SAF + SAF BV +
(no.) M. M 70% 70% Etanol  Medio MT + MT

deil- Etanol +1.25% Tes- Amis- +

mina- ciosa +2.5% NaClO + tigo tar + PPM
ta NaClO 0.83% Na- (MT) PVP
+SA ClO + SA

1 + — + — — + J—
2 + — + — — — +
3 + — + — + — —
4 + — — + — + —
5 + — — + — — +
6 + — + + — —
7 — + + — — + —
8 — + + — — — +
9 — + + — + — —
10 — + — + — + —
11 — + — + — — +
12 — + — + + — —

Trat. = Tratamiento, SAF= Solucién antioxidante fungicida, SAF BV= Solucién
antioxidante fungicida en bomba de vacio, NaClO= hipoclorito de sodio, SA=
Soluciéon antioxidante, MT= Medio testigo, PVP= Polivinilpirrolidona, PPM=
Preservative for Plant Tissue Culture. + = Tratamiento aplicado.
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Analisis estadistico de datos

El experimento consistio en un diseno trifactorial:
2 especies, 2 protocolos de desinfeccion, 3
medios de cultivo. El analisis estadistico de
las respuestas contaminacion, reactivacion y
oxidacion se hizo a través de un modelo lineal
generalizado (GLM), con una distribuciéon
binomial para las respuestas de contaminacion
y actividad celular y distribucion normal para la
oxidacion. Las comparaciones multiples entre
tratamientos fueron realizadas con la aplicacion
de contrastes ortogonales con correccion de
Bonferroni y un nivel de significancia de 5%.
Los datos de supervivencia fueron analizados a
través de un modelo con censura por intervalo,
aplicando la prueba de ‘log rank’ ponderada
asintotica con un nivel de significancia de 5%
en un programa estadistico R version 2.3 para
Windows (R Core Team, 2017).

Induccion a la organogénesis en M.
acuminata

En invernadero se seleccionaron brotes de M.
acuminata de una longitud, promedio, de 6.6
cm y didametro de 4.5 mm. El primer protocolo
de desinfeccion consistié en la inmersiéon de
los brotes en una solucién de jabén quirdargico
Antibenzil Farmacéuticos Altamirano® al 3%
durante 3 min; luego en una solucion de Etanol
CTR® al 70% por 1 min, y posteriormente en una
solucion de NaClO Cloralex® al 1.25% + 0.5 ml
de Tween-20, por 10 min, todos en constante
agitacién. Se realizaron tres lavados con agua
destilada estéril por 3, 4 y 5 min y por ultimo,
los brotes fueron inmersos en la solucién
antioxidante antes descrita, durante 5 min (Valle-
Sandoval et al., 2008).

En el segundo protocolo de desinfeccion, los
explantes fueron lavados con agua de grifo + 2
gotas de Tween-20 durante 5 min, después de
inmersos en una soluciéon de Etanol CTR® al 20%
por 10 s fueron lavados con agua esterilizada,
luego se colocaron por 20 min en una solucién
de NaClO al 2.08% + 2 gotas de Tween-20, en
agitacion constante. Se realizaron tres lavados
con agua destilada estéril por 3, 4 y S min y,
por ultimo, fueron inmersos en una solucion
antioxidante con benomil Promyl® + cisteina
Sigma® (1:1) a 50 mg/l durante 5 min (Materan-
Oviedo et al., 2008).

Los medios de cultivo se prepararon con sales
Murashige y Skoog (1962), vitaminas Gamborg
(Gamborg et al., 1968), tiamina (0.4 mg/]),
inositol (100 mg/l), sacarosa (30 g/1) y Bacto ™
Agar BD (6 g/1). En el primer medio de cultivo se
adicionaron los reguladores de crecimiento BAP
Sigma® a 1 mg/1, AIA Sigma® a 0.5 mg/l1, y acido
naftalenacético (ANA) Sigma® a 0.1 mg/l: En el



segundo medio se adicionaron BAP Sigma® a 2
mg/ly AIA Sigma® a 1 mg/1, y ANA Sigma® a 0.5
mg/l. Los medios de cultivo se esterilizaron en
autoclave a 120 °Cy 101325 kg/cm™ de presiéon
por 20 min. En campana de flujo laminar
(Purifier® series, Labconco®) se colocaron 10 ml
en placa Petri de 60 x 15 mm.

Los brotes sin hojas envolventes se cortaron
en discos de 1 mm de grosor (explante) bajo un
estereoscopio Reichert®. La siembra se realizo en
forma rapida para evitar la oxidacion del tejido
y se respet6 la polaridad positiva de los discos,
segun la seccion de los brotes apical, media y
basal. Se utilizé un brote para cada tratamiento,
y en total se establecieron cuatro tratamientos
con diferentes repeticiones.

Los explantes de los tratamientos 1 y 2 fueron
sometidos al primer protocolo de desinfeccion
consistente en jabon al 3% + etanol al 70% +
NaClO al 1.25 % + solucion antioxidante, mientras
que los de los tratamientos 3 y 4 fueron sometidos
al segundo protocolo (Tween-20 + etanol al 20% +
NaClO al 2.08% + solucion benomil + cisteina).
Los explantes de los tratamientos 1 y 3 se
cultivaron en el medio adicionado con BAP (1
mg/l) + AIA (0.5 mg/1) + ANA (0.1 mg/l), y los de
los tratamientos 2 y 4 en el medio adicionado con
BAP (2 mg/]) + AIA (1 mg/l) + ANA (0.5 mg/]).

Los tratamientos fueron mantenidos durante
14 dias en condiciones de oscuridad a 28 °C
y luego en fotoperiodo de 16 h. Las variables
evaluadas fueron el porcentaje de supervivencia,
la contaminacién, la induccion de brotes y la
formacion de callo, tomando como medidas
valores de 1 para la presencia y O para la
ausencia. La variable oxidacién se midié con
porcentajes fijos de 20, 25, 50, 75 y 100%, de
acuerdo con la proporcién de la superficie del
explante que presenta respuesta, y el nimero de
brotes nuevos por tratamiento. Las evaluaciones
se hicieron cada 7 dias hasta el dia 35 después
de la siembra.

Con el uso de un estereoscopio Zeiss® (1.0 X
FWD 81 mm) se llevaron a cabo cortes histologicos
a mano alzada de los brotes inducidos, con el fin
de conocer su origen celular. Los cortes fueron
teniidos con dos gotas de fluoroglucinol al 0.05%
por 2 min y una gota de acido clorhidrico (HCI])
al 0.1 N por 2 min, para su observacion en el
microscopio de luz Velab® al 4X, 10X y 40X.

Analisis de los datos

El analisis de las variables respuesta fue
descriptivo. Se graficaron los porcentajes de
oxidacion, actividad celular y formacién de
callo por cada seccién del brote (apical, medio y
basal) a los 35 dias después de la siembra en el
programa estadistico R version 2.3 para Windows.

Establecimiento in vitro de Monstera acuminata
Koch y Monstera deliciosa Liebm

Resultados

Establecimiento in vitro de M.
acuminata y M. deliciosa

En el establecimiento aséptico de explantes
foliares en ambas especies se encontraron
diferencias (P < 0.05) entre tratamientos para la
variable supervivencia (x?= 77.6657, gl= 11, P =
4.165e-12). Cuarenta y nueve dias después de la
siembra los explantes de M. deliciosa presentaron
mayor sobrevivieron que los de M. acuminata
(Tabla 2).

Tabla 2. Efecto de los tratamientos en los porcentajes de supervivencia de
los segmentos de hoja madura 49 dias después de la siembra. Promedios
de 20 repeticiones por tratamiento. CERI-INIFAP. Chiapas, México.

Supervivencia

Tratamiento
(%)

T1. M. acuminata + 2.5 % NaClO + MS (A + PVP) 43.30 b*
T2. M. acuminata + 2.5 % NaClO + MS (PPM) 50.00 b
T3. M. acuminata + 2.5 % NaClO + MS 40.00 b
T4. M. acuminata + 1.25 % + 0.83% NaClO + MS (A + PVP) 45.00 b
T5. M. acuminata + 1.25 % + 0.83% NaClO + MS (PPM) 45.00 b
T6. M. acuminata + 1.25 % + 0.83% NaClO + MS 25.00b
T7. M. deliciosa + 2.5 % NaClO + MS (A + PVP) 95.00 a
T8. M. deliciosa + 2.5 % NaClO + MS (PPM) 100.00 a
T9. M. deliciosa + 2.5 % NaClO + MS 85.00 ab
T10. M. deliciosa + 1.25 % +0.83 % NaClO + MS (A + PVP) 90.00 a
T11. M. deliciosa + 1.25 % + 0.83 % NaClO + MS (PPM) 100.00 a
T12. M. deliciosa + 1.25 % + 0.83 % NaClO + MS 85.00 ab

*Valores con letras iguales no son estadisticamente diferentes (log rank
ponderada asintoética, P < 0.05). NaOCl= hipoclorito de sodio, MS= Medio
de cultivo Murashige y Skoog (1962), A= Amistar, PVP= Polivinilpirrolidona,
PPM= Preservative for Plant Tissue Culture.

El analisis estadistico de la actividad celular
mostro que la respuesta o actividad en los
explantes tuvo interacciéon significativa entre
tratamientos (x?= 48.082, gl= 11, P = 1.38e-06)
y el tiempo (x2= 330.84, gl= 1, P = 0.01). La
actividad celular consistié6 en el doblamiento,
alargamiento e hinchazon de los segmentos de
la hoja. Cuarenta y nueve dias después de la
siembra, solo los tratamientos 8, 10, 11 y 12
presentaron porcentajes superiores a 80% de
actividad celular, seguido de los tratamientos 9
y 7; mientras que en los tratamientos 1, 2, 3 y
S esta actividad vari6 entre 60 y 40%, y en los
tratamientos 4 y 6 fue menor que 40% (Figura 1).

En el analisis de varianza del modelo logistico
de contaminacién se observo que el tiempo
de cultivo influy6 en la contaminaciéon de los
explantes (x2= 80.089, gl= 1, P=0.01) y a los 49
dias se presentaron diferencias estadisticas entre
tratamientos (x?= 23.694, gl= 7, P = 1.29E-03).
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Figura 1. Curvas de actividad celular de M. deliciosa y M. acuminata en los tratamientos evaluados. T= Tratamiento. CERI-INIFAP. Chiapas, México.

La contaminacion fungica en los explantes fue
mas frecuente que la bacteriana. Los explantes de
M. deliciosa desinfectados por el primer protocolo
—solucion antioxidante fungicida + 70% Etanol
+ 2.5% NaClO + Solucion antioxidante— y
sembrados en medio de cultivo con Amistar
+ PVP (tratamiento 7) y en el medio con PPM
(tratamientos 8); y el tratamiento 11 del segundo
protocolo —solucion antioxidante fungicida en
bomba de vacio + 70% Etanol + 1.25% NaClO
+ 0.83% NaClO + Solucion antioxidante— en
medio de cultivo con PPM no presentaron
contaminacion.

El tratamiento 10 —M. deliciosa + segundo
protocolo de desinfeccién + medio MS (A +
PVP)— presenté una baja respuesta (5%). Los
tratamientos 9 y 12 —explantes de M. deliciosa
en medio MS testigo, pero desinfectados con
diferentes protocolos— presentaron porcentajes
de contaminacion inferiores a 30% y fueron
significativamente diferentes al tratamiento
4 —M. acuminata + segundo protocolo de
desinfeccién + medio MS (A + PVP)—con 55% y al
tratamiento 6 —M. acuminata + segundo protocolo
de desinfeccion + medio MS testigo— con 75%;
mientras que en el resto de los tratamientos mas
de la mitad de los explantes presentaron niveles
de contaminacion entre 50 y 55%).

La oxidacion en los explantes se presento a
partir del tercer dia después de la siembra. El
analisis mostro efectos independientes por factor,
siendo altamente significativos (P < 0.005) los
efectos de la especie y del medio de cultivo (P <
0.0001) y significativo (P < 0.02) para el protocolo
de desinfeccién.
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Induccion de la organogénesis en M.
acuminata

Treinta y cinco dias después de la siembra la
sobrevivencia de los explantes en los tratamientos
1y 3 —BAP (1 mg/]) + AIA (0.5 mg/1) + ANA (0.1
mg/l)— fue mayor que 80%, mientras que en los
tratamientos 2 y 4 —BAP (2 mg/1) + AIA (1 mg/])
+ ANA (0.5 mg/l)— fue menor.

El porcentaje de oxidacion en los discos de tallo
fue mayor en el tratamiento 4 compuesto por el
segundo protocolo de desinfeccion —Tween 20 +
Etanol al 20 % + NaClO al 2.08 % + Soluciéon benomil
+ cisteina) y BAP (2 mg/]) + AIA (1 mg/l) + ANA
(0.5 mg/l— seguido de los tratamientos 2 —primer
protocolo de desinfeccion (Jabon al 3% + Etanol al
70 % + NaClO al 1.25 % + Solucién antioxidante) +
BAP (2 mg/]) + AIA (1 mg/1) + ANA (0.5 mg/l—y por
el tratamiento 3 —segundo protocolo de desinfeccion
+ BAP (1 mg/]) + AIA (0.5 mg/]) + ANA (0.1 mg/1)—
mientras que en el tratamiento 1 —primer protocolo
+ BAP (1 mg/]) + AIA (0.5 mg/]) + ANA (0.1 mg/))—
fue menor que 60%.

Los discos de tallo presentaron contaminacion
bacteriana con mayor frecuencia en los explantes
basales. Los explantes de los tratamiento 3 y 4
que fueron desinfectados por el segundo protocolo
de desinfeccion —Tween-20 + Etanol al 20% +
NacClO al 2.08% + Solucion benomil + cisteina—
presentaron porcentajes inferiores de 10 %,
mientras que los explantes de los tratamientos
1 y 2 desinfectados con el primer protocolo —
Jaboén al 3% + Etanol al 70 % + NaClO al 1.25%
+ solucion antioxidante— mostraron porcentajes
superiores a 30%, indicando que el segundo



protocolo de desinfeccion fue mas eficiente que
el primero (Tabla 3).

Los tratamientos 2 y 3 presentaron
porcentajes de actividad celular superiores a
80%. El tratamiento 3 presenté mayor numero
de explantes con brotes nuevos, seguido de los
tratamientos 1 y 4; mientras que los explantes
del tratamiento 2 formaron callo friable en mayor
numero que los demas tratamientos (Tabla 3).

Tabla 3. Efectos de especie, protocolo de desinfeccién y medio de cultivo,
en los porcentajes de oxidacion de los segmentos de hoja madura 49 dias
después de la siembra. Promedios de veinte repeticiones por tratamiento.
CERI-INIFAP. Chiapas, México.

Variable Oxidacion (%)

Especie
73.36 + 26.78" a*
42.64 +18.54" b

Monstera acuminata K. Koch.
Monstera deliciosa Liebm.
Protocolo de desinfeccion

SB + 2.5 % NaClO 56.12 + 26.59¢

3]

CB+1.25% + 0.83 % NaClO 59.88 + 28.62"

o

Medio de cultivo

MS 50 % + BAP / 2,4-D + Amistar / PVP 63.85+25.02" a

57.62+29.86" b
52.53 + 26.80"

MS 50 % + BAP / 2,4-D

s}

MS 50 % + BAP / 2,4-D + PPM

t Desviacién estandar. SB= desinfeccién sin bomba de vacio, CB= desinfec-
cién con bomba de vacio, NaClO= hipoclorito de sodio, MS 50 %= medio
de cultivo Murashige y Skoog (1962) al 50 %, BAP= Bencilaminopurina, 2,4-
D= Acido 2,4-diclorofenolacético, PPM= Preservative for Plant Tissue Culture,
PVP= P Polivinilpirrolidona, Amistar= Fungicida sistémico.

*Valores con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Correccién
de Bonferroni, 0.05).

Discusion

Establecimiento in vitro de M.
acuminata y M. deliciosa

El genotipo y el estado fenolégico del material
vegetal influyeron en la supervivencia y la
actividad celular de los explantes establecidos.
Los segmentos de hoja que se establecieron
provenian de tejido maduro. Las laminas
foliares de M. acuminata, a diferencia de las
de M. deliciosa, presentaron las perforaciones
naturales de la especie. Estas perforaciones
en las laminas foliares de especies Monstera
estan asociadas con la senescencia temprana
del tejido (Gunawardena et al., 2005). Segun
estos autores a nivel molecular la formacion
de las perforaciones en las hojas de M. obliqua
se originan del proceso de muerte celular
programada (PCD) temprana en el desarrollo

Establecimiento in vitro de Monstera acuminata
Koch y Monstera deliciosa Liebm

foliar. Este interesante comportamiento en la
morfologia de las hojas de Monstera, explica por
qué los explantes de M. acuminata sobrevivieron
menos tiempo y presentaron porcentajes mas
altos de oxidacion y menores de actividad celular
que los de M. deliciosa. Por otro lado, Carvajal-
Guillén (2018) encontr6 que las hojas maduras
de M. deliciosa presentan mayor longevidad
foliar, menor amarillamiento y ausencia de
dano mecanico, debido al mayor contenido de
carbohidratos, proteinas y lipidos en las paredes
celulares, que se asocia con una mayor rigidez
y persistencia.

La contaminacion de los explantes depende
de las defensas biolégicas de las especies y el
contenido de microorganismos endofitos. Pérez
et al. (2009) senalan que la densidad poblacional
de bacterias endéfitas es altamente variable en
plantas hemiepifitas (M. deliciosay M. acuminata)
y regularmente se incrementa en plantas adultas
bajo condiciones de clima calido, en habitat con
alta diversidad y baja altitud.

El primer protocolo de desinfeccion resulto
menos agresivo para los tejidos sin pretratamiento
en bomba de vacio, por lo que so6lo se realizé una
inmersion en hipoclorito de sodio al 2.5% (Tabla 4),
esto difiere de los resultados de Donini et al. (2005),
quienes encontraron 80% de tejidos de M. deliciosa
con una desinfeccion de cloro activo al 1.5%.

El medio con el conservador PPM a 1 ml/1
presenté los niveles mas bajos de oxidacién. En
este sentido, Rihan et al. (2012) determinaron que
el PPM de 1 ml/1 es un agente que no solo inhibe
el crecimiento microbiano, sino que también
mejora el desarrollo y la calidad de brotes in
vitro. Por el contrario, el uso moderado de PVP
es necesario para mejoras los porcentajes de
supervivencia en explantes de hojas de cana de
azlcar; Shimelis (2015) recomienda aplicar 0.2
g/1 para micropropagacion in vitro de este cultivo.

El establecimiento aséptico de los explantes
de hoja fue favorable para M. deliciosa a
diferencia de los explantes de M. acuminata; sin
embargo, las condiciones de oscuridad fueron
ideales para inducir respuestas morfogénicas
(doblamiento y alargamiento) en ambas especies,
comportamiento similar al encontrado en vivo.

Induccion de organogénesis en M.
acuminata

La actividad celular en los discos de tallo
consistio en turgencia, alargamiento y formacion
de callo friable. La capacidad organogénica
(caulogénesis) posiblemente estuvo asociada con
la edad fenolégica y el estado fisiologico de los
brotes seleccionados, ya que estos provinieron de
plantas jévenes en estado de prefloracion (< 1 m
de altura), lo que coincide con los resultados de
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Tabla 4. Porcentajes de supervivencia, contaminacion, actividad celular, oxidacién, formacién de callo y el nimero de brotes nuevos por tratamiento de los discos
de tallo en M. acuminata K. a los 35 dias después de la siembra. Media de minimo 15 repeticiones. CERI-INIFAP. Chiapas, México.

Tratamiento Super (%) Cont (%) A.C. (%) Oxi (%) Callo (%) NBT
1. P1+ MS + BAP (1 mgL") + AIA (0.5 mgL ") + ANA (0.1 mgL") 84.91 39.68 65.87 58.49 65.87 2
2.P1+MS+BAP (2 mgL") + AIA (1 mgL") + ANA (0.5 mgL™) 68.88 42.22 81.11 73.44 75.55 0
3. P2+ MS + BAP (1 mgL") + AIA (0.5 mgL") + ANA (0.1 mgL™) 87.5 7.87 95.23 77.97 65.87 7
4. P2+ MS + BAP (2 mgL") + AIA (1T mgL") + ANA (0.5 mgL") 69.83 476 78.30 82.30 34.52 2

P1=Jabon Antibenzil al 3% + Etanol al 70 % + NaClO al 1.25% + Sol. antioxidante, P2= Tween-20 + Etanol al 20% + NaClO al 2.08% + Soluciéon benomil + cisteina,
Super= supervivencia, Cont= contaminacién, A.C.= actividad celular, Oxi= oxidacién, Callo = formacién de callo, NBT= nimero de brotes nuevos por tratamiento.

los trabajos de Valderrama-Alfaro et al. (2011), El balance hormonal fue diferente en cada
quienes encontraron que la plasticidad y edad explante, ya que dependi6 del brote original y de
temprana del explante mejora la division celular la seccion determinada (apical, media, basal).
e influye en la mayor formacién de brotes. Chesha Desai et al. (2015) afirman que en araceas

los explantes de las partes vegetativas contienen

Figura 2. Discos de tallo de explantes del tratamiento 3 a 35 dias de edad. CERI-INIFAP. Chiapas, México. A. El callo friable central (CFC) y el callo friable periférico
(CFP) en un explante, barra= 1 mm. B) Brotes inducidos a los 45 dias después de la siembra, barra= 2 mm. C) Corte histolégico del brote principal, barra= 2 mm. D)
Corte histolégico de brote lateral, barra= 2.5 mm. HV= Haces vasculares CPD= células parénquimas del disco del tallo.
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distintos niveles endégenos de reguladores de
crecimiento, segin su localizacion en la planta,
lo cual explica las distintas respuestas in vitro,
incluso en el mismo tratamiento.

La concentracion exégena de reguladores del
crecimiento que favorecio la formacién de brotes
a partir de los discos de tallo fue: BAP (1 mg/])
+ AIA (0.5 mg/1) + ANA (0.1 mg/l). Lo anterior
coincide con los hallazgos de Blanco y Valverde
(2004), Valderrama-Alfaro et al. (2011) y Murillo-
Gomez et al. (2014), quienes recomiendan el uso
de BAP a 0.8 y 1 mg/I para inducir las mejores
tasas de multiplicacion de brotes en Philodendron
corcovadense y en especies de Anthurium,
respectivamente.

El mantenimiento de los discos de tallos en
condiciones de oscuridad hasta 14 dias favorecio
la induccién de brotes en los tratamientos 1, 3
y 4, resultado similar al obtenido por Wang et
al. (2015) trabajando en cultivo de fresa (95%),
después de 14 dias en condiciones de oscuridad.

La formacion de callo tipo friable se presento
en todos los explantes de la secciéon apical
de los tratamientos 1 y 2 y en la mayoria del
tratamiento 4. En el tratamiento 3 todos los
explantes de la seccion basal (100 %) media
(83.33%) y apical (14.29%) presentaron esta
respuesta. Estos resultados fueron similares a
los encontrados por Valle-Sandoval et al. (2008),
quienes en crisantemo obtuvieron el menor
porcentaje de regeneracion de brotes en la zona
apical, y mayor en la zona media del disco de
tallo de 1 mm de grosor.

Se observaron diferencias entre el callo
friable que se origin6 en la parte central y en
la periferia del disco del tallo (Figura 2A). Los
brotes inducidos presentaron caracteristicas
de origen axilar 45 dias después de la siembra
(Figuras 2B y 2C) y de origen adventicio, ya que
se observaron células parénquimas con alta
actividad meristématica formando parte del brote
lateral (Figura 2D).

Conclusiones

En este trabajo se logr6 el establecimiento
aséptico de M. acuminata Koch y M. deliciosa
Liebm. El mejor protocolo de desinfeccion para
los explantes foliares fue el de una sola inmersion
en NaClO al 2.5%, en el cual sobrevivieron todos
los explantes del tratamiento 8 (M. deliciosa +
MS (1 mg/l de BAPy 0.2 mg/l de 2,4-D) +1 ml/1
de PPM).

El protocolo de desinfecciéon de brotes de
M. acuminata mas eficiente para la induccion
de brotes fue: Tween-20 + Etanol al 20 % +
NaClO al 2.08 % + Solucion benomil + cisteina,
siendo el tratamiento 3 (sembrado en medio MS

Establecimiento in vitro de Monstera acuminata
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adicionados con 1 mg/l de BAP, 0.5 mg/lde AIA
y 0.1 mg/1 de ANA) en el que se obtuvieron los
explantes con mayor brotacion.

En el caso de la induccién de organogénesis
a partir de discos de tallo se logré identificar
condiciones y tratamientos hormonales que
propiciaron induccién de brotes; no obstante,
falta comprobar el origen de los mismos y
desarrollar protocolos eficientes para la inducciéon
de brotes adventicios con totipotencia celular, los
cuales son ideales para la propagacion in vitroy
posteriormente en la conservacion ex situ.
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