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RESUMEN GENERAL

PROPAGACION in vitro DE
NUEVAS VARIEDADES DE ALCATRAZ (Zantedeschia
aethiopica L. Spreng)

Con la finalidad de generar plantulas de alcatraz (Zantedeschia aethiopica L.
Spreng) libres de enfermedades y generar un esquema de control de
microrganismos patdgenos, se establecio y evalu6 la respuesta de los cultivares
Deja vuy Utopia asi como de semillasy embriones de alcatraz blancoo criollo.Los
resultados mostraron que el antibiético agrimicyn (2 g L1) adicionado con el
fungicida benomilo (2 g L'1) reducen significativamente la contaminacién enddfita
por hongosy bacterias (P<0.05) en explantes provenientes de rizoma para los
cultivares Deja vu y Utopia. Mientras que en la germinacion de semillas in vitrono
se observé contaminacion con el uso de etanol al 70 % durante 1 minuto seguido
de hipoclorito de sodio al 10 % durante 15 minutosy con el uso de peroxido al 30
%. En el establecimiento in vitro de semillas y embriones las semillas se
extrajeron de dos diferentes estados de maduraciéon (maduro e inmaduro), se
pretrataron con perdxido de hidrogeno (H202) al 30 % y Unicamentecon agua
estéril, posteriormente se sembraron en un medio de cultivocon sales Murashige
& Skoog (MS) al 100 % adicionado con BAP (0,0.3y 3mg L ') y AGs (0,0.3y 3
mg L1), la prueba Kruskal y Wallis demostré que el medio suplementado con 3.0
mg L' de AGzy 0.3 mg L' de BAP presentdé el menor tiempo medio de
germinacion (35 dias después del establecimiento) por otra parte, no se observé
efecto de los tratamientos sobre el porcentaje de emergencia (P<0.05) mientras
que en el rescate de embriones no se observé efectos significativos de los

tratamientos probados.

Palabras clave: Calla lily, micropropagacion, Pectobacterium, semilla, rescate

de embriones.
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Autora: Amparo Martinez Hernandez
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GENERAL ABSTRACT

In vitro PROPAGATION OF NEW CALLA LILY CULTIVARS (Zantedeschia
aethiopica L. Spreng)

In order to generate disease-free calla lily (Zantedeschia aethiopica L. Spreng)
seedlings and to generate a control procedure for pathogenic microorganisms
based on phytosanitary detection and diagnosis, the response of the cultivars
"Dejavu" and"Utopia"as well as seeds and embryos of white or wild calla lily was
established and evaluated. The results showed that the antibiotic Agrimicyn (2 g
L-1) added with the fungicide Benomyl (2 g L) reduced the significantly
endophyticcontamination by fungiandbacteria (p<0.05) in explants from rhizome
for the cultivars Deja va and Utopia. While for in vitro seed germination, no
contamination was observed with the use of 70% ethanolfor 1 minute followed by
10% sodium hypochlorite for 15 minutes and with the use of 30% peroxide. For
the in vitro establishmentof seeds and embryos, seeds were extracted from two
differentstages of maturity (mature and immature), pretreated with 30% hydrogen
peroxide and sterile water only, then sown in a culture medium with 100%
Murashige & Skoog (MS) salts added with BAP (0, 0, 0. 3 and 3 mg L!) and GA3
(0, 0. 3 and 3 mg L1), the Kruskal and Wallis test showed that the medium
supplemented with 3.0 mg L-1 of AGzand 0.3 mg L™! presented the lowest mean
germination time (35 days after establishment) on the other hand, no effect of the
treatments on the percentage of emergence was observed (p<0. 05) while in the
rescue and embryo culture no significant effects were observed by treatment

applied.

Keywords: Zantedeschia, micropropagation, Pectobacterium, seed, embryo

rescue.
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1. INTRODUCCION GENERAL

La floricultura es una actividad econémica de suma importancia a nivel mundial,
Europa cuentacon mas del 90 % de la demanda de flores de corte y plantas en
maceta y sus paises son los principales proveedores de su mercado. Las
nacionesdela zonaAsia-Pacifico son los distribuidores para Japén y Hong Kong,
Africa, Medio Oriente y otros, por su parte Colombia y Ecuador dominan el
mercado de Estados Unidos. En los ultimo tres afios, el valor de las exportaciones
de flores mexicanas ha disminuido parcialmente, sin embargo, nuestras
importaciones de flores de corte también han decrecido ya que la produccién
nacional satisface la demanda de nuestro pais. (International Trade Center,
2020). Mas del 80 % de la produccion se destina al consumo interno, en el 2011
el valor de la floricultura fue de 5 mil 646 millones de pesos en una superficie
sembrada de 18 mil 629 hectarea (SIAP, 2011). El grupo de flores de corte que
produce nuestro pais es amplio, entre ellas encontramos al alcatraz, cartucho,

cala lily o arum lily.

El alcatraz (Zantedeschia aethiopica L. Spreng), es una planta ornamental
utilizada como flor de corte, maceta o para adornar jardines. Es originaria de
Africa, forma parte de la familia Araceae y es unade las flores méas apreciadas
(Nery et al., 2015). En México, se cultiva principalmente el alcatraz criollo o blanco
con un valor de la produccién de 608,370 pesos (SIAP, 2018). Se produce en
Baja California Sur, San Luis Potosi, Oaxaca y Veracruz, en este ultimo estado
se le puede encontrar asociado con otros cultivos, ya sea con otras especies
ornamentales o con maiz.

La flor de alcatraz también se ha vuelto una especie de simbolo de identidad
nacional por las famosas pinturas de Diego Rivera asociando a las indigenas con

esta planta ornamental.

La introduccién de nuevas variedades de alcatraz como flor de corte representa

una ventaja competitiva para los floricultores mexicanos ante un mercado que
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demanda materiales nuevos, para esto la propagacion mediante el cultivo de
tejidos ha resultado util para obtener altas tasas de multiplicacion. Ademas del
alcatraz criollo existen cultivares novedosos que cumplen con las caracteristicas
que exige el mercado. ‘Dejavu’, es la primera variedad de alcatraz registrada en
México y ‘Utopia’ es la segunda,y ambas no han sido cultivados in vitro, por lo
gue resultaimportante su propagacion y evaluacion en condiciones in vitro para
obtener plantas libres de patégenos.

En el cultivo de alcatraz la pudricién blanda causa pérdidas econdmicas a nivel
mundial, en nuestro pais, especificamente en Veracruz, el 90 % de campos de
produccion se encuentran contaminados por patdgenos asociados a pudriciones
del rizoma, este problema también impacta en el cultivo de tejidos debido a que
la contaminacién en las primeras etapas impide el avance del proceso, por lo que

el escalamiento se ve afectado.

Objetivo general

Generar conocimiento sobre el establecimiento y multiplicacion in vitro del
alcatraz criollo, y de los cultivares Deja vl y Utopia (Zantedeschia aethiopica

L. Spreng).

Objetivos especificos

Desarrollar, comparar y valorar diferentes esquemas de control de contaminantes
in vitro para semillas de alcatraz criollo y rizomas de los cultivares Utopia y Dejavi

(Zantedeschia aethiopica L. Spreng) con base en el diagnéstico fitosanitario.

Evaluar la germinacion in vitro de semillas de alcatraz criollo en diferentes

condiciones de cultivo.
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Establecer y evaluar un protocolo para la obtencion de plantulas a partir de

rescate de embriones de alcatraz.

Hipotesis

Es posible obtener plantulas libres de enfermedades a través del cultivo in vitro

de rizomas, semillasy embriones bajo diferentes condiciones de cultivo.

2. REVISION DE LITERATURA

2.1Situacion mundial y nacional de la produccion de alcatraz

Nueva Zelanda es uno de los paises mas representativos en produccion de
alcatraz, el crecimiento de las exportaciones de esta flor alcanzé un maximo de
5.1 millones de doélares a fines de la década de 1990, no obstante, entre el afio
2000 y 2009, las exportaciones de flores cortadas disminuyeron en un 51%
mientras que el valor de las exportaciones de material de plantacion casi se
duplico durante este mismo periodo. Asia, es unodelos principalesconsumidores
de tallosy rizomas de alcatraz seguidode Estados Unidos de Norte América para
el consumo defloresdecorte, y paises bajos (Holanda) pararizomas (Kamenetsky
& Okubo, 2012).

En México, este aumento de la importacion de bulbos, tubérculos, raices
tuberosas, bulbillos, coronas y rizomas provenientes de Nueva Zelanda
(Statistics New Zeland, 2021) se puede traducir en un incrementode la actividad
floricola de nuestro pais al obtener material vegetal, cuya demanda no se
satisface de manerainterna. En México, se cultiva principalmenteel alcatraz criollo
o blanco con un valor de la produccién de 608,370 pesos (SIAP,2018). Se sabe
gue se produce alcatraz en todo el pais, aunque la produccién en México se
concentraen Baja California Sury este cultivo también se encuentra en Oaxaca
(INAFED, 2010), en el Estado de México y en Veracruz.

19



2.2 . Descripcién general del alcatraz (Zantedeschia aethiopica L.

Spreq)

El género Zantedeschia se divide en dos secciones o0 grupos botanicos; la
seccion Zantedeschia y la seccidén Aestivae, la primera comprende las especies
Z. aethiopicay Z. odorata, y la seccion Aestivae englobaa Z. albomaculata, Z.
rehamannii, Z. elliottiana, Z. jucunda, Z. validay Z. petlandii (Wei et al., 2017). Se
ha demostrado, quela seccidén Aestivae es mas susceptible ala pudricion blanda
causadapor bacterias del género Pectobacterium debido en parte a la adaptacion
ecolégica de cada seccidon (Guttman et al., 2021), este problema ha mermado la
produccion de alcatraz por lo que se introdujeron técnicas de cultivo in vitro para

la obtencidn de plantas libres de patégenos. (Cohen, 1981; Ruiz et al., 1996)

El alcatraz blanco; Zantedeschia aethiopica L. Spreng es la especie mas
conocida, pero hay otras seis especies con flores de colores que van del rosa al
marrén, son plantas con peciolos esponjosos y alargados, laminas foliares de
forma muy variable, normalmente variegadas o maculadas, inflorescencia
solitaria rodeada por la espata, pedunculo casi tan largo como el peciolo y
rizomas gruesos (Fig. 1) (Letty, 1973) cubiertos de yemas que producen brotes
primarios que se diferencian en hojas (Le Nard & De Hertogh, 1993) cuyo patrén

de crecimiento es simpodial (Halligan et al., 2004).

Las flores femeninas estan intercaladas con estaminodios (Letty, 1973), las
plantas de esta especie presentan una marcada protoginia y son
autoincompatibles (Singh et al., 1996), es decir, carece de autofecundacion por
lo que la polinizacion se realiza de forma cruzada (Panettta, 1988), el pedinculo
permanece erguido durante la fructificacion, a diferencia de Z. rehmannii y Z.
albomaculataen cuyocaso se dobla hasta que el 4pice de la espata toca el suelo
donde las semillas geminan. Los frutos son bayas que se tornan color naranja,
suaves y mucilaginosos cuando maduran, la parte superior de la espata se

marchita mientras la parte inferior se mantiene verde, las semillas de la seccion
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Zantedeschia son coridceas, subglobosas u ovoides, a menudo comprimidas y
cada fruto contiene de 1 a 12 semillas (Letty, 1973).

Figura 1. Planta madura perteneciente a alcatraz (Zantedeschia aethiopica L.
Spreng)var. Utopia donde se aprecian: (a) hoja; (b) peciolo;(c) raices; (d) rizoma;
(e) yema apical; (f) yema adventicia; (g) espata inmadura. Fuente: elaboracion
propia.

2.3 Organismos fitopatolégicos del género Zantedeschia

2.3.1 Bacterias

Las enfermedades asociadas a bacterias no s6lo demeritan la calidad y la
produccion del alcatraz, también representan un obstaculo en la multiplicacién in
vitro. Las especies del género Pectobacterium son las principales causantes de
la pudricion bacteriana de especies del género Zantedeschia los sintomas
comienzan con un escaso crecimiento, amarillamiento en hojas, lesiones

acuosas que aparecen en el rizoma y en la base de los tallos, si la enfermedad
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progresa, el tejido del rizoma comienzaa tomar un aspecto macerado, las hojas

y espata finalmente colapsan y termina en la muerte de la planta (Wright, 1998).

Otras bacterias asociadas son: Pseudomonas marginalis, Pseudomonas putida
(Krejzar, et al.,, 2008), Pseudomonas veronii, Chriseobacterium indologenes
(Mikicinski et al., 2010), Xanthomonas campestris pv zantedeschiae (Joubert y
Truter, 1972), Pectobacterium chrysantemi reportada en Taiwan (Lee., Chen &
Chang, 2002), y recientemente se reportdé a Cellvibrio zantedeschiae sp. Nov,
aislada en Taiwan (Sheu, Huang, Hsu, Sheu & Chen, 2017), Pectobacterium
zantedeschiae que anteriormente se identificaba como Pectobacterium
atrosepticum (Waleron| etal., 2019)y a Pectobacterium aroidearum (Chen, Lin,
&Huang, 2020).

2.3.2 Hongos

Los hongos como Phytophtora spp, pueden asociarse a la pudricion del rizoma,
con dafioen raices, tizén en hojas, necrosisen margenes de la hojay espata, asi
como disminucién de la apertura floral y colapso del pedunculo (Paredes, 2006).
Wright (1998) aisl6 especies de hongos asociados con sintomas de pudricién del
rizoma entras ellas Rhizoctonia, Phytium y Fusarium, este Gltimo provoca la
marchitez vascular de la cala siendo Fusarium oxisporum una de las cepas mas
virulentas y Fusarium solani en menor medida, los principales sintomas de esta
enfermedad son:enanismo, clorosisen el margen de la hoja que avanza en forma
de “V” y en ocasiones se torna marrén y finalmente el tallo puede doblarse y
secarse (Ciampi et al., 2009). Otra de las enfermedades de importancia
econdmica es la manchafoliar, cuyos sintomas abarcan margenes cloroticos y

circulos negros formados por anillos en las hojas y espata (Martinez, 2012).

2.3.3 Virus

Las enfermedades viricas, afectan una parte importante de la produccion de
calas, los virusque atacan frecuentemente al cultivo son el virus del moteado del
clavel (CarMV), virus del mosaico del nabo (TuMV), virus moteado plateado de la
sandia (WSMoV) y virus Dasheen (DsMV) (Chen, Ko, Lin, Jan & Hsu 2003). Este

altimo, se ha calificado como el mas prevalente entre los Aroides, se
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distribuye en la India (Ram, Joshi, Verma, Kulshrestha, Raikhy, Hallan & Zaidi,
2003), Bosnia y Herzergovina (Grausgruber-Groger, Richter, Salapura, JoSi¢,
Trkulja y Reisenzein, 2016) y RepublicaCheca, asi como el virus del mosaico de
la calabaza (CMV) (Mokra y Gotzova 1992), el virus Dasheen presenta mosaicos
en forma de estrias de diferentes tonos verdes, amarillamiento, ampollas suaves

y deformaciones foliares (Cafrune, Asinari, Nome & Perotto, 2011)

Pham, Langeveld, Lemmers y Derks (2002), identificaron,ademas de DsMV, el
virus del mosaico de konjac (KoMV), el virus de mosaico amarillo del frijol, y un
potyvirus no identificado e indicaron que este grupo no se distribuyen por igual
en las distintas partes de las plantas, asimismo, observaron sintomas que iban
desde mosaicos pronunciados a franjas verde claro y oscuro, manchas oscuras
y/o claras en las espatas, hojas plumosas y crecimiento retardado. Para el virus
de Konjac (KoMV) se han identificado a Mizus persicae y Aphis gossypii como
principales vectores, al igual que la propagacion vegetativa y la transmision
mediante semillas, sus sintomas se manifiestan como mosaicos, islas verdes,
clorosis intervenal, deformidad de las hojas, pedunculos cortos y manchas

pigmentadas decoloradas en la espata (Liao, Mou, Chang & Tsai 2020).

El virusde lamanchaclorética de lacala (CCSV), que, adiferenciadel resto, esta
clasificado como un tospovirus produce manchas cloréticas que van del verde
claro al amarillo, afecta las hojas centrales de la planta, y se sabe que se
transmite mediante Thrips palmi (Chen, Chen, Lin, Yeh & Hsu, 2005).

Otro de los virus que esta causando dafios significativos en las zonas de cultivo
es el virus de mosaico de Zantedeschia (ZaMV), el cual produce sintomas de
mosaico sistémicas a diferencia del virus Dasheen que produce lesiones locales
en hojas infectadas. (Kwon, Ha, Yoon & Ryu, 2002), por ultimo, el virus del
mosaico suave de Zantedeschia (ZaMMV), es un potyvirus aislado del cultivar
Black Magic en Taiwan, y puede manifestarse como manchas y rayas amarillas,
islas verdes y un mosaico suave inusual de acuerdo con lo reportado en lItalia
(Rizzo et al., 2015).
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2.4 Métodos de diagndstico biol6gicos y moleculares.

Dado que los hongos, bacterias y virus pueden causar sintomas parecidos, son
necesarias técnicas de diagndstico precisas y oportunas con el fin de tener
certeza acerca de los causantes sobre los que se aplicaran las acciones de
control y erradicacion y que estas sean eficientes. En el caso de hongosy
bacterias se puede presentar varias morfologias de colonias, la experiencia con
variantes de colonias de grupos conocidos puede ayudar a distinguirlas, sin
embargo, en la identificacion de patbgenos del género Pectobacterium, unavez
que se conoce el género, las pruebas bacteriologicas y la serologia no siempre
son consistentes para la identificacion de P. carotovorum subsp. carotovorum, P.
carotovorum. subsp. atrosepticum y P. chrysanthemiv (Alvarez, 2004), con base
en pruebas bioquimicas, perfiles de acidos grasos y métodos moleculares, entre
otros, se logré distinguirnuevas especies como P. zantedeschiae (Waleron et al.,
2019).

En cuanto avirus, Lesemann y Winter (2000), indicaron que para la deteccion de
potyvirus en Zantedeschia spp el uso de la prueba de ELISA es eficiente,
principalmente para Dasheen Mosaic Virus (DsMV). En contraste, Ramirez et al.
(2005), afirma que el diagnostico inmunoquimico utilizado en programas de
certificacion masiva tiene un limite de sensibilidad que puede permitir escape de
material vegetal contaminado, por lo que asegura que con el uso de técnicas
moleculares de diagndstico se puede detectar pequefias concentracionesvirales
en plantas in vitro. La reaccion en cadena de polimerasa (PCR en inglés) es una
técnicade deteccion rapida, con alta sensibilidadyen la cual el organismo o virus
a identificar no necesita ser cultivado previamente (Palacio-Bielsa, Cambra y
Lopez, 2009). La PCR, las técnicas basadas en la obtencion de huellas digitales
(RNA fingerprinting) de dos poblaciones de ARN mensajero y la construcciony
secuenciacion de bibliotecas de cDNAs son utiles en la confirmacion de la
expresion diferencial de genes durante el proceso de infeccidén de un organismo
patdbgeno en una planta huésped (Gonzales-Candelas, Sanchez-Torres &
Marcos, 2008).
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Un método practico para la identificacion de virus es el uso de plantas
indicadoras, se pueden utilizar plantas de Tetragonia expansa como indicadoras
para el virus del mosaico de Zantedeschia (ZaMV) (Kwon, Ha, Yoon & Ryu,
2002).

2.5 Métodos de control y erradicaciéon

Las especies de la familia Pectobacterium se propagan facilmente a través de
material en descomposicién y no hay agentes de control actualizados para la
enfermedad que causan (Wolf et al., 2021). Wright, Triggs y Burge (2004)
redujeron sustancialmente laincidenciay severidad de la pudricion blandacon la
siembra en un sustrato de aserrin, con malla sombra y un pretratamiento a los
rizomas con hidroxido de cobre 0.08 %, thiram 0.12 %, y benomilo al 0.03 %.
También, con thiram 0.12 %, hidréxido de cobre 0.08 % y quintozeno 0.15 %

durante la etapa de crecimiento, y la eliminacion de plantas enfermas.

La aplicacion de estreptomicinaa 200 mg L-! durante 30 minutos y formaldehido
al 10% (v/v) durante 1 hora a los rizomas reflejaron efectividad en especies de la
seccién Aestivae (Z. rehmannii superba Engl., Z. elliotiana x maculata (Hook.)
Engl., y Z. albomaculata (W. Watts.)) en la produccién de plantas en maceta
(Kuehny, Branch, Holcomb & Chang, 1998).

Como control biolégico de Pectobacterium carotovorum sbsp. carotovorum se
perfila la alta especificidad del virus bacteri6fago PP1 de la familia podoviridae
(Lim et al., 2013) y el uso de Bacillus, especificamente se encontrd que la cepa
Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum reduce el crecimiento fitopatdgeno
en condiciones in vitro e invernadero, ademas, al utilizarlo como pretratamiento
a los rizomas se registrdo un incremento en los niveles de crecimiento y un mayor

numero de brotes (He et al., 2021).

Para la enfermedad causada por el virus del mosaico de Zantedeschia (ZaMV)

se comprobo que el tratamiento térmico de los protocormos no ha sido exitoso

para su eliminacién (Kwon, Ha, Yoon & Ryu, 2002).
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2.6 Cultivo in vitro detejidos vegetales

Las células vegetales, tienen la capacidad de regenerar una planta completa a
partir de células aisladas (Birnbaum & Sanchez Alvarado, 2008). Haberlandt,
intentd el primer cultivo de células vegetales con la finalidad de desarrollar una
forma de explorar la morfogénesis y demostrar la totipotencia de las células
vegetales, desde entonces hasta ahora se conocen las siguientes areas de
aplicacion del cultivo de tejidos vegetales; la produccion de productos
farmacéuticos y otros productos naturales; la mejora genética de los cultivos; la
generacion de clones libres de enfermedades, la conservacion de germoplasma
valioso, la multiplicacion clonal rapida de variedades seleccionadas (Murashige,
1974)y al mismo tiempo generarvariedades nuevas para ponerlas en el mercado

de forma més rapida.

El cultivo in vitro de tejidos puede definirse como el cultivo aséptico de células,
tejidos, 6rganos o plantas enteras bajo condiciones nutricionalesy ambientales
controladas (Thorpe, 2007). Se iniciaunavez identificado un problemaa resolver,
la seleccion del genotipo y el tipo de protocolo adecuado para abordarlo. Las
técnicas de cultivo de tejidos para la micropropagacion de plantas, la
transformacion genética, la seleccidn asistida por biotecnologia, la mutagénesis,
etc., se basan en dos procesos fundamentales de morfogénesis: la
organogénesis y la embriogénesis somatica (Garcia-Gonzales, Quiroz, Carrasco

& Caligari, 2010) y en general se dividen en cinco etapas.

2.7 Etapas del cultivo in vitro.

2. 7.1 Etapa O:

El control de la contaminacion invitro comienza con el manejo fitosanitario del
material donante, este paso es considerado importante para el establecimiento

exitoso y la eventual multiplicacion en las etapas | y Il (Bhojwani & Dantu, 2013).

2.7.2. Etapal
En el establecimiento de explantes provenientes de rizoma la contaminacion
enddfita es uno de los mas grandes problemas, el flameo de los explantes

provenientes de rizoma resulté ser efectivo para controlar la contaminacion en
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comparacion de tratamientos con Hipoclorito de sodio (NaOCI) al 10 % (v/v) + dos
gotas de Tween 80 (v/v) como surfactante (Ruiz et al., 1996), sin embargo, el
establecimiento aséptico para Z. aethiopica, Z. albomaculatay Z. elliottiana fue
posible con el uso de fungicidas como Physan ® (1000 mg L") + Benlate ® (1000
mg L -1) en agitaciéon durante 3 horas seguido de etanol al 70 % (v/v) y NaOCI al
3 % (viv) (Changetal., 2003).

Otros estudios han demostrado que para disminuirla persistencia de patégenos
elusode HgCl>de0.1a 0.2 % (p/v) durante 15 minutos parasegmentos de rizoma
(Xiao-chun, 2010) o durante 30 minutos para hoja y rizoma adosisde 0.1y 0.2 %
(p/v) respectivamente con un tratamiento previo con Benlate al 1 % (p/v) en
agitacion durante 30 minutos (Hlophe, Moyo, Van Staden & Finnie, 2015). Incluso
dosis de 0.5 % de HgCl2 (p/v) durante 15 minutos son eficaces para esta etapa en
Z. rehmannii con un pretratamiento de inmersién en etanol al 70 % (v/v) 30
segundos (Kulpa, 2016), a pesar de esto, se encontro en otros estudios sobre
impacto ambiental que concentraciones desde 0.25 mg L' puede causar
consecuencias negativas en el desarrollo de anfibios (Mufioz-Escobar & Palacio-
Baena, 2016).

El uso de antibioticos y fungicidas sistémicos es otra opcion para el control de
bacterias y hongos endofitos. En los afios 90°s, Kritzinger et al. (1997) utilizaron
un pretratamiento de fungicida con Captab 500 WP ® (5 g L'1) y Dithane ® M-45
(LA. mancozeb) (5 g L) en agitacién en diferentes periodos seguido una
combinaciéon comercial de antibiéticos compuesta de penicilina (10000 U), 10
mg/ml de estreptomicina, 25 pug ml de amphotericin B e imepenem (12.5 g L1)
en agitacion durante cincodias, y obtuvieron 0 % de contaminacion bacterianaen
Z. aethiopica. Desde entonces hasta ahora este antibiotico se sigue utilizando
como un tratamiento de desinfestacion en sinergia con oxytetraciclina. Villasefior,
Villela& Villarruel (2018) utilizaron como esquema de desinfestacion unasolucion
de cloro al 15 % (p/p) seguido de 500 mg L-! de estreptomicina, 500 mg L-1de

oxitetraciclinay 500 mg L-1de captan ® (I.A. carboxamida) durante 60 minutosy
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finalmente los explantes pasaron a unasolucion de etanol al 70% (v/v) durante

30 segundos.

De igual manera, la aplicacion de dioxdo de cloro (CIO2) a unaconcentracion de
60~180 mg L (v/v) durante cinco minutos seguido de peréxido de hidrégeno
(H202) al 5 % (v/v) durante 15 minutos brindaron un porcentaje de superviviencia

>75% para la especie Z. aethiopica L. K. Spreng (Chen etal., 2017).

En este apartado es importante considerar que en los ultimos afios ha habido un
aumento en la resistencia bacteriana a los antibidticos, por lo que es necesario
utilizarlos de manera restringida (Andersson, 2003), ademas de utilizar métodos
que tengan menor impacto ambiental. Recientemente Hashemidehkordi,
Mortazavi y Azadi (2021) evaluaron el efecto del agua caliente en la desinfeccion
de explantes de rizoma y consiguieron un porcentaje de mas de 90 % de
supervivencia a 45 °C por 35 minutos seguido de inmersion en etanol al 70%
durante 30 segundos e hipoclorito de sodio (NaOClI) al 1 % (v/v) durante 10
minutos, este procedimiento representa unabuena alternativa para disminuirla
aplicacién de productos ya mencionadosy lo que implica en cuanto al impacto
ambiental, economico y en la resistencia a los antibioticos. Las estrategias
utilizadas en esta etapa para la desintegracién de contaminantes in vitro de

alcatraz (Zantedeschia spp) se indican en el Cuadro 1.

A pesar de que los autores mencionaron a Pectobacterium carotovorum como el
principal agente fitopatdgeno a controlar en el cultivo in vitro, ninguno de los
trabajos sefialados procedié a realizar un diagnadstico fitosanitario previo a la

iniciaciéon del cultivo.
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Cuadro 1. Resumen de las estrategias aplicadas en la etapa de establecimiento

del cultivo in vitro de alcatraz (Zantedeschia spp.).

Material Origen del Método de Ob : Ref :
vegetal explante control servaciones keterencia
Inmersion de

rizomas
Z. aethiopica Rizoma S(ljslﬁc(::'?gﬂos (ejr; 80 % de Ruiz- Sifre
L. K. Spreng otanol al 95% 1 SuPervivencia et al., 1996
minuto, y flameo
dos veces
Inmersion  de
Rizomas rizomas en
Z. aethiopica libres de solucion de Superviviencia
y Z. virus de Physan (1000 de los Chan et
albomaculata mosaico de mg L) +Benlate explantesno al., 2003
, Z.elliottiana la calabaza (1000 mg L) reportada
(CMV) durante 3 horas
en agitacion.
Método
HgCl2de 0.1 a adecuado para
0.2 % durante la obtencion Xiao-chun
Z. hybrida Rizoma 15minutos para de plantas 2010 ’
segmentos libres de
rizoma patégenos.
0,
HgClz a 0.2 % designfa?neinac Hlophe
Hoi gara segmentos ion para Moyo,Va{n
Z. aethiopica roja y de nzoma ¥ i oma y78.3 Staden &
rizoma 0.1% para hoja o hoi Finnie
durante 30 o parahoja 201 '
: 5
minutos
Inmersion  en o
Z.rehmannii  Rizoma HgClz al 05 desZc?n/f[)a?T?inac Kulpa,
' % . 2016
durante 15 'on
minutos
Z. aethiopica Ri Pretratamiento 0 % de Kritzinger
izoma

L. K. Spreng

con Captab 500

contaminacion et al., 1997
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Z. aethiopica

L. Spreng

Z. aethiopica

L. Spreng

Zantedeschia

sSpp
Orania
Sunclub

CV.
and

Rizoma

Yemas
rizoma

Yemas
rizoma

de

de

WP®((BgLl)y
Dithane ® M-45
(LA. Mancozeb)

G g LY +
inmersion en
penicilina
(10000 U), 10
mg/ml de
estreptomicina,
25 ug ml 1 de

amphotericinBe
imepenem (12.5
g L-1) en
agitacion
durante  cinco
dias

Cloro al 15%
(p/p) + 500 mg L-
L de
estreptomicina,
500 mg L1de
oxitetraciclina y
500 mg L-lde
captan ® (L.A.
Carboxamida)
durante 60
minutos + etanol
al 70% (viv)
durante 30
segundos.
Diéxdo de cloro
(ClO2) a 60~180
mg L1 (vv)
cinco minutos +

peroxido de
hidrogeno
(H202) al 5

%

(v/iv) 15 minutos

Bafio de agua a
45°C por 35 +

inmersion en

etanol al 70 %

durante 30

segundos e

hipoclorito  de

sodio (NaOCl) al

No reportado

Porcentaje de
superviviencia
>75%

Porcentaje de
superviviencia
>90 %

Villasenor,

Villela &

Villarrue
2018

Chen et
al., 2017

Hashemid
ehkordi et

al., 2021
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1 % (v/v) durante
10 minutos

2.8. Respuestas morfogénicas in vitro de plantas

2.8.1 Organogeénesis directa

La organogénesis directa implica la formacion de un primordio unipolara partir
del cual se formara el meristemo apical que dara origen a los 6rganos aéreos de
la planta (Brown & Thorpe, 1996), a través de esta via se han obtenido plantas
libres de patégenos mediante el cultivo de meristemos. En el Cuadro 2, se
muestra un resumen sobre los estudiosrelacionado con la organogénesis directa
del alcatraz. Asi, Chang, Charkabarty, Hahny Paek, (2003) estudiaron diferentes
factores que influyen en la respuesta organogénica como la concentracion de
reguladores de crecimiento para la obtencion de plantulas de Z. albomaculata a
partir de 4pices, sus resultados mostraron que con la concentracion de BA (8.87
UM) generd unatasa de multiplicacion de 3.8 brotes por explante y con TDZ (4.54 u
M) 3.2 brotes por explante, por otra parte, en el cultivode apices de Z. aethiopica,
la adicién de BAP y sulfato de adenina (SA) tuvo un efecto positivo en el nimero
de brotes obtenidos por explante (2.6) solo BAP mostr6 significanciaa la

concentracion de 22.19 uM (Ribeiro, Pasqual, da Silva & Rodrigues, 2014).

El rizoma ha sido el principal 6rgano destinado para la obtencion de explantes.
Singh,Rathore, Choudharyy Shekhawat(2009) obtuvieron de cinco a seis brotes
de Z. aethiopica en medio semisolido de Murashige y Skoog (MS) con 10.0 mg L-
lde 6-bencilaminopurina (BAP)y aditivos (50.0 mg L-1de &cido ascérbico; 25.0mg
L-1de cada uno de sulfato de adenina, L-argininay acido citrico) mientras queen
Z. rehmannii, Kulpa (2016) condujolainiciacion del cultivo con unaconcentracion

equivalente UU a3 mg L1 de BAP y la mayor tasa de multiplicacién (4.3 brotes por
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explante) se obtuvo con 2.5 mg L1 de BAP.
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Cuadro 2. Resumen de las investigaciones relativas a la organogénesis directa
de alcatraz (Zantedeschia spp).

Origen
del Reguladores de Observacion Referenci
Especie Explant Medio Crecimiento as
e
Tasa de
multiplicaci 6n
de 3.8
Z. brotes por
b It BA (8.87 uM) explante con
albomacuiata o BA, 3.2brotes Chang et
Blagk" M) explante
magic conTDZ
10.0 mg Llde 6-
bencilaminopuri na
(BAP) 'y
aditivos (50 mgL"
1 de  4cido Singh,
Z. ascorbico; 25 96 tIJro'Ees Rethore &
; or explante
aethiopica Rizoma Ms mg L-lde cadauno P P Choudhar y

de sulfatode 2009

adenina, L-arginina
y acido
citrico
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Ms +

Tasa de
100 mg multiplicaci 6n
Y
Z. d:mas 3 mg L'l y 25mg de 4.3 Kulpa,
N . L 1, brotes por 2016
rehmannii fizoma L™ BAP explante
acido
ascOrbico
(AA)
Ribeiro,
2.6 brotes Pasqual, da
Z. o por explante Silva &
Apices MS 22.19 UM BAP Rodrigues
aethiopica 2014

2.8.2. Organogénesis indirecta

Las células somaticas vegetales se pueden reprogramar mediante un proceso de
desdiferenciacion causado por sefalizaciones externas especificas, con lo cual
se formaran meristemos adventicios con la capacidad de generar nuevos
organos (Bloom, 1937). Shin, Bae y Seo (2019) reconstruyeron el proceso de
regeneracion de brotes a partir de calloy diferenciaron cuatro fases; adquisicion
de pluripotencia (en un medio rico en auxinas), formacion de promeristemos,

establecimiento del progenitor de brotes y crecimiento de brotes.

Jonytiené, Masiené, Burbulisy Blinstrubiené (2017) estudiaron los factores que
afectan la desdiferenciacion invitro en Z. aethiopica y Z. elliottiana, utilizaron
segmentos de peciolo, discos de hoja y de espata y obtuvieron mas de 80 % de
formacién de callo en medio de MS complementado con AIA (0.5 mg L!) + BAP
(2.0 mg L) para hoja, AIA (2.0 mg L'1) + BAP (2.0 mg L™1) para espata y AIA (1.0
mg L)+ BAP (2.0 mg L) para peciolo, siendo este el que manifest6 la mayor

capacidad le desdiferenciacion entre los tipos de explantes probados, ademas,
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Z. elliottianna tuvo una capacidad de diferenciacion mas alta que Z. aethiopica,
sin embargo, y tuvo la capacidad de generar callo a altas dosis de BAP (4.0 mg
L-1) en combinacién con ANA (0.1 mg L-1). La prueba de viabilidad mediante
Clorurto de tetrazolio (CTT) indicaque los callos deben ser subcultivados a los
20 dias (SUB2) después de 30 dias de cultivo in vitro, cuando alcanzan la fase

exponencial de division celular (Nery et al., 2018).

En Zantedeschia spp, la formacion de callo se dio al cultivar segmentos de hoja
en un medio MS suplementado con 2,4-D (2.0 mg L'!)y BA (2.0 mg L%) o con
ANA (2.0 mg L1 y BA (2.0 mg L) (Gong et al., 2008). Li, Qu y An (2009),
indujeron laformacion y crecimiento de callo a una dosis mas baja de ANA (0.1
mg L1) y a lamisma concentracién de BA (2.0 mg L™1) para hoja y rizoma. Con el
establecimiento de segmentos nodalesde Z. aethiopica se obtuvieronporcentajes
de formacion de callo del 53%, y 47% en medios suplementados con2,4-D (1.0-
2.0 mg L1). Se encontraron los siguientes compuestos en tejido del callo: fenoles
totales (802.47 mg 100 g'1), almidén (19.8 g 100 g1), azlicares solubles totales
(3.1 g 100 g'1), azlicares reductores (1.2 g 100 g-1), azGcares noreductores (1.8
g 100 g 1), extracto de éter (1.0%) y proteinas (20%). Estos compuestos pueden
ayudar a comprender los procesos de desdiferenciacion celular que tienen lugar

en esta especie (Nery et al., 2015).

El equilibrio hormonal y la interrelacién entre la auxinay la citoquinina son
crucialesparala determinacion del destinoy el patrén celular(Cheng etal., 2013).
Esta relacién ha sido ampliamente estudiada en la obtencién de plantas a través
de callogénesis, Lee y Ko (2005) obtuvieron hasta 56.7% de formacion de callo
en un medio con BA (2.0 mg L1) y un porcentaje de regeneracion de brotes del
70 % con BA (3.0 mg L™). Las citoquininas indujeron la formaciéon de brotes
maltiples; 2ip (1.0 mg L), BA(5.0 mg L") y BA (1.0 mg L) indujeron 16,14y 12
brotes mdultiples en los cvs. Sunlight, Chiante y Pink Persuasion,
respectivamente. El crecimiento de las raices en los cvs. Sunlighty Chiante se
mejordé con 1.0 mg L1 de IAA. Mientras que el cv. Pink Persuasion mostr6 un

mayor crecimiento de las raices con 2.0 mg L'1de IBA. También, encontraron
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que la adiciéon de 70 a 90 g L-1de sacarosa mejora la formacién del rizoma in
vitro. Xiao-chun (2010) promovi6 la formacion de callo en un medio MS+2.0 mg
L-16-BA+ 0.1~0.2 mg L'1NAA 'y logré un enraizamiento del 100% con un medio
MS + IBA (0.3 mg L1). En el cuadro 3 se resumen los trabajos sobre induccién
de callo en especies de Zantedeschia.

Cuadro 3. Resumen de las investigaciones sobre la organogénesis indirecta de
alcatraz (Zantedeschia spp).

_ Origen del _ Reguladores de _
Especie Medio o Referencias
Explante Crecimiento
Zantedeschia 6-BA (2.0 mg L)
hybrida "Feng Rizoma MS + ANA (0.1 ~ 0.2 Xiao-chun2010
yang" mg L)
_ Apices
Zantedeschia
. derivados
spp. Sunlight, MS+ 70
_ de brotes de
cv. Chiante, cv. ' a 90 g/l BA(2-3mgL?) Lee & Ko, 2005.
callo
Pink Y sacarosa
brotes
Persuation o
adventicios
_ 24-D (20mg LYy
Zantedeschia Gong, Qu, You,
_ _ BA (2.0 mg L) o
sp. Var "pink Hoja MS Sun & Wang,
_ NAA (20 mgLYy
giant" 2008.
BA (2.0 mg L1).
Zantedeschia  Hoja y MS 6-BA (2.0 mg LY, Chen,Li, Qu &
hybrida rizoma ANA (0.1 mg L'Y)  An,2009.
6-BAP (1-2 mg L),
) Jonytiene,
Zantedeschia _ KIN (1-2 mg L),
o Hoja, Masiene,
aethiopica, _ AlA (0.25; 0.5; 1.0; _
) peciolo y MS Burbulis,
Zantedeschia 2.0 mg L1, IBA
o espata Blinstrubiené,2017
elliottianna (0.25; 0.5; 1.0; 2.0
mg L)
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Segmentos MS 2,4-D (1.0-2.0 mg

Z. aethiopica Nery et al., 2015
nodales L-1)
(BA) (0.0, 0.25,
MS+3%
Brotes 05, 1.0, 15, 2.0,
o _ . sacarosa
Z. aethiopica  obtenidosin 40and6.0 mgL?1) Neryetal, 2018
. y 0.7%
vitro
agar.

0.1 mg L1 (NAA).

2.8.3. Embriogénesis somatica

El desarrollo de una planta con flores comienza con la divisién de un évulo
fertilizado para formar un embrion con una organizaciéon polarizada: la parte
apical del embrién formara el brote, la parte basal, la raiz y el tallo (Roberts,
Alberts, Johnson, Walter & Hunt, 2002). La embriogénesis somatica, reinicia
secuencias de desarrollo embrionario en células desdiferenciadas para generar
estructuras bipolares con una clara distincion entre el meristemo de la raiz y el
del brote (Méndez-Hernandez etal., 2019).

Las etapas ontogénicas de la embriogénesis somatica son iguales a las que se
presentan en embriones cigoéticos, es decir, las etapas globulares, corazon,
torpedo y cotiledonar (Nic-Can et al., 2016). El primer trabajo reportado sobre
embriogénesis somatica en alcatraz se realizé para tres hibridos con explantes
provenientes de rizomas y anteras, sin embargo, la formacion de embriones
somaéticos sélo se logro a partir de segmentos de rizoma. Los mejores resultados
se obtuvieron en medios suplementados con ANA (2.0 mg L 1) y BA (0.6 a 2.0 mg
L-1). La conversién en plantulas normales se logré en medio MS suplementado
con vitaminas, micro y macronutrientes, 1.0 mg L1 2iP, 3% de sacarosa y 0.7%
de agar (Duquenne, Eeckhaut, Werbrouck & Van Huylenbroeck, 2006),
posteriormente se demostrd0 que la combinacion de auxinay citoquinina tiene
efectos positivos tanto en la induccion de callos embriogénicos como en la
formacion de brotes, Han y Kim (2019) cultivaron segmentos de tallo que

contenian meristemos apicales derivados del cultivar “Gag-si” en medio MS,
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obtuvieron un 25% de tasas de induccion de callos embriogénicos amarillos con
el medio MS + 0.5 mg L1 de &cido naftalenacético (ANA)y 1.5 mg L'1de BA. En
los experimentos de regeneracion a partir de callos embriogénicos mediante la
formacién de brotes. el medio MS suplementadocon 0.5 mg L'1de IAAy 2.0 mg
L-1 de BA mostr6 las tasas mas altas, de aproximadamente el 85 ~ 90%, con
respecto a la formacion de brotes. En el cuadro 4 se muestra el resumen de las
investigaciones cobre embriogénesis somética de especies del género
Zantedeschia.

Cuadro 4. Resumen delas investigacionesrelativas a la embriogénesis somatica
de alcatraz (Zantedeschia spp).

Origen Reguladores
Especie del Respuesta Medio de Referencia
Explante crecimiento
Hibridos de Rizomas Embriogén Ms 6-BA, 0.22 Duquenne
Zantedeschia yanteras esis mM TDZ Y Eeckhaut &
spp. 'Captain somatica 10.74 mM  Werbrouck
Tendens', ANA 2006
'‘Majestic Red'
y 'Florex Gold'
Zantedeschia  Peciolo Embriogén MS 0.5 mg L'*de Han & Kim
hybrida esis NAAY1.5mg (2019)
somatica L1 de BA,
con 0.5 mg L-
lde IAAy 2.0
mg L-1de BA
2.9. Cultivo de células en suspension o en medios liquidos.

Las investigacionesrealizadas con alcatraz se han enfocado en la determinacion
de la frecuencia 6ptima de inmersién, la comparacion de Sistemas de Inmersion
Temporal (SIT) con otros sistemas de cultivo como el semisoélido y liquido en
agitacion, el efecto de ciertos reguladores de crecimiento y parametros de cultivo

sobre la calidad de los brotes. Sanchezetal. (2009), obtuvieron un coeficiente de
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multiplicacion de 9.7 brotes por explante, mediante yemas activas obtenidas de
rizoma de Zantedeschia spp utilizando un medio MS modificado con 100 mg L
de mio-inositol, 1 g de tiamina, 4 mg L' de BAP ademas del empleo de
Paclobutrazol a 0.3 mg L1y una frecuencia de inmersién de 4 horas durante 4
minutos. Sanchez et al. (2010), obtuvieron unatasa de multiplicacion de 7.93,

10.66 y 11.30 brotes por explante en un medio MS + 1,2 y4 mg L'1BAy una
frecuencia de inmersién de 4 horas durante 3 minutos, mientras que Ruffoniy
Savona (2005) lograron un coeficiente de 3.44 brotes por explante de Z.
aethiopicalL. Sprengal programar unafrecuenciade inmersiéon de3horas durante
3 minutos con 4 mg L1 BA en un biorreactor RITA ®, el cual es evidentemente

menor en comparacion con los ya mencionados.

2.9.1 Otras aplicaciones de las técnicas in vitro.

2.9.2. Cultivo de embriones cigdticos o germinacion in vitro

El uso de semillas como explante en el cultivo de tejidos ofrece la oportunidad de
seleccionar una caracteristica particular, por ejemplo, floracién temprana,
toleranciaa la sal, a la temperatura o para el desarrollo de clones mejorados. La
clonacién de plantulas provenientes de semillas de germinacion temprana de Z.
aethiopica ‘Green Goddess’ y sometidas a diferentes temperaturas ambientalesy
concentraciones de sal (NaCl) en el medio resultd en el crecimiento y floracion
temprana de las mismas, los individuos que se obtuvieron tempranamente a
bajas temperaturas tuvieron un mayor crecimiento a temperaturas nocturnas mas
bajas que las germinadas a altas temperaturas. Los clones seleccionados
después de la germinacion a niveles mas altos de cloruro de sodio (NaCl)
alcanzaron un mayor crecimiento en medios que contenian sal que los que
germinaron en medios sin sal (Ngamau, 2008)

Enla germinacion invitro influyen factores como el medio de cultivo, el estado de
madurez de la semilla, temperatura, la concentracion de agar y sacarosa. La
germinacién temprana se puede dar a 20 °C, pero las tasas de germinacién mas
altas se pueden presentara 14 °C (Ngamau, 2001). Se sabe que reguladores del

crecimiento como las giberelinas estimulan la germinacion de las semillas, Nery
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et al. (2015) observaron el efecto de cinco nivelesde AG3 (0.0, 0.2, 0.4, 0.6y 0.8
mg L1) sobre la germinacién de semillas de frutos maduros e inmaduros de Z.
aethiopica cultivadas en medio MS y WPM y obtuvieron un porcentaje de
germinacion del 33% en medio WPM para semillas de frutos inmadurosy 24%
para frutos maduros en medio MS vy utilizando semillas inmaduras (20%) o

maduras (10%), se obtuvieron con 0.8 0 0.2 mg L1 de AGs, respectivamente.

2.9.3 Floracion in vitro.

Los reguladores de crecimiento intervienen en procesos importantes como los
patrones de crecimiento de la planta, influye en la floracidn, senescencia, entre
otros procesos (Brukhin & Morozova, 2011). Naor, Kigely Ziv (2004), investigaron
el control hormonal de la induccion floral y el desarrollo de la inflorescencia in
vitro en plantas de dia neutro de Zantedeschia spp. Ellos estudiaron los efectos
de las giberelinas (GAs, 5.8-2900 M) y de la citoquinina benciladenina (BA, 0.4-
13.3 M) sobre el desarrollo de las inflorescencias en plantulas regeneradas en
cultivo de tejidos, determinaron que la presencia de giberelinas fue obligatoria
para el paso de la fase vegetativa a la reproductiva. El desarrollo de la
inflorescenciaen layema apical se observé al cabo de 30-50 dias en las plantulas
tratadas con &cido giberélico (AGs) cultivadas in vitro, empero, observaron
inflorescencias con flores femeninasy masculinas incompletas, con BA no tuvo
efecto sobre la induccion de la flor, pero, en presencia de AGs, la BA en
concentraciones de hasta 4.4 M potencié la diferenciacién de la inflorescencia.
Concluyeron queeliniciode la iniciacion floral no esta influenciado por estimulos
ambientales. Naor et al. (2005) corroboraron que el AGztiene una accion dual en
el proceso de floracién: induccion de la diferenciacion de la inflorescencia y
promocion de la elongacion del tallo floral e infirieron que el patron de floracion
podria ser resultado de un gradiente en la distribucion de giberelinasy que este
gradiente a lo largo de los ejes del tubérculoy del brote esta probablemente
controlado por la dominancia apical de la yema primaria. En el cuadro 5 se

resumen las dos investigaciones sobre floracion in vitro.
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Cuadro 5. Resumen de las investigaciones relativas a la floracion in vitro de
alcatraz (Zantedeschia spp).

Origen
Especie del Med Regula_ld(_)res de Referencias
0 Crecimiento
Explante
Za”tides‘:h'a Yg‘z‘grsn ‘;e MS  AGs, BA, AG1 Y AG4 Naor et al.,
pp. 2004
Plantulas
de
Z. rehmar_m Zantedes BA (1.3 mM) y AGs Naor, Kigel &
Engl. hybrid chiacv. MS (200 mg L-Y) Ziv. 2005
"CallaGold" CG 9 !
cultivados
in vitro.

Conclusiones

El cultivo de tejidos es una técnica importante en la propagacién masiva de
plantas clonales libres de patbgenosy el mejoramiento genético de las especies
gue conforman el género Zantedeschia. El tipo de explante, medios de cultivo y
reguladores del crecimiento, promueven el proceso de desdiferenciacién de las
célulasy a pesar del riesgo de contaminacion enddgena, el rizoma predomina
como el origen de explantes, esto por su capacidad organogénica de generar
tanto brotes multiples como embriones somaticos y a su vez estas vias son
afectadas por factores externos como la luz y la temperatura, concentracion de
carbohidratos en el medio de cultivo que son determinantes para procesos como
la desdiferenciacion, la multiplicacion de brotes, la formacién de raices y la
floracién. Esto ultimo, permitira estudiar a fondo la induccion, iniciacién y
desarrollo de inflorescencias de otras especies del género. La embriogénesis
somética es una via de regeneracion poco explorada para la multiplicacién de
alcatraz, esto se convierte en unaventanade oportunidad para investigaciones

futuras.
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3. CONTROL DE MICROORGANISMOS PATOGENOS EN EL CULTIVO
DE TEJIDOS DE ALCATRAZ (Zantedeschia aethiopica L. Spreng)

RESUMEN

En la actualidad la produccién global de alcatraz (Zantedeschia aethiopica L.
Spreng) se ha visto mermada por la presencia de diversas enfermedades entre
las que se destacan, la pudricién blanda, propiciada principalmente por bacterias
del género Pectobacterium. Esta enfermedad también impacta en el cultivo de
tejidos por lo que se condujeron una serie de ensayos para disefiar un protocolo
de control de microrganismos patégenos con base en la deteccion e identificacion
de hongos, bacterias y virus. Se realizaron nueve bioensayos en el
establecimiento aséptico de explantes de los cultivares Deja vu y Utopia con
diferentes niveles de desinfestantesy antibiéticos para tres tipos de explante
provenientes del rizoma, dos de los cuéles se establecieron con un disefio
completamente al azar con arreglo factorial. El primer disefio consistié en
pretratamientos como agrimicyn (2 g L'1) + benomilo (2 g L'1), kasugamicina (1.5
ml L1) y agua caliente (50°C) para explantes de regiéon basal de rizoma (Rb),
region terminal de rizoma (Rt) y yemas adventicias (Y) mientras que en el
segundo disefio los tratamientos se basaron en la aplicacién de Plant
Preservative Mixure® (PPM) (2.5%, 5% y 6%), Nitrato de plata (80 mg L1) y
agrimicyn (2 g L'1) + benomilo (2 g L) Gnicamente para yemas adventicias. Se
realizo un andlisisde la varianzano paramétrica con la pruebade Kruskaly Wallis
para los datos con distribucién binomial y una prueba de comparacion de media
Tukey (p=<0.05). Los resultados mostraron que agrimicyn (2 g L) + benomilo (2g
L-1) redujo en un 100% la contaminaciéon endéfita por hongos y bacterias (P<0.05)

en explantes provenientes de rizoma para los cultivares Deja vi y Utopia.

Palabras clave: Pectobacterium, pudricion blanda, ‘Deja vU’, ‘Utopia’
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CONTROL OF PATHOGENIC MICROORGANISMS IN CALLA LILY
(Zantedeschia aethiopica L. Spreng) TISSUE CULTURE

ABSTRACT

Currently, the global production of calla lily (Zantedeschia aethiopica L. Spreng)
has been decresed by presence of several diseases, among them soft rot
highlights, caused mainly by bacteria of the genus Pectobacterium. This disease
impact on the tissue culture too, so a series of tests were conducted to design a
protocol for the control of pathogenic microorganisms based on the detection and
identification of fungi, bacteria and viruses. Nine bioassays were conductedin the
aseptic establishment of explants of the cultivars "Deja vu" and "Utopia" with
differentlevels of disinfectants and antibiotics for three types of explants from the
rhizome, two of them were established with a completely randomized design with
factorial arrangement. The first design consisted of pretreatments such as
Agrimicyn (2 g L'1) + Benomyl (2 g L'1), Kasugamycin (1.5 ml L'1) and hot water
(50°C) for explants from rhizome basal region (Rb), rhizome terminal region (Rt)
andadventitiousbuds(Y), inthe second design the treatments were based on the
application of Plant Preservative Mixure® (PPM) (2. 5%, 5% and 6%), Silver
Nitrate (80 mg L) and Agrimicyn (2 g L) + Benomyl (2 g L-!) for adventitious
buds only. A nonparametric analysis of variance was performed with the Kruskal
and Wallis test for data with binomial distribution and a Tukey mean comparison
test (p<0.05). The results showed that Agrimicyn (2 g L'1) + Benomyl (2 g L)
reduced fungal and bacterial endophytic contamination by 100% (p<0.05) in

explants from rhizome for the cultivars 'Deja vu' and 'Utopia’.

Key words: Pectobacterium, soft rot, ‘Dejavu’, ‘Utopia’
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3.1 Introduccion

El alcatraz (Zantedeschia aethiopica (L) Spreng), es una planta ornamental
originaria de Africa, forma parte de la familia Araceae y es unade las flores mas
apreciadas (Nery et al., 2015), sin embargo, la produccién se ha visto mermada
por patdgenos asociados a la pudricién blanda. Gracias a la deteccion e
identificacion de patdégenos se sabe que los causantes de esta enfermedad
abarcan una amplia gama de microorganismos que incluyen en el caso de las
bacterias a Pectobacterium carotovorum sbps carotovorum principalmente
(Wright, 1998), Pseudomonas marginalis, Pseudomonas putida (Krejzar, et al.,
2008), Pseudomonas veronii, Chriseobacterium indologenes (Mikicinski et al.,
2010), Xanthomonas campestris pv zantedeschiae (Joubert & Truter, 1972),
Pectobacterium chrysantemi (Lee., Chen & Chang, 2002), Pectobacterium
zantedeschiae (Waleron et al., 2019) y a Pectobacterium aroidearum (Chen, Lin,
& Huang, 2020), en cuanto a hongos se han asociado Phytophtora spp (Paredes,
2006), Rhizoctonia, Phytium (Wright, 1998), Fusarium oxisporum y Fusarium
solani (Ciampi et al., 2009), los sintomas de esta enfermedad comienzan con un
escaso crecimiento, amarillamiento en hojas, lesiones acuosas que aparecen en
elrizomay en la base de los tallos, si laenfermedad progresa, el tejido del rizoma
comienzaa tomar un aspecto macerado, las hojasy espata finalmente colapsan

y la planta completa muere (Wright, 1998).

Las especies del género Zantedeschia también son hospederosde virus como el
virus del mosaico de la calabaza (CMV) (Mokra & Gotzova 1992), virus del
mosaico de konjac (KoMV), virus de mosaico amarillo del frijol (Pham, Langeveld,
Lemmers & Derks, 2000), virus de mosaico de Zantedeschia (ZaMV) (Kwon, Ha,
Yoon & Ryu, 2002), el virus del moteado del clavel (CarMV), virus del mosaico
del nabo (TuMV), virus moteado plateado de la sandia (WSMoV) y virus Dasheen
(DsMV) (Chen, Ko, Lin, Jan & Hsu 2003) y el virus del mosaico suave de
Zantedeschia (ZaMMV) (Rizzo et al., 2015).

Debido a los dafios causados por pudriciones del rizoma se registraron pérdidas
a nivel mundial hasta del 100 % en campo durante la década de 1980 (Vanneste,
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1996 en Mikicinski et al., 2010), mientras que en México se determind que en
Veracruz existen zonas de produccion contaminadas con bacterias causantesde
esta enfermedad cuyas pérdidas fueron del 90 % por lo que el cultivo se considerd
en estado critico (Garcia Lépez, 2010). Para Veracruz, la horticulturaornamental
es una actividad que se realiza para mas de 40 especies en 19 municipios
(Gonzéles, Espinoza & Torres, 2007). Dada la alta infeccién de plantas debido
principalmente a Pectobacterium carotovorum el cultivo de tejidos se vislumbré
como una via adecuada para obtener clones libres de enfermedades (Chen et
al., 2000).

Las primeras etapas del cultivo de tejidos son cruciales para el control de los
microorganismos patdgenos, sin embargo, hasta el momento no hay métodos
efectivos para controlar la contaminacion endéfita causada por bacterias de la
familia Pectobacteriaceae (Wolf et al., 2021). Por esto, se planteo el presente
estudio cuyo objetivo fue determinar un esquema Optimo de control de
microrganismos patégenos en cultivo in vitro de los cultivares de alcatraz o arum
lily ‘Utopia’ y ‘Deja vd’ (Zantedeschia aethiopica L. Spreng) con base en el

diagnastico fitosanitario previo al establecimiento.

3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Ubicacion dela fase experimental

Esta investigacion se realizé en las instalaciones del Laboratorio de Cultivo de
Tejidos del Departamento de Fitotecnia de la Universidad Autbnoma Chapingo,y

el manejo del material donante se realiz6 en el invernadero del laboratorio.

3.2.2. Material vegetal

Se utilizaron los cultivares Deja vu (Cruz-Castillo & Torres, 2017), Utopia (Cruz-
Castillo, 2022), Seleccién 1 y Seleccion 2 pertenecientes a la especie
Zantedeschia aethiopica L. Spreng como fuente de explante. El material vegetal

fue proporcionado por el Dr. Juan Guillermo Cruz Castillo, profesor investigador
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del Centro Regional Universitario de Oriente (CRUO) de la Universidad

Autonoma Chapingo.
3.2.3. Deteccion de microorganismos patégenosy virus

Se seleccioné unaplantade cada seleccion de alcatraz (Zantedeschia aethiopica
L. Spreng); ‘Utopia’, ‘Deja vu’, ‘Seleccion 1’ y ‘Seleccion 2’, con sintomas de
amarillamiento en hojasy pudricion en laperiferiadel rizoma, estas plantasfueron
llevadas al Laboratorio de Diagndstico Fitosanitario (LADIFIT) del Colegio de
Posgraduados campus Montecillo, para la deteccion e identificacion de hongos,

bacterias y virus.

3.2.4. Etapa 0: Manejo de la planta donante.

Se recibieron cuatro plantas de cada seleccién de alcatraz y se mantuvieron en
vivero durante seis meses en los que se ejecutd un programa de manejo
fitosanitario previo al cultivo in vitro (Cuadro 6). Cada aplicacion se realizd
nivelando el pH del agua a 5.5 con la ayuda de un potenciometro digital portatil a
prueba de aguamarca Hanna® previamente calibrado, en todas las aplicaciones
se afiadidé Inex-A ® como surfactante. Se procurd que el pH final estuviera en un
rangode 5.5 a 6.5.

Cuadro 6. Programa de manejo fitosanitario en plantas de alcatraz (Zantedeschia
aethiopica L. Spreng) previo al cultivo de tejidos

) Frecuencia
Ingrediente Enfermedad _ Forma de
Producto _ Dosis o de
activo o plaga aplicacién L
aplicacién
Estreptomicina o
. Pudricién , 2 veces por
Agrimicyn  + 2g Lt En el riego
) o blanda semana
Oxitetraciclina
. . Pulgén Aspersion 1 vez por
Beleaf Flonicamid ' 05¢glL? .
Trips foliar semana
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Las plantas se traspasaron a un sustrato inerte compuesto de p eat moss y
agrolita a unaproporcion 2:1, respectivamente. Durante el manejo de la plantaen
vivero se observé sintomas de pudricibn del rizoma que comenzd con
amarillamiento en las hojas jovenes, escaso crecimiento de las espatas y
deficiente apertura que culminé en marchitamiento, los peciolos se volvieron
acuosos en la base de la plantay finalmente la planta completa colapso por lo
que el diagnéstico fitosanitario previo al cultivo de tejidos cobré mayor

importancia.

3.2.5. Etapa 1: Estrategias de control de microorganismos fitopatégenos
en el establecimiento

Se realizé unaserie de bioensayos enfocados en el control de hongosy posibles
bacterias sistémicas, los ensayos se llevaron a cabo en el Laboratorio de Cultivo
de Tejidos Vegetales del Departamento de Fitotecnia de la Universidad
Auténoma Chapingo. En los bioensayos 1-7 se utiliz6 la variedad Deja vi como
fuentede explanteya que se contabacon la mayor cantidad de plantas, mientras
que en los bioensayos 8 y 9 se seleccionaron plantas tanto del cultivar Deja v
como Utopia. Las variables que se observaron fueron las tasas decontaminacion
por hongos y bacterias. Para diferenciar los (hongos y bacterias),se tomaron
como caracteristicas generales la presencia de micelio para el caso de hongos,

y pudricion acuosa del tejido con olor fétido para bacterias.

Los resultados de los primeros siete bioensayos se analizaron con el paquete
estadistico Excel ® 2010 y se obtuvieron porcentajes de contaminacién por
hongosy bacterias en tejido de yemas (Y), region basal (Rb) y region terminal

(Rt) al ser incubados bajo luzy oscuridad.
3.2.6. Medio de cultivo

En todos los bioensayos se utilizé un medio de cultivo basico compuesto de sales
Murashige y Skoog (MS) al 100 %, 0.40 mg L-*de mioinosito, 60 mg L1de L-
cisteina, 5.2 g L1 de Phytagel ® y 3 % de sacarosa. Se ajus6 el pH a 5.7 + 0.1.
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La esterilizacion se realiz6 en autoclave a 120 °C de temperatura y 15 kg cm?

durante 20 minutos.

3.3. Establecimiento aséptico

3.3.1. Bioensayo 1

Se usode un esquema basico de desinfestacion para tres tipos de explante del
cultivar Deja vu: yemas de rizoma (Y), segmentos de region basal (Rb) (abaxial)y
region terminal (Rt) (adaxial) de la parte medular del rizoma (Figura 2). Se
escogieron plantas visualmente sanas, de seis meses de edad, es decir, en etapa
vegetativa, el primer paso consistié en retirar las hojas y raices con un bisturi
seguido de un lavado vigoroso con detergente + Tween 20 y agua corriente y se
disectaron las partes vegetales ya mencionadas. En la camara de flujo laminar,
los explantes se sumergieron en una solucion de etanol al 70 % (v/v) durante un
minuto seguido de inmersion en hipoclorito de sodio (NaOCI) al 10 % (v/v) 15
minutosy finalmente se enjuagaron tres veces con agua estéril. El tejido medular
aislado se disecto en explantes de 0.5 cm de didmetro y 0.5 de largo, en total se
obtuvieron 40 explantes de Rb, 20 de Rt y 20 yemas los cuales se establecieron
en frascos Gerber ® (3-5 explantes por frasco). Los explante sembrados se
distribuyeron dela siguiente manera; 13 provenientes de Rb, 10 de Rty 10 yemas
se colocaron bajo luz con un fotoperiodo de 16 horas de luzy 8 de oscuridad, en
tanto, 14 explantes de Rb en oscuridad, 10 de Rt y 10 yemas estuvieron
totalmente en oscuridad. El periodo de evaluacién de la contaminacién fue de
siete dias después del establecimiento (DDE). Las muestras se distribuyeron en

un disefio completamente al azar.
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Hipoclorito de

0,
I?ava)do con agua y Etanol. al 70% 1 sodio al 10% 15
jabdn + Tween 20 minuto .
minutos
b o b _ A _
' y i y
Triple enjuague con
Siembra agua estéril en
camara de flujo
laminar
L L

Figura 2. Esquema de desinfestacion del primer bioensayo para explantes de
Region terminal (Rt), Region basal (Rb) y Yemas (Y) de rizoma pertenecientes a
Zantedeschia aethiopica L. Spreng.

3.3.2. Bioensayo 2

En este bioensayo, se utilizé un disefio completamente al azar. Se utilizé Captan
50 WP ® (I. A. carboxamida) al 4 % como fungicida sistémico y se cambi6 el
NaOCI por hipoclorito de calcio (Ca (OCl)2) al 2 % (Figura 3), los esquemas de
desinfestacion se aplicaron a las yemas mientras que explantes de Rb y Rt se
trataron con el primer esquema. Se generaron 19 explantes de Rb, 10 de Rty 16
yemas, para Rb y Rt el tamafio de los explantes fue de 0.5 cm de diametroy 0.5
cm de largo. Los explantes se establecieron en tubos de ensayo, cada tuvo se
consideré como unaunidad experimental. Las yemas disectadas se dejaron en
la solucion con Captan en el agitador durante 12 horas, posteriormente, en la
camara de flujo laminar los explantes se sumergieron en la solucién de etanol al
70 % (v/v) durante un minuto seguido de inmersion en hipoclorito de calcio (Ca
(OCl)2) al 4 % (p/v) 15 minutos y finalmente se enjuagaron tres veces con agua
estéril. Se incubaron 9 unidades experimentales de Rb, 5 de Rty 8 yemas bajo
un fotoperiodo de 16 horas luz/8 de oscuridad y en completa oscuridad se

incubaron 10 unidades de Rb, 5 de Rty 8 yemas.
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Lavado con Captanal 4%
aguay jabodn + en agitacion 12 Alcohol al 70%
Tween 20 horas
. a A ! b !
{8 F fie
Triple . .
Siembra enjuague con H|poc.Ior|to;:Ie
. calcioal 2%
agua estéril
b 3 - 3 -

Figura 3. Esquema de desinfestacion del segundo bioensayo
para yemas (Y) de rizoma pertenecientes a Zantedeschia
aethiopica L. Spreng.

3.3.3. Bioensayo 3

En el bioensayo 3 (Figura 4), los esquemas de desinfestacién se aplicaron
Unicamente a las yemas, para explantesde Rby Rt el esquema que se utilizé fue
el del bioensayo 2. En total se disectaron 41 explantes de Rb de 0.5 cm de
diametro y 0.5 de largo, 24 de Rt, 46 yemas las cuales se establecieron con un
disefio completamente al azar. Los explantes se sumergieron en una soluciénde
etanol al 70 % (v/v) durante un minuto seguido de inmersion en Hipoclorito de
calcio (Ca (OCl)2) al 4 % (p/v) 15 minutos y después se dejaron en la solucién con
Captan en el agitador durante 12 horas y ya en la camara de flujo laminar se
procedio al triple enjuague. Cada yema se establecié en un tubo de ensaye, la
mitad de las muestras se incubaron en la oscuridad y el resto se mantuvo en
iluminacion con un fotoperiodo de 16 horas de luzy 8 de oscuridad.
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Lavado con Hipocloritode Captan al 4%
0
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Figura 4.Esquema de desinfestacion del tercer bioensayo para
Yemas (Y) de rizoma pertenecientes a Zantedeschia aethiopica L.
Spreng.

3.3.4. Bioensayo 4

En el bioensayo 4 se involucré elusode Agrimycin® (I.A. estreptomicina al 2.19 %
+ oxitetraciclina al 0.235 %), los tejidos de Rb, Rty Y pasaron primero por la
solucién de etanol al 70 % (v/v) durante un minuto seguido de inmersion en
peroxido de hidrogeno (H202) 10 % (v/v) 15 minutos seguido del triple enjuague
en la camara de flujo laminar (Figura 5). Este establecimiento se realizé con un
disefio completo al azar. La mitad de las muestras se incubaron en la oscuridad
y el resto se mantuvo en iluminacion con un fotoperiodo de 16 horasde luzy 8

de oscuridad.

- e , fre —— — ==
Lavado con agua Perdoxido de

B Alcohol al 70% 1 .
y jabdn + Tween minuto hidrogeno al
20 10% 15 minutos

' I'd I'd
Agrimicyna 2 g
L™ en agitacién
durante 12 horas

Triple enjuague

Siembra -
con agua estéril

-4

Figura 5. Esquema de desinfestacion del cuarto bioensayo para
explantes de Regién terminal (Rt), Region basal (Rb) y Yemas (Y)
de rizoma pertenecientes a Zantedeschia aethiopica L. Spreng.
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3.3.5. Bioensayo 5

Para este bioensayo, se afiadio un antibiéticoen medio de cultivocon lafinalidad
de eliminar bacterias enddfitas en el tejido, se prepar6é un medio MS (Murashige
& Skoog) al 4.3 %, 100 mg L-1de mioinositol, 60mg L-1de L- cisteina, sacarosa al
3%y5.2glLldePhytagel®. El pH del medio se ajusté a 5.7 +0.01 y se esterilizé
en autoclave a unatemperatura de 120°C y unapresion de 15 kg cm? durante 20
minutos, una vez transcurrido el tiempo de esterilizacién, se agregdé 80 mg L1
(p/v) de Bactrim (I. A. sulfametoxazol), para esto, el antibi6tico se disolvié en agua
estéril y se filtr6 en el medio con un filtro milipore de 0.22 y, finalmente se sirvio

20 ml de medio en tubos de ensayo.

En total se obtuvieron los siguientes explantes: 12 segmentos de 0.5 cm de
didmetro y 0.5 cm de largo provenientes de Rb, 15 de Rt con las mismas
dimensionesy 13 yemas, la siembra se establecioé con un disefio completamente
al azar. Los explantes disectados pasaron primero por la solucién de etanol al
70 % (v/v) durante un minuto seguido de inmersion en Peréxido de hidrégeno
(H202) al 10 % (v/v) durante 15 minutos, y se sembré en el medio con antibiético
en el cual permanecieron 24 horas (Figura6). Posteriormente, se traspasaron en
el medio sin reguladores de crecimiento. Se establecio un explante por tubo de
ensayo, cada tubo represent6 una unidad experimental, 6 unidades de tejido de
Rb, 8 de Rty 7 de yemas se incubaron en iluminacién con un fotoperiodo de 16
horas de luzy 8 de oscuridady el resto de las muestras se colocaron en completa
oscuridad.

i, ™

Peréxidode Bactrimicin a 80

Lavado con agua
yjabdn + Tween Alcorr;c;Lz:jltzo%l hidrégeno 15 mgL'enel
20 minutos medio 24 horas

b L . b

Triple enjuague

Siembra con agua estéril

b b

Figura 6. Esquema de desinfestacion del quinto bioensayo para explantes de
Region terminal (Rt), Region basal (Rb) y Yemas (Y) de rizoma pertenecientes
a Zantedeschia aethiopica L. Spreng.
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3.3.6. Bioensayo 6

En este bioensayo los explantes se sumergieron en etanol al 70 % durante un
minuto seguido de Ca (OCl)2 al 2 % (p/v) durante 15 minutos, después se
colocaron en bafiode agua caliente a 50°C durante 10 minutos, unamodificacion
del método utilizado por Hashemidehkordi etal. (2021), la temperatura se aibcon
un termoémetro digital marca Waterproof ® (Figura 7). Al final de la siembra se
obtuvieron 20 explantes de laregion basal (Rb), 20 de laregion terminal (Rt) y 14
yemas (Y), de estos, 10 explantes de Rb, 10 de Rty 7 yemas se incubaron bajo
iluminacién con un fotoperiodo de 16 horas de luzy 8 de oscuridad mientras que
el resto se dejo completamente en la oscuridad. El disefio utilizado fue

completamente al azar.

Hipoclorito de
calcio al 2%
durante 15 minutos

Lavado con agua y Etanol al 70% 1
jabdn + Tween 20 minuto

b A b ~ AN

.f y i y i
Triple ejuague con

agua estéril en
cdmara de flujo

laminar.
b =4 h e b B

Figura 7. Esquema de desinfestacién del sexto bioensayo para
explantes de Region terminal (Rt), Region basal (Rb) y Yemas (Y) de
rizoma pertenecientes a Zantedeschia aethiopica L. Spreng

agua caliente a 50°
C durante 10
minutos

Siembra

3.3.7. Bioensayo 7

Se aplico la misma modificacion del método empleado por Hashemidehkordi et
al. (2021) pero difiere del bioensayo 6 en el orden de los pasos, primero los
explantes pasaron por el bafio de agua calientey después por el Etanoly el Ca
(OCl)2 (Figura 8). Se obtuvieron 20 explantes de la regién basal (Rb), 20 de la
region terminal (Rt) y 14 yemas (Y), de estos, 10 explantesde Rb, 10 de Rty 7

yemas dispuestas completamente al azar. Se incubaron bajo iluminacién con un
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fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 de oscuridad mientras que el resto se dejé

completamente en la oscuridad.

Ie N Ie

Lavado con aguay Agua caliente a 50° C Alcohol al 70%
jabon + Tween 20 durante 10 minutos durante 1 minuto

Ie N ( Y r Y

Hipoclorito de calcio
al 2% durante 15
minutos

Triple enjuague con

Siembra -~
agua estéril

Figura 8. Esquemade desinfestacion del séptimo bioensayo para explantes de
Regién terminal (Rt), Regién basal (Rb) y Yemas (Y) de rizoma pertenecientes a
Zantedeschia aethiopica L. Spreng.

3.3.8. Bioensayo 8

Se seleccionaron Unicamente explantes de los cultivares Utopia y Deja v, los
tejidos de yemas (Y), region basal (Rb) y region terminal (RT) del rizoma se
lavaron con agua y jabén + Tween 20 ®, en este ensayo se utilizaron18
tratamientos que involucraron la aplicacion de agrimycin ® (2 g L) + benomilo
® (2 g L1) como bactericiday fungicidarespectivamente (Figura 9), agua caliente
al inicio del tratamiento, pero con una disminucién de 10°C para evitar el
necrosamiento del tejido de RT por efecto del calor (Figura 10) y se implemento
Kasugamicina®, un bactericida biolégico derivado de Streptomices kasugaensis

(Figura11) que no hasido evaluado en el cultivo in vitro del alcatraz.

El ensayo se establecié con un disefio experimental completamente al azar
(DCA) con arreglo factorial de tres factores, tres niveles para el factor cultivar,
tres niveles para el factor Método de control de contaminantes y dos niveles para
el factor explante, dando como resultado 18 tratamientos con 6 repeticiones, es
decir, 108 unidades experimentales, cada unidad consistié en un tubo de ensaye
con un explante de 0.5 cm de diametro y 0.5 cm de largo en el caso de Rb y Rt.

En el cuadro 7 se muestran los tratamientos empleados en este ensayo. Las
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muestras permanecieron Unicamente bajo iluminacion con un fotoperiodo de 16

horas de luzy 8 de oscuridad. Los datos se analizaron con el paquete estadistico

Infostat ®, un analisis Kruskall y Wallis para el anélisis de la varianza no

paramétrica y una prueba de comparacion de medias Tukey (P<0.05).

Cuadro 7. Tratamientos aplicados en el octavo bioensayo de control de
patdgenos en el establecimiento de Zantedeschia aethiopica L. Spreng.

Método de control de

Tratamiento Cultivar ) Explante
contaminantes
Agrimicyn (2 g L'1) +
T1 Deja vu J y el Rb
Benomilo (2 gL1)
Agrimicyn (2 g L'Y) +
T2 Deja vu J y @al?) Rt
Benomilo (2 g L)
Agrimicyn (2 g LY) +
T3 Deja vu J y @al?) Yemas
Benomilo (2 g L)
. Kasugamicina (1.5ml
T4 Deja vu Rb
L-1)
) Kasugamicina (1.5ml
T5 Deja vu Rt
L-1)
o Kasugamicina (1.5ml
T6 Deja vu Yemas
L-l)
_ Bafio de agua
T7 Deja vu _ Rb
caliente (40°C)
o Bafio de  agua
T8 Deja vu ) Rt
caliente (40°C)
o Bafio de  agua
T9 Deja vu ) Yemas
caliente (40°C)
Agrimicyn (2 g LY) +
T10 Utopia J y @al?) Rb
Benomilo
Agrimicyn (2 g L'1) +
T11 Utopia J yn gL

Benomilo (2 g L)
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Agrimicyn (2 g L'Y) +

T12 Utopia _ Yemas
Benomilo (2 g L)
) Kasugamicina (1.5ml
T13 Utopia Rb
L)
) Kasugamicina (1.5ml
T14 Utopia Rt
L)
] Kasugamicina (1.5ml
T15 Utopia Yemas
L)
] Bafio de  agua
T16 Utopia _ Rb
caliente (40°C)
] Bafio de  agua
T17 Utopia ) Rt
caliente (40°C)
] Bafio de  agua
T18 Utopia ) Yemas
caliente (40°C)
e s i
Lavado con aguay Alcohol al 70% 1 Peroxido de
. . hidrégeno al 10% 15
jabén + Tween 20 minuto Minutos
Solucién de
Siembraen cdmara Triple ejuague con Agrimicyn +

estéril

agua estéril

benomilo(2gL?)en
agitacion 12 hotas

Figura 9. Esquema de desinfestacion con Agrimicyn (2 g L-1) + benomilo (2 g
L-1) del octavo bioensayo para explantes de Region terminal (Rt), Regién basal
(Rb) y Yemas (Y) de rizoma pertenecientes a Zantedeschia aethiopicaL.Spreng.
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. szad.ggg:_l_ Alcohol al 70% Hipoclorito de
gTwZén 20 1 minuto calcio al 2%
p - /
| Triple ejuague | . |
Siembra con agua agua:gllcéntea
estéril
po : - ' A !

Figura 10. Esquema de desinfestacion con agua caliente (40 °C) del octavo
bioensayo para explantes de Region terminal (Rt), Region basal (Rb) y Yemas (Y)
de rizoma pertenecientes a alcatraz (Zantedeschia aethiopica L. Spreng).

Lavado con agua y jabdn 0 . Peréxido de hidrégeno
+Tween 20 Alcohol al 70% 1 minuto (H202) al 10%
- p A X
l,/ B l,/ =N l,/ =N
Inmersion 12 horas en
Siembra en camara Triple ejuague con agua agitacion en Solucion de
estéril estéril Kasugamicina 1.5 ml L-1

+1ml Lldelnex A

Figura 11. Esquemade desinfestacion con kasugamicina (1.5 ml L-1) del octavo
bioensayo para explantes de Region terminal (Rt), Region basal (Rb) y Yemas
(Y) de rizoma pertenecientes a Zantedeschia aethiopica L. Spreng.

3.3.9. Bioensayo 9
Para el ultimo ensayo las estrategias se basaron en el uso de Plant Preservative
Mixture™ (PPM) (Figura 12), un agente para el control de la contaminacién

causada por bacterias sistémicas utilizado con éxito en el cultivo in vitro para la
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erradicacion de Sphingomonas paucimobilis en Petunia hybrida (Miyazaki, Tan &
Errington, 2010), Agrimicyn en sinergia con benomilo (benlate) para disminuirla
contaminacién enddfitade yemas (Y) de los cultivares Utopia y Deja va (Figural3)
ademas de nitrato de plata AgNOs con modificaciones del método de Mori, Kubo,
Mimura y Yamaguchi (1999) (Figura 14), se adicion6 Inex A ® (1 ml ~1) como
surfactante para mejorar la dispersion de los productos en el tejido vegetala los

tratamientos con Nitrato de plata y Agrimicyn (2 g L'1) + benomilo (2 g LY).

El ensayo se establecid con un disefio experimental completamente al azar
(DCA) con arreglo factorial de 2 factores; cultivar como primer factor con dos
nivelesy como segundo factor el método de control de contaminantes con cinco
niveles, es decir, 10 tratamientos con 5 repeticiones, dando como resultado 50
unidades experimentales, cada unidad experimental consistié en un tubo de
ensayocon un explantede 0.5 cm de diametro y 0.5 cm de largo, los tratamientos
aplicados se resumen en el cuadro 8. Aligualque en el bioensayo 7, las muestras
permanecieron Unicamente bajo iluminacion con un fotoperiodo de 16 horas de
luz y 8 de oscuridad. Los datos de la variable “tasa de contaminacién” se
analizaron con el paquete estadistico Infostat ®, se realizé un analisis Kruskally
Wallis para el andlisis de la varianza no paramétrica y una prueba de
comparaciéon de medias de Tukey (P<0.05).

Cuadro 8. Tratamientos aplicados en el noveno bioensayo de control de
patdgenos en el establecimiento de Zantedeschia aethiopica L. Spreng.

Método de control

Tratamiento Cultivar Dosis
de contaminantes
T1 Utopia PPM 25 %
T2 Utopia PPM 5%
T3 Utopia PPM 6 %
T4 Deja vu PPM 25 %
T5 Deja vu PPM 5%
T6 Deja vu PPM 6 %
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Agrimicyn +

T7 Utopia . 2gL?
Benomilo
T8 Utopia Nitrato de plata 80mg L1
o Agrimicyn +
T9 Deja v . 2gL?
Benomilo
T10 Deja v Nitrato de plata 80mg L1

-én -

Figura 12. Esquema de desinfestacion con Plant Preservative Mixture® (PPM)
del noveno bioensayo para Yemas (Y) de rizoma pertenecientes a Zantedeschia
aethiopica L. Spreng.
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Peroxido de

0,
I..ava,do con aguay AIcoho‘I al 70% 1 hidrégeno al 10% 15
jabén + Tween 20 minuto .
minutos
p oy A vy X
> r \ Ve ,
Solucién de Agrimicyn
Siembraen cdmara Triple ejuague con +benomilo(2gL-1) +
estéril agua estéril InexA(1ml-1)en
agitacion 12 hotas
\ v A ' (8

Figura 13. Esquema de desinfestacion con Agrimicyn (2g L) + Benomilo (2 g L)
del noveno bioensayo para Yemas (Y) de rizoma pertenecientes a Zantedeschia
aethiopica L. Spreng.

7~ , , . Ve = ~

Lavado con aguay Alcohol al 70% 1 . Pe,rOX|do de
. . hidrégeno al 10%
jabon + Tween 20 minuto .
15 minutos
& 4 pu o \ S
I'd y 'd . I'd y
Solucion de AgNO3
Siembraen cdmara Triple ejuague con (80 mg L) +Inex A
estéril agua estéril (1 mlL?) durante 15

minutos.

Figura 14. Esquema de desinfestacion con Nitrato de plata (80 mg L-1) del noveno
bioensayo para Yemas (Y) de rizoma pertenecientes a Zantedeschia aethiopica L.
Spreng.

3.4. Resultadosy discusion
3.4.1. Diagndéstico fitosanitario
En rizomas con sintomas de pudricion, los andlisis de laboratorio arrojaron la
presencia de Fusarium solani y Alternaria sp en el cultivar Utopia, Fusarium
oxysporum en ‘Deja vU’, en la ‘Seleccion 1’ se detectd Fusarium oxysporum,
Rhizoctonia sp y Alternaria sp; finalmente en la ‘ Seleccion 2’ se encontré a

Phytium, Fusarium oxysporum, Alternaria sp y Rhizopus sp, estos datos se
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concentran en el cuadro 9. En los resultados del diagndstico no se revelé la
presencia de bacterias fitopatégenas ni de virus relacionados con enfermedades
del alcatraz. Especies del género Alternaria y Rhizoctonia son considerados
enddgenos por lo que pueden persistir en el cultivo de tejidos de alcatraz
(Kritzinger et al., 1997).

Cuadro 9. Resultados de diagndstico fitosanitario para la deteccién de hongos,

bacterias y virus en cuatro selecciones de alcatraz (Zantedeschia aethiopica L.
Spreng)

Microrganismo o Material vegetal
virus
Utopia Deja vu Seleccion 1 Seleccion 2
Hongos Fusarium Fusarium Alternaria sp Phytium,
solani. oxysporum Rhizoctonia Fusarium
Alternaria sp oxysporum,
Sp Alternaria sp
Rhizopus sp
Bacterias Negativo Negativo Negativo Negativo
Tospovirus Negativo Negativo Negativo Negativo
Potyvirus Negativo Negativo Negativo Negativo
Cucumber Negativo Negativo Negativo Negativo
Mosaic virus
(CMV)

Deteccibn e identificacion para hongos y bacterias mediante claves taxonémicas en productos y
subproductos vegetales IT-MIC-01, deteccién de virus mediante técnicas moleculares. Fuente:
Laboratorio de Diagnostico Fitosanitario (LADIFIT) del Colegio de Posgraduados campus

Montecillos.
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3.4.2. Establecimiento aséptico

En las muestras de Rt incubadas bajo luz (Figura 15) no se presentd
contaminacion porhongosen ningunode los métodos utilizados mientras que en
las muestras incubadas en la oscuridad (Figura 16) en el cuarto bioensayo se
presentd el 20 % de contaminacion porhongosen el que se utilizé ademas del
alcohol, peréxido de hidrogenoy Agrimicyn a 2 g L1 en agitacion durante 12
horas, sin embargo, los tejidos no contaminados presentaron 100 % de necrosis
15 dias después de establecimiento. Los explantes provenientes de Rb
presentaron resultados similares, los explantes incubados en la luz tuvieron un
bajo porcentaje de contaminacion con el primer esquema de desinfestacion y
cuando se incubaron en la oscuridad las muestras tratadas con el cuarto
esquemase obtuvoel 20 % de hongosaligualqueenlaRt. En general,las yemas
presentaron mayor contaminacion por hongos posiblemente a que estuvieron en

contacto directo con el sustrato de invernadero.

En la incubacion con luz se logré disminuir la incidencia de hongos en cada
experimento, los dos ultimos experimentos que lograron los porcentajes mas
bajos consistieron en el uso de agua caliente posterior al uso de alcohol al 70 %
seguido de hipoclorito de calcio al 2 % (Bioensayo 6) y previo a este paso

(Bioensayo 7).
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Contaminacién por hongos en incubacion bajo luz
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Tejido/Esquema de desinfestacion

Figura 15. Porcentaje de contaminacion porhongos en muestras de Rb (Regién
basal), Rt (Region terminal) y yemas incubadas en luz a los 8 dias después del
establecimiento de los siete bioensayos para el control de contaminantes del
cultivo in vitro de Zantedeschia aethiopica L. Spreng.

Contaminacién por hongos en incubacidn en oscuridad
120.00

100.00
80.00
60.00

40.00

20.00 I
0.00
1

Figura 16. Porcentaje de contaminacion por hongos en muestras de de Rb
(Regidn basal), Rt (Region terminal) y yemas incubadas en oscuridad a los 8 dias
después del establecimiento de los siete bioensayos para el control de
contaminantes del cultivoinvitro de alcatraz (Zantedeschia aethiopicalL. Spreng).
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La contaminacion por bacterias (Figura 17) tuvo mayores porcentajes de
incidenciatanto en las muestras incubadas bajo luz como en oscuridad (Figura
18), para el tejido medulartanto de Rb como Rt el tratamiento con bafio caliente
resultd con 0 % de incidencia en ambas condiciones de incubacion, empero, se
observo 100 % de necrosis principalmente en Rt. Eniluminacion, las muestras de
Rb tratadas con Agrimicyn a 2 g L 1 tuvieron unaincidencia de contaminacion
bacteriana del 20 % mientras que en laincubacion en la oscuridad se incrementd
al 60 %, por el contrario, se observé que con el bioensayo 5 correspondiente a la
adicion de sulfametoxazol al medio de cultivo la incidenciafue del 16.67 % para
los explantes incubados en la oscuridad, pero el 50 % de las colocadas bajo luz
presentaron crecimiento bacteriano. En cuantoalas yemas, enla incubacion con
luz se obtuvo 0 % de contaminacion con dos esquemas; Captan al 4 % en
agitacion 12 horas previo al tratamiento con alcohol al 70 % durante 1 minuto e
hipoclorito de calcio al 2 % durante 15 minutos y alcohol al 70 % durante 1 minuto
seguido de peroxido de hidrégeno al 10 % durante 15 minutos y finalmente
Agrimicyn 2 g L en agitacién.Cabe recalcar que en el caso de las yemas tratadas
con agua caliente el porcentaje de infeccion fue 250 % en contraste con el tejido

de Rty Rb que presentaron menor porcentaje de contaminacion.

Contaminacién por bacterias en incubacién bajo luz
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Figura 17. Porcentaje de contaminacion porbacterias en muestras de Rb(Region
basal), Rt (Region terminal) y yemas (Y) incubadas en luz a los 8 dias
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después del establecimiento de los siete bioensayos para el control de
contaminantes del cultivo in vitro de Zantedeschia aethiopica L. Spreng.

Contaminacion por bacterias en incubacion en oscuridad
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Figura 18. Porcentaje de contaminacion porbacterias en muestras de Rb(Region
basal), Rt (Region terminal) y yemas (Y) incubadas en oscuridad a los 8dias
después del establecimiento de los siete bioensayos para el control de
contaminantes del cultivo in vitro de Zantedeschia aethiopica L. Spreng.

Ensayo 8

Los resultados de este ensayodemostraron que existen diferencias significativas
(p=<0.05) entre los tratamientos aplicados sobre la tasa de contaminacion tanto
por hongos como bacterias, los tratamientos con Agrimicyn (2 g L-1) + benomilo
(2 g L) tejido de Rb para Deja vu (T1) y Utopia (T10) redujeron
considerablemente la tasa de contaminacion mientras que con agua caliente a
40°C se obtuvieron tasas de contaminacion mayores a las reportadas por
Hashemidehkordi et al. (2021) en tejido de rizoma con tratamiento en bafio
caliente a 45°C durante 35 minutos. En general, la kasugamicina (1.5 ml L-1) no
resulto efectiva para el control de la contaminacion, excepto para explantesde Rt
en Utopia, este es primer reporte acerca del usode este producto en el cultivo de
tejidos de Zantedeschia aethiopica L. Spreng (Cuadro 10).
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Cuadro 10. Efecto de los tratamientos sobre la tasa de contaminacion en el
establecimiento in vitro de los cultivares Deja vu y “Utopia” pertenecientes a
Zantedeschia aethiopica L. Spreng.

Tratamiento  Cultivar Método de Explante Tasa de C.V.
desinfestacion contaminacion
Valor medio+D.E.
1 Dejavi  Agrimicyn (2 ¢ Rb 0+0 a Sd
L-1) + Benomilo
gL
8 Dejaviu  Aguacaliente Rt 0.2 £0.45 ab 223.
61
10 Utopia  Agrimicyn (2g Rb 0.2+0ab 223.
L-1) + Benomilo 61
gL
17 Utopia  Aguacaliente Rt 0.4+0.45 abc 136.
93
2 Dejava  Agrimicyn (2 g Rt 0.4+0 abc 136.
L-1) + Benomilo 93
gL
7 Dejavu  Aguacaliente Rb 0.4+0.55 abc 136.
93
14 Utopia Kasugamicina Rt 0.4+0 abc 136.
(1.5 ml LY 93
3 Dejava  Agrimicyn (2 g Ye 0.6%0 abc 91.2
L1) + Benomilo 9
gLy M
6 Dejava  Kasugamicina  Ye 0.8+ 0.55 bc 55.9
(1.5 ml LY
mas
12 Utopia  Agrimicyn(2g  Ye 0.8+0 bc 55.9
L-1) + Benomilo mas

gL
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11

16
18

13

15

H

Deja vu

Deja vu

Utopia

Utopia
Utopia

Utopia

Utopia

Deja vu

Kasugamicina
(1.5 ml LY

Agua caliente

Agrimicyn (2 gL
1) + Benomilo (2
gL?)

Agua caliente

Agua caliente

Kasugamicina
(1.5 miL?)

Kasugamicina
(1.5 ml LY

Kasugamicina
(1.5 ml LY

Rt

Ye
mas
Rt

Rb
Ye
mas
Rb

Ye

mas

Rb

1.0 +0.55¢c

1+0.55 ¢

1+0c

1+0c
1+0.45c

1+0.55¢c

1+0.45¢c

1+0 c

31.02

D.E=Desviacion estandar; C. V=Coeficiente de variacién; H=Estadistico para la prueba Kruskal y
Wallis. Medias conla misma letra no son estadisticamente significativas de acuerdo con la prueba

de Tukey (P<0.05).

Laincidenciade contaminacion porbacterias fue mas persistente encomparacion

con lade hongos.Losexplantesque no presentaron contaminaciéncomenzaron a

necrosarse y no se obtuvo desarrollo, es posible que la temperatura haya

causado dafios en el tejido vegetal (Figura 19).
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Incidencia de hongos y bacterias en establecimiento
in vitro de alcatraz
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Figura 19. Porcentaje de contaminacion por hongosy bacterias en muestras de
Rb (Regidn basal), Rt (Region terminal) y yemas adventicias (Y) a los 11 dias
después del establecimiento para el control de contaminantes del cultivo in vitro
de los cultivares Utopia y Deja vU.

Experimento 9

A pesar de la contaminacion generada en yemas, se observé que estas lograron
desarrollarse parcialmente, por lo que se optd utilizar Gnicamente este explante
en el ultimo bioensayo. En el cuadro 11, se muestra el efecto de los tratamientos
sobre la contaminacion, se determiné que existen diferencias significativas entre
los tratamientos empleaos (P<0.05), el usode agrimicyn + benomiloa 2 g L (T7)
y nitrato de plata a 80 mg L (T8) puede mejorar considerablemente la
descontaminacion de las yemas de Utopia, en contraste con el método utilizado
por Mori et al. (1999) en el cuél dosis de 200 mg L't hasta 2 g L"* fueron Utiles para
descontaminaren >80 % yemas apicalesde Z. hybrida. Los tratamientos con PPM
presentaron las mayores tasas de contaminacion principalmente por bacterias,

esta situacion refuerza la hipétesis de presencia de bacterias enddéfitasno
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detectadas en el andlisis fitosanitario. Anteriormente, Thomas, Agrawal y
Bharatkumar (2017) observaron que con el uso de PPM a 5 % durante 4 horas
sepresentd 80 % de contaminacion en brotes axilares de papaya, ademas de
fitotoxicidad para dosis mas altas, también realizaron aislamientos de muestras
contaminadas e identificaron bacterias tolerantes a PPM, entre ellas bacterias
grampositivas, actinobacterias y bacterias gramnegativas al que pertenecen las
asociadas a la pudricién blanda en alcatraz.

Cuadro 11. Efecto de los tratamientos sobre la tasa de contaminaciéon en el
establecimiento in vitro de yemas adventicias de los cultivares Deja vu y Utopia

pertenecientes a Zantedeschia aethiopica L. Spreng.

Tratamient Cultiva  Método de control Tasa de
0 r de patégenos contaminacion C.V.
Valor medio + D.E.
7 Utopia  Agrimicyn (2g L) + 0+x0a
Benomilo (2 gL?) + sd
Inex A (1 ml L1)
8 Utopia  Nitrato de plata (80 0.2+045ab 23,6
mg L) + InexA (1 1'
ml L1)
9 Deja  Agrimicyn (2 gL?)+ 0.4+0.55 abc
: J y @gl?) 136.9
vi Benomilo (2 g L)+ 3
Inex A (1 ml L1)
4 Deja PPM (2.5 %) 0.6+0.55 abc
91.29
va
10 Deja Nitrato de plata (80 0.8+£0.45 bc _—
v mg L1) '
1 Utopia PPM (2.5 %) 0.8+0.45 bc 55.9
5 Deja PPM 0.8+£0.45 bc
55.9
vu (5 %)
3 Utopia PPM 0.8+0.45 bc
55.9
(6 %)
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2 Utopia PPM (5 %) 1+0 ¢ 0
6 Deja PPM (6 %) 1+0 c

s

vu
H 16.06

D.E=Desviacién estandar; C. V=Coeficiente de variacion; H=Estadistico para la prueba Kruskak
y Wallis. Medias con la misma letra no son estadisticamente significativas de acuerdo con la
prueba de Tukey (P<0.05).

Los porcentajes de contaminacién por hongos y bacterias por tratamiento a los 8

dias después del establecimiento se muestra en la Figura 19, la incidencia de
bacterias fue mas alta.

Incidencia de hongos y bacterias en el
establecimiento in vitro de alcatraz
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Figura 20. Porcentaje de contaminacion por hongosy bacterias en muestras de
yemas adventicias a los 8 dias después del establecimiento para el control de
contaminantes del cultivo in vitro de los cultivares Utopia y Deja vu.

En la serie de experimentos que se condujeron se observé diversas colonias de

hongos (Figura 21) y bacterias (Figura 22) incluso en tejido proveniente de la

region medular del rizoma
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Figura 21. Presencia de hongos durante el establecimiento in vitro de explantes
de alcatraz (Z. aethiopica L. Spreng). a) Colonia de hongos en tejido de laregion
medular basal; b-c) Desarrollo de micelo en yemas adventicias de rizoma; d)
Desarrollo de micelio en region medular terminal.

Figura 22. Presenciade bacterias durante el establecimientoin vitro de explantes
de Z. aethiopica L. Spreng. a-c) Contaminacion por bacterias en tejido medular
de la regién basal del rizoma; d-f) Contaminacién por bacterias en yemas
adventicias; g-i) Contaminacion por bacterias en tejido de la region terminal del
rizoma.
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Los explantes que no se contaminaron presentaron endurecimiento y necrosis

por lo que no se sometieron a la etapa de multiplicacion (Figura 23).

Figura 23. Dafnos en tejidos de Z. aethiopica L. Spreng. a) Endurecimiento
superficial en tejido de la region basal; b) Necrosis inicial en tejido de regién
terminal; c) Necrosis inicial en yema.

3.5. Conclusiones

Se logré establecer dos protocolos de desinfestacion con base en el uso de un
bactericida y fungicida comerciales ademas de Nitrato de Plata para explantes
provenientes de diferentes regiones de rizoma de Zantedeschia aethiopica L.
Sprengen los cultivares Utopia y Deja va, sin embargo, es necesario continuarcon
la evaluacion de diferentes condiciones de cultivo, dosis de antibioticos y
fungicidas, asi como otros érganos de la planta que permitan avanzar en las
siguientes etapas de cultivo. El diagndstico fitosanitario es una herramienta que
ayuda al investigador a conocer los contaminantes que posiblemente se
desarrollen durante las etapas del cultivo in vitro, dimensionar su patogenicidad
y virulencia y por lo tanto disefiar protocolos adecuados para su control. Es
necesariorealizar la deteccion e identificacién de hongos, bacterias y virus antes
iniciar el trabajo de laboratorio, pero también se sugiere realizarlo si se

encuentran bacterias resistentes a los antibiéticos durante el proceso.
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4. GERMINACION in vitro DE SEMILLAS DE ALCATRAZ (Zantedeschia
aethiopica L. SPRENG)

RESUMEN

Con el objetivo de disefiar un protocolo de germinacion in vitro de semillas de
alcatraz (Zantedeschia aethiopica L. Spreng), se evalu6 la viabilidad con tincion
de cloruro de tetrazolio al 1 %, el porcentaje de emergenciay tiempo medio de
germinacion de semillas obtenidas de frutos inmaduros (en desarrollo) y
maduros. Las semillas fueron pretratadas con peroxido de hidrégeno (H202) al 30
% y agua estéril establecidas in vitro en un medio con sales Murashige & Skogal
100 % adicionado con losreguladores de crecimiento Bencilaminopurina (BAP)(O,
0.3, 1.0 y 3.0 mg L'1) en combinacion con Acido giberélico (AGs) (3.0, 0.3, 1.0y 0
mg L1). Este establecimiento se compar6 con la siembra en condiciones de
invernadero y en camara de germinacion. En invernadero la siembra se realiz6 a
tres profundidades en un sustrato compuesto por peat moss con agrolita en una
proporcion 2:1 mientras que en incubadoralas semillas se establecieron en cajas
Petri a 33°C y 80 % de humedad relativa (HR). En los tres casos se establecié un
disefio experimental completamente al azar con arreglo factorial. Los resultados
fanalizaron mediante la prueba Kruskal y Walis para el analisis de la varianza
no paramétrica y una prueba de comparacién de medias Tukey (P<0.05). Se
determin6 que la latencia de la semilla puede superarse con la imbibicién de la
semilla en H202, sin embargo, con la concentracion utilizada hubo un retraso en
la germinacion porlo que se recomienda realizar pruebas con niveles menores al
30 % en el cultivo in vitro. El medio suplementado con 3.0 mg L-*de AGzy 0.3 mg
L-de BAP presenté el menor tiempo medio de germinacion (35 dias despuésdel
establecimiento) por otra parte, no se observé efecto de los tratamientos sobre el

porcentaje de emergencia.

Palabras clave: Semillas, calla lily, viabilidad
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In vitro GERMINATION SEEDS OF CALLA LILY (Zantedeschia
aethiopica L. SPRENG)

Abstract

In order to design an in vitro protocol for calla lily (Zantedeschia aethiopica L.
Spreng) sedes germination, the viability with 1 % tetrazolium chloride salts, the
percentage of emergence and mean germination time of seeds obtained from
immature (developing) and mature fruits were evaluated. Seeds were pretreated
with 30 % hydrogen peroxide (H202) and sterile water and established in vitro on
a 100 % Murashige & Skog salts medium with the growth regulators
benzylaminopurine (BAP) (0, 0.3, 1.0 and 3.0 mg L'1) in combination with

gibberellic acid (GAs3) (3.0, 0.3, 1.0 and 0 mg L). This establishment was
compared with sowing under greenhouse and germination chamber conditions.
In the greenhouse, sowing was carried out at three depths in a substrate
composed of peat moss with agrolitein a 2:1 ratio, whilein the incubatorthe seeds
were established in Petri boxes at 33°C and 80 % relative humidity (RH). In all
three cases, a completely randomized experimental design with factorial
arrangement was established. The results were analyzed using the Kruskal and
Walis test for nonparametric analysis of variance and a Tukey mean comparison
test (p<0.05). It was determined that seed dormancy can be overcome with seed
imbibition in H202, however, with the concentration used there was a delay in
germination so it is recommended to test with levels lower than 30 % for in vitro
culture. The medium supplemented with 3.0 mg L of GAz and 0.3 mg L™! of BAP
presented the shortest mean germination time (35 days after establishment), on
the other hand, no effect of the treatments on the percentage of emergence was

observed.

Key words: Seeds, calla lily, viability
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4.1. Introduccién

El alcatraz (Zantedeschia spp.), es una planta apreciada por su uso ornamental,
es originaria de Africa y forma parte de la familia Araceae (Nery et al., 2015),
desafortunadamente su produccion se ha visto mermada por patégenos
asociados a la pudricién blanda, la cual ocasioné pérdidas a nivel mundial de
hasta del 100 % en el campo durante la década de 1980 (Vanneste, 1996 en
Mikicinski et al., 2010). El género Zantedeschia esta dividido en dos secciones;
seccion Zantedeschia y seccidn Aestivae, la primera comprende las especies Z.
aethiopica y Z. odorata, la secciéon Aestivae engloba a Z. albomaculata, Z.
rehamannii, Z. elliottiana, Z. jucunda, Z. validay Z. petlandii (Wei et al., 2017). La
mayoria de los cultivares se propagan vegetativamente, aunque algunos son
hibridos F1, por lo que se obtienen mediante semillas (Snijder, Brown & van Tuyl,
2007) las cuéles son coriaceas, subglobosas u ovoides, a menudo comprimidas
(Letty, 1973), con abundante endospermoy embrion en posicién lineal (El Mokni
& El Aouni, 2012).

A pesar de que México consume el 80 % de la produccion nacional de plantas
ornamentales (SIAP, 2011), se registr6 un aumento de la importacion de bulbos,
tubérculos, raices tuberosas, bulbillos,coronasy rizomas provenientes de Nueva
Zelanda (Statistics New Zeland, 2021) por lo que la propagacion mexicanade
ornamentales gedfitos no satisface lademandainterna. Ademas delalcatraz criollo
y otros cultivares de colores, en nuestro pais Unicamente se tieneante el Sistema
Nacional de Inspeccidny Certificacion de Semillas (SNICS) los cultivares Deja vu
(Cruz-Castillo & Torres Lima, 2017) y Utopia (Cruz Castillo,2022), el primero fue
obtenido mediante el cruce de plantas de ‘Green Goddess’(padre) x ‘Pink Mist’, el
producto de esta cruzase polinizé con ‘Green Goddess’,el individuo resultante se
autofertilizd6 y se design6 como ‘Deja vu’ (Cruz-Castillo& Torres Lima, 2017)
mientras que ‘Utopia’ es unaplantaoriginadadel cruce de ‘Deja vi’ (padre) x ‘Pink
Mist’ (Madre) (Cruz Castillo, 2022).

La eleccion de semillas como explante en el cultivo de tejidos ofrece la

oportunidad de seleccionar una caracteristica particular, por ejemplo, floracién
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temprana, tolerancia a la salinidad, ciertas temperaturas o para el desarrollo de
clones mejorados (Ngamau, 2006) ademas de obtener plantas libres de
enfermedades, por lo que resulta importante disefiar un protocolo de
micropropagacion in vitro a partir de semillas de Zantedeschia aethiopica L.
Spreng.

Las semillas de alcatraz germinadas sobre papel filtro con un fotoperiodo de 12
horas pueden presentar los mayores porcentajes de emergencia en un periodo
de 40 dias a temperaturas bajas (5-15 °C) (Panetta, 1988). En invernadero, la
germinacion se ve afectada por el tipo de sustrato, se ha demostrado que los
sustratos ricos en materia organica son adecuados (Juarez-Hernandez, Martinez-
Solis, Curiel-Rodriguez & Garcia-Santos, 2011)

Como antecedentes en el cultivo in vitro de semillas de Zantedeschia, se
determiné que influyen factores como el medio de cultivo, el estado de madurez
de la semilla, temperatura, la concentracion de agar, sacarosa. La germinacion
se puede dar a 20 °C, pero las tasas de germinacion mas altas se pueden
presentar a 14 °C (Ngamau, 2001). Se sabe que reguladores del crecimiento

como las giberelinas estimulan la germinacion de las semillas (Nery et al., 2015).

Son determinantes en el proceso de evaluaciéon de la calidad de las semillas las
pruebas estandar de viabilidad y germinacion en sustrato y en camara de
germinacion, por lo que este trabajo de investigacion estuvo conducido para
observar el efecto de dos esquemas de desinfestacion-escarificacion, dos
estados de madurez de la semilla, cuatro concentraciones de AGs: BAP y su

comparacion con la germinacion en incubadora e invernadero.

4.2. Materiales y métodos

4.2.1. Material vegetal

La semilla perteneciente al alcatraz blanco o criollo (Zantedeschia aethiopica L.
Spreng) fue proporcionada por el Dr. Juan Guillermo Cruz Castillo, profesor
investigador del Centro Regional Universitario (CRUO) de la Universidad
Autonoma Chapingo. Se recibieron los frutos en dos estados de madurez;
inmaduroy completamente maduro para las pruebas correspondientes (Figura24
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y 25).

Figura 24. Infrutescenciade alcatraz blanco o criollo (Zantedeschia aethiopica L.
Spreng) en dos estados de maduracion: a) Infrutescencia en desarrollo; b)
Infrutescencia maduray con frutos completamente expandidos.

Figura 25. Semillas de alcatraz blanco o criollo (Zantedeschia aethiopica L.
Spreng) provenientes de frutos en dos estados de maduracion:a) Semillade fruto
inmaduro; b) Semilla de fruto maduro.
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4.2.2. Ubicacién del experimento

El presente trabajo se llevo a cabo en el Laboratorio de Semillas, el Invernadero
y Laboratorio de Cultivo de Tejidos de la Universidad Autonoma Chapingo. En el
Laboratorio de semillas se realizaron las pruebas de viabilidad con cloruro de
tetrazolio (CTT) y establecimiento en la camara de germinacion, en el
Invernadero de Cultivo de Tejidos del Departamento de Fitotecnia también se
llevé a cabo una prueba de germinacion en sustrato y el experimento de

germinacion in vitro se realizé en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos.

4.2.3. Imbibicion de la semilla

Las semillas se aislaron de los frutos, la mitad de las semillas de cada madurez
se sometié a dos formas de imbibicion; agua estéril y peréxido de hidrogeno al
30 % el cual también fungié6 como desinfectante del tejido vegetal en el
establecimiento aséptico. La oxidacién de los inhibidores de germinacion
presentes en el pericarpio por H202 promueve la germinacion de semillas en
Zinnia elegans (Ogawa & Iwabuchi, 2001) por lo que se esperd que la imbibicién

en peréxido de hidrogeno al 30 % afectara laemergencia de la semilla.

4.2.4. Prueba deviabilidad con cloruro de tetrazolio

Las sales de tetrazolio se usan para mostrar la actividad del grupo de enzimas
deshidrogenasas, estas enzimas reducen la solucién de tetrazolio a un
compuesto denominado formazan que adquiere el caracteristico color rojizo en
tejido vivo (Bulat, 1961, citado por MacKay, 1972).

Se seleccionaron 10 unidades de cuatro lotes de semillas; de frutos maduros
tratados con peréxido de hidrégenoy agua estéril asi como de frutos inmaduros
tratados con peroxido y agua estéril. Con base en las observaciones de Panetta
(1988) y El Mokni & El Aouni (2012) acerca de las caracteristicas anatomicas de
la semilla y la posicion del embrion se realizé un corte longitudinal para exponer
el embridn. Las dos partes de las semillas se colocaron en cajas Petriy se afiadié
la soluciéon de cloruro de tetrazolio al 1 %, las 4 muestras se colocaron en

oscuridad a temperatura ambiente durante 12 horas.

4.2.5. Establecimiento en camara de germinacion
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Panetta (19988) observd que la eliminacion del pericarpio provoco la muerte de
la mayoria de las semillas por lo que, en los establecimientos en invernadero,

germinadoray cultivo in vitro esta capa no fue removida.

Para establecer este experimento se seleccionaron 10 semillas al azar de cada
lote de semillas de frutos maduros tratados con peroxido de hidrégeno y agua

estéril asi como de frutos inmaduros tratados con peroxido y agua estéril.

Se colocaron 10 semillas sobre hojas de papel en cajas petri de vidrio de 60 x 15
mm previamente esterilizados en autoclave a 120 °C y a unapresion de 15 kg
cm?, el abastecimiento de agua se realizé con agua desionizaday estéril. Las
semillas se incubaron a 33°C y 80% de humedad relativa en oscuridad durante
60 dias.

4.2.6. Germinacion in vitro de semillas de Zantedeschia aethiopica L.
Spreng
4.2.6.1. Establecimiento aséptico

Las semillas se desinfestaron mediante dos métodos (Figura 26)

Lavado vigoroso con agwa y Lavado vigoroso con agua y
detergente detergente
Inmersién en etanol al 70% (v/v) Inmersién en etanol al 70% (v/v)
durante 1 minuto durante 1 minuto
Inmersién en solucion de hipoclorito Inmersion en solucion de hipoclorito
de sodio (NaOCl) al 10% durante 15 de sodio (NaOCl) al 10% durante 15
minutos minutos

Triple enjuague con agua estéril Triple enjuague con agua estéril
Peroxido de hidrégeno (H,0,) al 30% Agua estéril en agitacion durante 12
(v/v) en agitacién durante 12 horas horas

Triple enjuague con agua estéril Siembra en camara de flujo laminar

Siembra en cdmara de flujo laminar

Figura 26. Esquemas de desinfestacion de semilla de alcatraz (Zantedeschia
aethiopica L. Spreng) previo al establecimiento in vitro.
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Las semillas se establecieron en un medio con las sales organicas MS al 100%
adicionado con 100 mg L1 de inositol,0.40 mg L -1 de tiamina, 3% de sacarosa,
60 mg L1 de L-cisteina, 100 mg L1 de acido glutamicoy 5.2 g L-*de Phytagel ®,
con el pH ajustado a 5.7. Para su elaboracién, el medio preparado se repartié en
cuatro matraces Erlermeyer de 500 ml y con una pipeta de 5 ml se afiadi6 en
cada uno la concentracién de 6-Bencilaminopurina (6-BAP) como fuente de
citocinina de acuerdo con el cuadro 12, los medios se esterilizaron en autoclave
a unatemperatura de 120°C y una presion de 15 kg cm2 durante 20 minutos, de
igual manera se esterilizaron 80 frascos Gerber para servir el medio dentro de la
camara de lujo laminar. Una vez transcurrido el tiempo de esterilizacion y
descompresurizacion del equipo el medio se llevé a la camara de flujo laminar
para afiadir a cada matraz la concentracion de acido giberélico (AG3), este paso
se realiz6 con la ayuda de unajeringa conectada a un filtro milipore de 20 micras
debido a que el AGzes un compuesto termolabil que al pasar por esterilizacion
en autoclave existe el riesgo de que se inactive. Se sirvido 30 ml de cada medio

en frascos Gerber los cuales se taparon y se sellaron para dejarse enfriar.

Cuadro 12. Concentraciones de 6-bencilaminopurina (6-BAP)y acido giberélico
(AG3) empleados en la germinacién invitro de semillas de alcatraz blanco o criollo
(Zantedeschia aethiopica L. Spreng)

Medio BAP (mg L) AGsz (mg L?)
M1 0 0
M2 0.3 3.0
M3 1.0 1.0
M4 3.0 0.3

4.2.6.2. Diseio experimental
El disefio experimental consistié en un disefio completamente al azar con arreglo
factorial de tres factores con dos niveles para el factor “estado de madurez de la

semilla”, dos niveles para “escarificaciéon”y cuatro niveles para “medio de cultivo”,
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es decir, 2*2*4=16 tratamientos con tres repeticiones dando como resultado 48
unidades experimentales (Cuadro 13) Cada unidad experimental consistié en un
frasco con cinco semillas. En total se establecieron 240 semillas las cuales
permanecieron en sala de incubacién a 24°C con un fotoperiodo de 16 horas de
iluminacién con unflujo de fotones de 3000 umol-m -2 s, Las variables evaluadas
fueron: porcentaje de contaminacién in vitro, porcentaje de emergenciay tiempo
medio de germinacion (TMG) expresado en dias después del establecimiento
(DDE). Los tratamientos que no presentaron germinacion se descartaron para el
analisis estadistico Los datos se analizaron con el paquete estadistico Infostat
version 2015, se realiz6 una prueba de Kruskal y Wallis para el analisis de la
varianzano parameétricay unapruebade comparacion de medias Tukey (p<0.05).
También se obtuvo la desviacion estandar (D.E.) y el coeficiente de variacion
(C.V)

Cuadro 13. Tratamientos utilizados en la germinacion in vitro de semillas de
alcatraz blanco o criollo (Zantedeschia aethiopica L. Spreng).

Tratamiento Maduracion del Método de Medio de
fruto escarifiacion cultivo

T1 Madurez Peroxido de M1
completa hidrogeno

T2 Madurez Peroxido de M2
completa hidrogeno

T3 Madurez Peroxido de M3
completa hidrogeno

T4 Madurez Peroxido de M4
completa hidrogeno

T5 Madurez Agua estéril M1
completa

T6 Madurez Agua estéril M2
completa

T7 Madurez Agua estéril M3
completa
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T8 Madurez Agua estéril M4

completa

T9 Inmadura Peroxido de M1
hidrogeno

T10 Inmadura Peroxido de M2
hidrogeno

T11 Inmadura Peroxido de M3
hidrogeno

T12 Inmadura Peroxido de M4
hidrogeno

T13 Inmadura Agua estéril M1

T14 Inmadura Agua estéril M2

T15 Inmadura Agua estéril M3

T16 Inmadura Agua estéril M4

4.2.7. Establecimiento de ensayo de germinacion en invernadero

En el establecimiento en invernadero, se evalué la emergencia en las semillas
maduras e inmaduras, asi como la profundidad de siembra. La semilla se
establecid en un sustrato compuesto por peat moss y agrolita en una proporcion
2:1, cada unidad experimental consistio en una charola de10*10*5 cm con cinco
semillas cada una con tres profundidades de siembra; superficial (0.5 cm),
intermedia (1 cm), profunda (1.5 cm) (Cuadro 14). La siembra se realizé a inicios

del invierno de acuerdo con lo recomendado por Panetta (1988).
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Cuadro 14. Tratamientos utilizados en la germinacién de semillas de alcatraz
blanco o criollo (Zantedeschia aethiopica L. Spreng) en sustrato con peat moss y
agrolita (1:1)

Tratamiento Estado de madurez de  Profundidad de siembra
semilla
T1 Madura Superficial
T2 Madura Intermedia
T3 Madura Profunda
T4 Inmadura Superficial
T5 Inmadura Intermedia
T6 Inmadura Profunda

4.3. RESULTADOS Y DISCUSION

4.3.1. Prueba deviabilidad con cloruro de tetrazolio

Se observé que el embrién fue la estructura donde se presentd la coloracion
generada por el reactivo del tetrazolio (Figura 27). La tincién con tetrazolio al 1%
en semillas de fruto maduro tratadas con peroxido (Figura 28a) revel6 la actividad
metabdlica ya que se presenté el 100% de tincion en comparacion con las
semillas de frutos inmaduros embebidas Unicamente con agua (Cuadro 15).
Normalmente, la ausenciade tinciébn en una prueba con tetrazolio indica que no
existe actividad metabdlica en el tejido, es decir, muerte del embrion (Mackay,
1972), no obstante, Busso ,Torres , Ithurrart y Richards (2015) demostraron que
el cloruro de tetrazolio puede no indicar correctamente la actividad fisiolégica de
la semilla de especies como la papaya (Carica papaya) esto se determind
mediante la aplicacion de azul de Evans a semillas que no se tifieron con el
cloruro de tetrozolio, sus resultados demostraron que entre el 2 y 35% de los
embriones no estaban muertos sino latentes, dicho de otra manera, viablesy con
la capacidad de desarrollarse. Con lo anterior, podemos suponerquelas semillas

de frutos inmaduros embebidas con agua estéril presentaban latencia.
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Para las semillas de frutos inmaduros tratadas con agua estéril presentaron 30%
de viabilidad del embrién (Figura 28b) y con peroxido de hidrégeno Gnicamente
10% (Cuadro 15) estos resultados difieren de los obtenidos por Panetta (1988)
cuya pruebacon clorurode tetrazolio al 1% reveld 100% de viabilidad en semillas
provenientes de frutos de alcatraz criollo (Zantedeschia aethiopica L. Spreng)
completamente expandidos pero verdes aun

Cuadro 15. Porcentajes de viabilidad para cuatro grupos de semilla de alcatraz

blanco (Zantedeschia aethiopica L. Spreng) tratados con cloruro de tetrazolio al
1%.

Madurez del fruto Tratamiento de escarificacion  Porcentaje de tincion

(%)
Madurez Agua estéril 0
Madurez Peroxido de hidrégeno 100
Inmaduro Agua estéril 30
Inmaduro Perdxido de hidrogeno 10

Figura 27. Semillas de alcatraz blanco o criollo (Z.aethiopica L. Spreng)
sometidas a la prueba de cloruro de tetrazolio al 1%. a) Semillas de frutos
maduros tratadas con agua estéril; b) Semillas de frutos maduros tratadas con
H202 al 30%; c) Semillas de frutos inmaduros tratadas con agua estéril y d)
semillas de frutos inmaduros tratadas con H20:2 al 30%.
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Figura 28. Embriones de alcatraz blanco o criollo vistos con una lente portatil
400x (Zantedeschia aethiopica L. Spreng) tratados con cloruro de tetrazolio al
1%. a) Embrion proveniente de semilla de fruto maduro tratada con H20:2 al 30%;
b) Embrién proveniente de semilla de fruto inmaduro tratado con agua estéril.

4.3.2. Germinacion in vitro de semillas

A pesar de haber obtenido el 100% de viabilidad de la semilla madura
escarificada con peréxido Gnicamente se observd emergencia en los tratamientos
con semillas provenientes de frutos inmaduros embebidos en agua estéril. El
peroxido forma parte de las especies reactivas de oxigeno (ERO) que juega un
papel importante en la germinacion, cuando el contenido de ERO es demasiado
alto, por causas de envejecimiento o condiciones inapropiadas durante la
imbibicion las ERO causan dafios oxidativos en las células que impiden oretrasan

la germinacién (Bailly, EI-Maarouf-Bouteau & Corbineau, 2008).

Con la prueba de Kruskal y Wallis en los tratamientos que tuvieron germinacion,
se determin6 que no existieron diferencias significativas para la variable de
porcentaje de emergencia (p<0.05), sin embargo, se observé diferencias
significativas para la variable tiempo medio de germinacion (TMG) (p<0.05)

(Cuadro 16). La presenciade AGs promovié la emergencia, con el tratamiento 14
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que consistié en un medio MS al 100% adicionado Unicamente con 3.0 mg Lt
AG3 se obtuvo el TMG mas corto de 35 DDE, similara los 29y 36 dias registrados
por Ngamau (2001) para variedades de floracion temprana y variedades de
floracion tardia (Zantedeschia aethiopica “Green Goddess”) respectivamente e
incubadosa23 °C, en el presente estudio, con el uso de un medio sin lapresencia

de reguladores de crecimiento se prolong6 el TMG a los 56 DDE (T13).

En cuanto al porcentaje de emergencia, Nery et al. (2015) obtuvieron una tasa
del 33% en medio WPM para semillas de frutos inmadurosy 24% para frutos
maduros en medio MS y al adicionar0.8 0 0.2 mg L! de AGs utilizando semillas
inmaduras se genero el 20% de germinaciéon y 10% con semillas maduras.

Cuadro 16. Efecto de los reguladores del crecimiento en la emergencia y tiempo

medio de germinacion de semillas provenientes de frutos inmaduros de alcatraz
blanco o criollo (Zantedeschia aethiopica L. Sprengo) tratadas con agua estéril

Tratamiento Emergencia (%) C.V. TMG (DDE) C.V.
Valor (%) Valor medio+D.E. (%)
medio+D.E.

14 20+34.64 173.21 35+1 a 2.86
16 20+34.64 173.21 44+ 5.29 ab 12.03
15 40+34.64 86.60 47.67+6.95 Db 14.58
13 33.3+57.74 173.21 56+3.74 b 6.68
H 0.53

C.V.=Coeficiente de variacion; TMG=Tiempo medio de germinacién; DDE=Dias después del
establecimiento; H=Estadistico de prueba Kruskal y Wallis. Medias con la misma letra no son
significativamente diferentes (Tukey P<0.05).

La figura 29 ilustra la emergencia y desarrollo de plantulas obtenidas a partir de
semilla proveniente de frutos inmaduros establecidas en los cuatro medios de
cultivo, de igual forma, en la figura 30 se aprecia la secuencia de emergenciay

desarrollo de la primera hoja de una plantula de alcatraz.
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Figura 29. Emergencia de plantulas de alcatraz blanco o criollo (Zantedeschia
aethiopica L. Spreng) alos 66 DDE; a-c) Desarrollo de la radiculay emergencia
de la plumula d) Elongacion de la plumula; e) Primera hoja.

Figura 30. Secuenciade desarrollo de unaplantula de alcatraz blanco o criollo
(Zantedeschia aethiopica L. Spreng) obtenida a partir de semilla.

4.4. Conclusiones

El peroxido de hidrogeno en semillas provenientes de frutos maduros activo el
metabolismo de las semillas, pero no se observé germinacion in vitro, es posible
gue la concentracion utilizada retrasara la germinacion por lo que se sugiere
evaluar niveles mas bajos para superar la latencia. El presente estudio amplio la
perspectiva sobre el uso de reguladores de crecimiento como AGs en la

emergenciay tiempo medio de germinacion de semillas de alcatraz o criollo (Z.
aethiopica L. Spreng). La presencia de AGz (3 mg L) acort6 el tiempo medio de
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germinacién mientras que en el porcentaje de emergencia in vitro no se vio
afectado por la presencia de reguladores del crecimiento en el medio de cultivo.
Se obtuvieron plantulas de alcatraz blanco (Z. aethiopica L. Spreng) sin presencia

de patdgenos en la etapa de establecimiento.
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5. RESCATEY CULTIVOinvitro DE EMBRIONES DE ALCATRAZ
(Zantedeschia aethiopica L. Spreng)

RESUMEN

Serealizé el rescate de embriones de semillas alcatraz (Zantedeschia aethiopica
L. Spreng) cultivadas in vitro y previamente tratadas con péroxido de hidrogeno
(H202) al 30% y agua estéril. Los embriones aislados se sembraron en un medio

con sales MS (100%) adicionado con bencilaminopurina (BAP) (0, 0.3 y 3 mg L-

1) y acido giberélico (AG3z) (0, 0.3y 3.0 mg L1). Las muestras se distribuyeron en
un disefio completamente al azar con arreglo factorial y se incubaron a 24°C con

un fotoperiodo de 16 horas luzy 8 horas de oscuridad, bajo un flujo de fotones
de 3000 pmol-m -2s°1- Se realizé un andlisis de la varianza no parametrica con la

pruebade Kruskaly Wallis (P<0.05), los resultados mostraron quela germinacion
de embrionesde alcatraz no se ve afectada por los factores estudiados (P<0.05).
Los tratamientos en lo que se observo desarrollo de embriones fueron los que
provenian de frutos inmaduros y embebidos en agua estéril, asi como los

provenientes de frutos maduros tratados con peréxido de hidrogeno al 1%.

Palabras clave: Rescate de embriones, callalily, semillas.
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RESCUE AND CULTURE OF CALLALILY (Zantedeschia aethiopica
L. Spreng) EMBRYOS

ABSTRACT

Embryo rescue were carried on for calla lily (Zantedeschia aethiopica L. Spreng)
seeds grown in vitro and previously treated with 30% hydrogen peroxide (H202)
and sterile water. Isolated embryos were seeded in a medium with MS salts
(100%) added with benzyl aminopurine (BAP) (0, 0.3 and 3 mg L) and gibberellic
acid (AG3 (0, 0.3 and 3.0 mg L1). Samples were distributed in a completely
randomized design with factorial arrangement and incubated at 24°C with a
photoperiod of 16 h lightand 8 h dark, undera photon flux of 3000 pmol-m -2s-1,
A non-parametric analysis of variance was performed with the Kruskal and Wallis
test (P<0.05), the results showedthat calla lilyembryo germination is not affected
by the factors studied (P<0.05). The treatments in which embryo developmentwas
observed were those coming from immature fruits and soaked in sterile water, as

well as those coming from mature fruits treated with 1% hydrogen peroxide.

Key words: Embryo rescue, callalily, seeds.
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5.1 Introduccién

El género Zantedeschia se divide en dos secciones o grupos botanicos; la
seccion Zantedeschia y la seccidén Aestivae, la primera comprende las especies
Z. aethiopica y Z. odorata, la seccion Aestivae engloba a Z. albomaculata, Z.
rehamannii, Z. elliottiana, Z. jucunda, Z. validay Z. petlandii (Wei et al., 2017),
aunque Z. odorata se encuentra entre las dos secciones, se encuentra mas
estrechamente asociada a Z. aethiopica de acuerdo con la simetria de sucariotipo
(Yao, Rowland & Cohen,1994), las plantas de Z. aethiopica son plantasdiploides
(2n=32) al igual que la seccién Aestivae (Ghimire, Yu, Kim & Chung, 2012) pero
es posible obtener plantas triploides a partir del cruce de plantas tetraploides
(obtenidas mediante tratamiento con colchicina) con plantas diploides de
especies de la seccion Aestivae y de la aplicacion del rescate de embriones, en
este caso, se observé que los embriones solo llegaron a la etapaglobulary las
plantas que se desarrollaron hasta la etapa de floracién noprodujeron polen (Yao
& Cohen, 1996).

Se ha demostrado, que la seccidén Aestivae es mas susceptible a la pudricion
blanda causada por bacterias necrotroficas del género Pectobacterium (Guttman
et al., 2021) por lo que es de gran interés la hibridacién entre estos dos grupos
para la obtencion de cultivares mejorados resistentes a patégenos, sin embargo,
existe unaincompatibilidad interespecifica entre las dos secciones (Chi, 1990).
Para superar las barreras post fertilizacion se ha recurrido al rescate de
embriones, el cual hace referencia a una serie de técnicas aplicadas para
promover el desarrollo de un embridn y asi obtener una planta viable (Trigiano &
Gray, 2004) y representa unaoportunidad no solo para permitir el desarrollo de
hibridos de cruces incompatibles sino también para obtener plantas a partir de
embriones naturalmente débiles o individuos haploides, acortar el ciclo de
produccion (Sharma, Kaur & Kumar, 1996) asi como su aplicacién en estudiosde

fisiologiay bioguimica vegetal (Shen, Gmitter & Grosser, 2010).
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En la hibridacion interespecifica de las dos secciones la polinizacion manual
puede darse facilmente, sin embargo, el desarrollo de los embriones rescatados
se restringe ala etapa globulardebido a la falta de transporte de nutrientes, fallas
en el metabolismo y degeneracion del endospermo, la mayoria de los embriones
que se han logrado desarrollar presentaron albinismo (Chi, 1990) debido a la
incompatibilidad plastoma-genoma (Cohen & Rowland, 1995) por otra parte, los
embriones producto de la hibridacion entre Z. aethiopica x Z. odorata si
produjeron plantas virescentes e incluso variegados, ademas de plantas albinas
(Kubu, Inaba & Mori, 2006) .

Hasta el momento se ha abordado la importancia del cultivo de embriones en el
fitomejoramiento para superar las barreras posteriores a la fertilizacion, sin
embargo, no se tiene registro acerca del cultivo de embriones Unicamente para
acortar el tiempo de germinacién o superar la latencia de la semilla de alcatraz
yaque a pesar de que las plantas de Zantedeschia aethiopica L. Sprengproducen
unagran cantidad de semillas, estas carecen de longevidad (Panetta, 1988) y
presentan porcentajes de germinacion in vitro menores del 35% (Ngmau,2001).
La obtencién de plantas de alcatraz a partir de semillas tiene una gran
importancia en el fitomejoramiento y en la generacion de clones libres de
enfermedades, ya que, aunque el rizoma es el principal 6rgano de propagacion
por su capacidad regenerativa, la contaminacion por bacterias ha dificultado su
propagacion in vitro por lo que es crucial explorar diferentes vias de obtencién de

plantulas a partir de otros 6rganos como fuente de explantes.

5.2 Materiales y métodos

En el capitulo tres referente a la germinacién in vitro de semillas de alcatraz
blanca o criolla, se observd que Unicamente las semillas de frutos inmaduros
pretratadas con aguaestéril presentaron emergencia (Figura) y aunque laprueba
de viabilidad con cloruro de tetrazolio (CTT) al 1% mostré6 una reactivacion el
metabolismo de los embriones extraidos de frutos maduros con la imbibicién en
peroxido de hidrégeno (H202) al 30% (v/v), estos no lograron emerger durante el

establecimientoin vitro, por lo que de planteé realizar el rescate de los embriones
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a los 76 dias después del establecimiento (DDE). Se espera que los embriones
de las semillas embebidas con peréxido se desarrollen. También se realiz6 el

rescate de embriones para las semillas de frutos inmaduros que no germinaron.

5.2.1 Medio de cultivo

Se utilizé el medio Murashige y Skoog (MS) al 100% suplementado con 100 mg
L-* de mioinositol, 0.40 mg L1 de tiamina, 50 mg L-! de L-cisteina, 100 mg L-1de
acido glutamico, 5.2 g L'1 de phytagel ®, 40 g L-1 de glucosa. Se utiliz6 el mismo
método de elaboracién usado para la germinacién in vitro de semillas, el medio
preparado se repartié en cuatro matraces Enlermeyer de 500 ml y con unapipeta
de 5 ml se afiadi6 en cada unola concentracion de 6-bencilaminopurina (6-BAP)
de acuerdo con la tabla, los medios se esterilizaron en autoclave a una
temperatura de 120°C y una presion de 15 kg cm-2durante 20 minutos, de igual
manera se esterilizaron 48 tubos de ensayo para servir el medio dentro de la
camara de lujo laminar donde se afiadié a cada matraz la concentracion de acido
giberélico (AGs) correspondiente, este paso se realizd con la ayuda de una
jeringa conectada a un filtro milipore de 20

Cuadro 17. Concentraciones de 6-bencilaminopurina (6-BAP)y acido giberélico

(AG3) empleados en el desarrolloin vitro de embrionesde alcatraz blanco o criollo
(Zantedeschia aethiopica L. Spreng).

Medio BAP (mg LY AGs (mg L™)
M1 0 0
M2 0.3 3.0
M3 1.0 1.0
M4 3.0 0.3

Se extrajo una muestra de 12 semillas al azar de cada una de las cuatro
poblaciones establecidas: semillas de alcatraz provenientes de frutos maduros
pretratadas con H202 (30%), semillas de alcatraz de frutos maduros pretratadas

con agua estéril, semillas de alcatraz provenientes de frutos inmaduros
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pretratadas con H202 (30%) y por ultimo semillas de alcatraz de frutos

inmmaduros pretratadas con agua estéril,

El proceso de localizacion, aislamiento y cultivo de embriones (Figura 1) se
realizo bajo el estereomicroscopio dentro de la cAmara de flujo laminar, primero
se realiz6 un corte longitudinal con un bisturidesde el hilo hasta el hipocatilo de
la semilla (Figura 1a-1c) Se retir6 el endospermo (Figura 1d) y con la puntade
unaaguja hipodérmica se aislo el embrion verde (Figura 1e-1f) y se sembro en
un tubo de ensayo. Las muestras se incubaron a unatemperatura ambiente de
24°C con un fotoperiodo de 16 horas de luzy 8 de oscuridad y un flujo de fotones
de 3000 pmol-m 2 s°1-

Figura 31. Secuenciade localizacion, aislamiento y cultivo in vitro de embriones
de alcatraz (Zantedeschia aethiopica L. Spreng) proveniente de semilla de fruto
maduro tratada con peréxido de hidrogeno al 30%: a-c) escision de la semilla; d-
e) exposicion del embridn; e) extraccion del embrion.

5.3. Disefio experimental
Se utilizé un disefio experimental completamente al azar con arreglo factorial de
tres factores, en total se establecieron 16 tratamientos con tres repeticiones, es
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decir, 48 unidades experimentales. Cada unidad experimental consistié en un
tubo de ensayo con un embrion. Se cuantific6 el numero de embriones
desarrollados por tratamiento. Los resultados se analizaron mediante unaprueba
de Kruskal y Wallis para el andlisis de la varianza no paramétrica con el paquete
estadistico Infostat® version 2015, también se determin¢ la desviacion estandar
(D.E.) y el coeficiente de variacion (C.V.).

Cuadro 18. Tratamientos utilizados en el desarrollo in vitro de embriones de
alcatraz blanco o criollo (Zantedeschia aethiopica L. Spreng).

Tratamiento Madurez del Escarificacion de la Medio de
fruto semilla cultivo
T1 Maduro Peréxido de hidrégeno M1
T2 Maduro Peréxido de hidrégeno M2
T3 Maduro Peréxido de hidrégeno M3
T4 Maduro Peréxido de hidrogeno M4
T5 Maduro Agua estéril M1
T6 Maduro Agua estéril M2
T7 Maduro Agua estéril M3
T8 Maduro Agua estéril M4
T9 Inmaduro Peréxido de hidrégeno M1
T10 Inmaduro Peréxido de hidrégeno M2
T11 Inmaduro Peréxido de hidrégeno M3
T12 Inmaduro Peréxido de hidrogeno M4
T13 Inmaduro Agua estéril M1
T14 Inmaduro Agua estéril M2
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T15 Inmaduro Agua estéril M3

T16 Inmaduro Agua estéril M4

5.4 Resultadosy discusién

La prueba de Kruskal y Wallis para el analisis de la varianza demostré que no
existe efecto significativo de los tratamientos sobre la tasa de desarrollo de
embriones (P<0.05). Unicamente se observé un desarrollo de embriones en las
semillas de frutos inmaduros embebidas con perdoxido de hidrogeno (H202) al
30% y en semillas de frutos inmaduros pretratadas con agua estéril (Figura 33),
al igual que en la germinacion in vitro de semillas (Capitulo 4) La precaria
germinacion de los embriones puede deberse a la baja viabilidad observada con
la prueba de cloruro de tetrazolio (CTT) al 1% (Capitulo 4) y a la falta de
longevidad en la semilla (Panetta, 1988).

Cuadro 19. Prueba de Kruskall y Wallis para el andlisis de la varianza no
paramétrica y medidas de estadistica descriptiva sobre la variable “Tasa de

desarrollo de embriones” de blanco o criollo cultivados in vitro (Zantedeschia
aethiopica L. Spreng).

Tratamiento  T.E.G (embriones D.E. CV al H p
germinados

ftratamiendo)

Valor medio
1 3 0 0 15 10.04 0.4514
10 0 0 Sd
11 0 0 Sd
12 0 0 Sd
13 3 0 0
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14

15

16

8

9

0

0

0

0

Sd

Sd

Sd

Sd

Sd

Sd

Sd

Sd

T.E.G= Tasa de embriones germinados; D.E= Desviacidén estandar; C.V= Coeficiente de
variacion; H= Estadistico de prueba Krukal y Wallis (P<0.05)
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Germinacion de embriones de alcatraz
cultivados in vitro
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Figura 32. Porcentaje de germinacion de embriones de alcatraz blanco o criollo
(Zantedeschia aethiopica L. Spreng) cultivados in vitro.

Los embriones se desarrollaron de forma normal, la germinacion del embrién
comenz6 con la protrusion de la radicula (Figura 32a), posteriormente se
desarrollé la plumula (Figura 32 b-d) y las raices adventicias (Figura 33)

Figura 33. Secuencia de desarrollo in vitro de un embrién aislado de semilla de
alcatraz (Zantedeschia aethiopica L. Spreng) proveniente de fruto inmaduro y
embebida en agua estéril.
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Figura 34. Plantula de alcatraz (Zantedeschia aethiopica L. Spreng) obtenida
mediante rescate de embriones. El embrién se extrajo de una semilla de fruto
inmaduro embebida en agua estéril.

5.5 Conclusiones

La germinacion de los embriones no se vi6 afectada por la composicién del medio
de cultivo, los pretratamientos a la semilla nila maduracién de los frutos del cual
provienen, sin embargo, se logro obtener plantulas libres de enfermedades a
partir del rescate de embriones. A pesar de que las plantas de alcatraz presentan
bajos porcentajes de abortos de los frutos, las semillas pierden viabilidad
rapidamente. El rescate de embriones es una herramienta Gtil en el estudio de

los factores que afectan la germinacién de embriones de alcatraz.
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