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RESUMEN ABSTRACT

Dracaena deremensigar. Janet Craig es Micropropagation of Dracaena dere-
una planta ornamental de exportacion. Debido a sumensis. Dracaena deremensigr. Janet Craig
valor, y a la aparicién espontanea de mutantes des an ornamental export plant. Due to its value,
esta variedad en el campo, también con valor parand the occurrence in the field of spontaneous
incursionar en el mercado internacional, es muymutants of the same species, also valuable in
deseable contar con métodos eficientes para la mithe international market, efficient methods for
cropropagacion acelerada de estas plantas. En eapid propagation of these plants are highly de-
presente estudio, la induccion de brotes mlltiplessirable. In this study, multiple shoots were in-
ocurrié en la base de éapices caulinares cultivadosluced on the bottom of caulinar apicesDnf
en el medio de Murashige y Skoog (1962) (MS), deremensigsultured on Murashigue and Skoog
suplementado con auxinas y citocininas en diferen{1962) (MS) medium supplemented with diffe-
tes concentraciones y combinaciones, para un totalent concentrations and combinations of auxins
de 87 tratamientos con 10-25 repeticiones cadand cytokinins, for a total of 87 treatments
uno. La tasa de multiplicacién mas alta, 5,6 broteswith 10-25 replicates each. The highest shoot
por explante, se obtuvo a las 3 semanas en un M8&wultiplication rate was achieved on MS me-
al que se le adicion6 1 mg tle acidan-naftalen-  dium containing 1mg-% of a-naphtalenacetic
acético (ANA) y 1 mgtde kinetina (KIN). El en-  acid (NAA) and 1 mg -t of kinetin (KIN),
raizamiento ocurrié cuando los brotes producidoswhich produced an average of 5,6 shoots after
fueron separados del explante y cultivados en urthree weeks in this culture mediunm vitro
MS sin reguladores de crecimiento. Durante la fa-rooting occurred in an MS medium devoid of
se de aclimatizacion el 100% de las plantulas fuegrowth regulatorsin vitro plants were success-
ron establecidas con éxito en el invernadero. Estéully acclimatized under greenhouse condi-
protocolo no solo fue eficiente para la micropro- tions. This protocol was efficient not only for
pagacion de la variedad Janet Craig sino tambiémicropropagating Janet Craig, but also for a
para un mutante de esta variedad; los resultadosutant of the same variety. Results showed a
mostraron un 100% de coincidencia en la res-100% coincidence on both plarits vitro res-

puestan vitro de ambas plantas. ponse.
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INTRODUCCION tratamiento con acido giberélico. Los racimos tar-
dan de 4-6 meses en madurar y la germinacion se
Dentro de la familia Agavaceae se en- produce a las 6-8 semanas de la siembra (Infoagro
cuentran 2 géneros que presentan caracteristicaZ03, Sanchez de Lorenzo 2003).
muy semejantedracaenay Cordyline Se co- Casi todas las variedades deacaenay
noce alrededor de 150 especiesDiacaenay Cordylinetienen una gran demanda tanto en el
15 deCordyline sin embargo, apenas 20 6 30 se mercado local como internacional. En algunas
cultivan con fines ornamentales (Sanchez de Lo-ocasiones en los campos de reproduccion apare-
renzo 2003). cen mutantes o quimeras de estas especies, algu-
La Dracaenaspp. se encontro inicialmen- nas de ellas con caracteristicas de gran valor en
te en las Islas Canarias y de alli se trajo a los tr6el mercado internacional. En estos casos los mé-
picos americanos, donde presenta un crecimientéodos de propagacion convencionales resultan in-
exuberante (Botanical Growers 2003). Es unasuficientes para reproducir la planta en forma
planta ornamental, conocida por su apariencia ymasiva y llegar al mercado en el menor tiempo
facilidad para crecer en ambientes interiores, ygposible. Deesta forma, el cultivo de tejidos se
gue crece sin problemas en ambientes claros cononvierte en una herramienta que permite la mi-
luz indirecta, pero también puede tolerar poca luzcropropagacién clonal y masiva del material de
(Clemson 2003). Se conoce alrededor de 30 esinterés, el cual ademas estara libre de plagas y en-
pecies dentro de este género, entre 8llanar-  fermedades. En ornamentales el cultirvovitro
ginata D. deremensidD. fragrans D. reflexa ha tenido un gran impacto histérico, cientifico y
D. godseffianay D. warneckii economico, probablemente por el valor intrinseco
Dentro de la especi2. deremensigxis- del producto final (Debergh y Read 1991, De Fos-
ten variedades como la “Janet Craig”, la cual essard 1986).
utilizada cominmente en interiores y se caracte- Mediante el cultivan vitro de brotes del
riza por sus hojas gruesas, oscuras y brillantestallo se ha logrado establecer protocolos |Rara
Esta variedad puede crecer hasta 305 cm (1@narginata“Tricolor” (Chua et al. 1981) yD.
pies). La variedad “Compacta” posee hojas defragrans (Vinterhalter y Vinterhalter 1992, Vin-
aproximadamente 12,7 cm (5 pulgadas) que creterhalteret al. 1990). Dichos protocolos son muy
cen apifiadas en un tallo de lento crecimiento. Laespecificos para las especies para las que fueron
“Warneckii” es una planta variegada (verde concreados, lo que confirma que cada genotipo re-
lineas blancas) que logra sobrevivir con muy po-quiere de condiciones especiales de desinfeccion,
ca luz y puede alcanzar hasta 122 cm (4 pies) dautricion y crecimiento. Por tal motivo, el objeti-
altura, y la variedad “Bausei” posee hojas devo de éste trabajo fue establecer un protocolo pa-
aproximadamente 45,7 cm (18 pulgadas) de anfa la micropropagacion de la planta ornamental
cho en tallos que crecen hasta 122 cm (4 pies) d®racaena deremensisr. Janet Craig.
alto; ésta variedad se caracteriza por tener una
sola linea blanca en el centro de cada una de las

hojas (Clemson 2003). MATERIALES Y METODOS
Las dracaenas son multiplicadas por esque-
jes apicales de tallo o de trozos de tallo de 5-8 cm Este trabajo se realizé en el Laboratorio de

de longitud, que son enraizados con el uso de reBiotecnologia de plantas del Centro de Investiga-
guladores de crecimiento. Posteriormente, los eseiones Agronémicas, Universidad de Costa Rica.
guejes se colocan en una mezcla de turba y arena

tratada con fungicidas. En estas condiciones eMaterial vegetal

enraizaniento se produce al mes de la siembra.

También, esta planta se reproduce por semilla; sin Como material madre se utilizd esquejes de
embargo, para que la planta florezca debe someteaproximadamente 15 cm de altura, con 1 6 2 bro-
se a temperaturas inferiores a los 12-14°C o a utes de 6-10 cm de largo (Figura 1a). Los esquejes
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fueron mantenidos en el invernadero y asperjadogstablecimiento

semanalmente con Agrimicin y Benlate (t'glé

cada uno). Los brotes fueron separados del talloDesinfecciénPara el desarrollo de la metodologia
se les elimind las hojas y el tejido externo hastade desinfeccion de los explantes, se realiz6 un en-
obtener un explante de aproximadamente 5 cm deayo utilizando 3 diferentes tratamientos:

longitud (Figura 1b). 1- Los explantes fueron colocados en agua
desionizada durante su preparacion. Posterior-
mente, se colocaron en etanol al 70% por 1 min,
luego fueron transferidos a una solucion de hipo-
clorito de sodio (NaOCI) al 2,5% (cloro comer-
cial al 5%) con una gota de Tween-20 por 20
min., ambos pasos se realizaron en agitacion
constante. Finalmente, dentro de la camara de
flujo laminar, los explantes fueron lavados 3 ve-
ces con agua destilada estéril.

2- Los explantes fueron colocados en una
solucion de 100 mgllde &cido ascérbico duran-
te 30 min. Posteriormente, se pusieron en una so-
lucion con 2 gt de Agry-gent y 2 g1 de Ben-
late durante 20 min., luego se pasaron por etanol
al 70% por 1 min. y después a una solucién de
NaOCI al 2% (cloro comercial al 5%) con una go-
ta de Tween-20 por 20 min. Todos los pasos de es-
te procedimiento fueron realizados en agitacion
constante. Una vez terminados los 20 min. y den-
tro de una camara de flujo laminar, los explantes
fueron lavados 3 veces con agua destilada estéril.

3- Este tratamiento es similar al anterior,
excepto porque los explantes estuvieron en la so-
lucién de Agry-gent y Benlate por 30 min. en lu-
gar de 20 min. y porque al NaOCI se le adicion6
100 mg 1! de acido ascorbico.

Medio de cultivo. El medio de cultivo utilizado
fue el de Murashige y Skoog (MS) (1962), suple-
mentado con 2 mgtlde Acidox-naftalen acético
(ANA), 8 g I'* de agar, 10 glde Polivinil pyrro-
lidona (PVP) como antioxidante y 30-§de sa-
carosa. El pHlel medio fue ajustado a 5,8 antes
del autoclavado, el cual se realiz6 a 121°C por
25 min. Se dispens6 15 ml de medio de cultivo
en tubos de 25x150 mm.

Luego de la desinfeccion de los brotes de
3-5 cm., estos fueron disectados en la camara de
Fig. 1. A. Esquejes dB. deremensisar. Janet Craig utili- f|g]0 lamm_ar'EI explante fma~| inoculado en el me-

zados como material madre. B. Brotes separados deIdIO de cultivo tuvo un tamarfio de 0,5-1 cm de lon-

esqueje. gitud y una base de 0,5 cm de diametro (Figura 2).
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Condiciones de cultivo

En las 3 fases antes descritas, los tejidos
fueron cultivados a una temperatura de 24+1°C,
con un fotoperiodo de 16 h y luz fluorescente a
46 pmol m?st,

Aclimatizacion

Brotes enraizados de aproximadamente 4
cm fueron removidos de los frascos de cultivo y
Fig. 2. Tamafio inicial del explante @ deremensivar. o] medio adherido a las raices fue eliminado total-

Janet Craig para su establecimiemtoitro. mente mediante lavado. Las plantulas fueron
mantenidas en una solucion de Benlate (2)y |
Agrymicin (2 g 1Y) por 1 hora, luego de este tiem-
po las plantulas fueron sembradas en un sustrato
compuesto por suelo y fibra de coco en propor-
cion 1:1, esterilizado con calor. Una vez en las
bandejas, las plantulas fueron colocadas por 1 se-
mana en un tinel cubierto por plastico. Durante la

mente el medio basico de Murashige y Skoog I L
semana siguiente el plastico fue levantado paula-
(MS) (1962), suplementado con 30yde saca- . oo
. tinamente hasta que se elimind en forma total,

rosa y 8 gt de agar. Los reguladores de creci- )
; > . guedando las plantas al descubierto.
miento fueron aplicados como combinaciones de . . S
El riego se aplico por aspersion 2 veces por

auxinas y citoquinina€omo auxinas se utiliz6 el - .
. . i . semana. También cada semana las plantulas fueron
acido 3-indolacético (AlA) en concentraciones de . o

asperjadas 3 veces, utilizando en forma alterna,

001 a 20 mg+ y el &cido a-naftalenacético uno de los siguientes productos: Raizal (24 |
(ANA) en concentraciones de 0,01 a 10 rhgdo- o 9 =S P ;
mo citocininas se utilizé la®benciladenina (BA) Multiminerales (2 mIf), Urea (2 g1), 12-60-0 (5

g ) y 20-20-20 (2 g1). Cada 3 semanas fue apli-

en concentraciones de 0,01 a 10 rhy la kineti- cado el fungicida Daconil (5 mt) y 1 vez por se-

na (KIN) en concentraciones de 0,1 a 10 rhg | f | los i icidas: Basudi
También se prob6 con AIA, ANAy BA en forma mana, en forma alterna, los insecticidas: Basudin
’ (5 ml 1), Lorsban (2 mi'h), Wdate (2,5 mI'h y

independiente. Los reguladores de crecimiento gex. . 1
; , - Decis (2 ml ).
neraron 87 tratamientos, el nimero de repeticiones
varié de 10 a 25 por tratamiento. El medio de cul-
tivo fue renovado a las 2, 3 y 4 semanas, momento i
en que se evalud la tasa de multiplicacion de los RESULTADOS Y DISCUSION

explantes.

Multiplicacién

Para la multiplicacion se utilizé nueva-

Material vegetal
Enraizamiento
El hecho de tener los esquejes donadores de

Los brotes producidos en la fase de multi- explantes en el invernadero, no solo facilité la ob-
plicacion fueron separados de los explantes ddencion de los explantes, sino que permitio tratarlos
donde se originaron, y transferidos al medio MScon fungicidas y bactericidas, lo que eliminé gran
con concentraciones de 2,4-D que variaron de 0,Jarte de la contaminacion que se produce cuando
a2 mgi. los explantes vienen directamente del campo.
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El tamafio de los brotes fue seleccionadooxidados de los tratamientos 1y 2, pero en el tra-
de acuerdo con la experiencia generada en prugamiento 3 solo aparecieron, en muy pocos casos,
bas preliminares, en este estudio se encontré queurante las transferencias cuando se realizé algun
el tamafio de 5 cm para los brotes obtenidos aorte al tejido.
partir de los esquejes, antes de la desinfeccion, Resulta claro observar que hubo una rela-
fue adecuado ya que no solo facilitdé el manejocion directamente proporcional entre el porcentaje
durante la desinfeccién superficial, sino que dis-de sobrevivencia y el de contaminacion, lo cual in-
minuy6 la oxidacion del explante y la necrosis dica que los diferentes tratamientos de desinfec-
del tejido, causada por la concentracion decion fueron efectivos Gnicamente en el control de
NaOCI utilizada. Este tamafio permitié que Uni- los contaminantes sin dafar los explantes (Cuadro
camente el tejido externo se necrosara y que ld). En otros experimentos, se ha observado que los
parte apical del explante quedara intacta para stratamientos de desinfeccion son eficientes en el

posterior diseccion. control de la contaminacion, pero el dafio causado
al explante es letal, tal y como se ha observado du-
Establecimiento rante la desinfeccion de la planta medictehi-

naceasp. (Loaiza J., comunicacion personal).
Desinfeccion.De los tratamientos de desinfec-
cion utilizados se selecciond el nimero 3, ya queMedio de cultivo. En el medio de cultivo utilizado
este gener6 un 84,31% de material libre de cualpara el establecimiento de los explantes, en un pe-
quier contaminacion en los estados iniciales deriodo de 3 semanas se observé un crecimiento ac-
crecimiento del explante (Cuadro 1). tivo de los mismos (Figura 3). Este crecimiento fue

Se observo que la permanencia de los exfavorecido por la presencia del PVP en el medio, el
plantes en la solucién de Agry-gent y Benlate porcual ayud6 a reducir significativamente la oxida-
30 min. reduce sustancialmente (34%) el porcentacion inicial causada por los cortes realizados al ex-
je de contaminacion, con respecto al tratamiento 2plante durante su diseccion.

El &cido ascorbico utilizado en la fase ini-
cial de la preparacion de los explantes y durante
la desinfeccion con el NaOCI redujo la oxidacion
del tejido durante la diseccién e inoculacian
vitro de los explantes.

Aun cuando pareciera que la utilizacion
del acido ascorbico no tiene ingerencia en el pro-
ceso de contaminacion, debe tomarse en cuenta
que la ausencia de oxidacién no solo le permite
al explante establecerse mas rapidamente, sino
gue evita la presencia de tejido dafiado, que pue-
da ser sustrato para el crecimiento acelerado de
bacterias endogenas. Este tipo de bacteria fugig 3. crecimiento d&. deremensisar. Janet Craig en el
evidente en un periodo muy corto, en los tejidos medio de establecimiento.

Cuadro 1. Porcentajes de sobrevivencia y contaminacion obtenidos con los tratamientos de desinfeccion superficial.

Total de explantes % de sobrevivencia % de contaminacion
Tratamiento 1 43 23,26 76,74
Tratamiento 2 33 50,16 49,84

Tratamiento 3 51 84,31 15,69
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En pruebas preliminares, donde fueron Multiplicacién
comparados el agar (8%ly el Phytagel (1,8 ), Cuando los explantes alcanzaron un tama-
el Phytagel indujo un proceso de hiperhidricidad fio de 1-2 cm. fueron transferidos a un medio de
en los explantes, lo que provoco que se suspendigultivo con los 87 diferentes tratamientos de regu-
ra su usoEste fendmeno ha sido ampliamente ladores de crecimiento para inducir la prolifera-
documentado en diferentes especies y se indicaion de los brotes. En ese momento se eliminé la
gue esta directamente relacionado con la aplicaparte externa del tejido de la base de los explantes,
cién del Phytagel (Chacdet al 2000, Nairnet pues generalmente este se encontraba oxidado,
al. 1995). La hiperhidricidad se refiere a 6rganosproducto de la manipulacion inicial. Sin embargo,
y tejidos que tienen una apariencia morfologica ya partir de este momento ya no fue necesario el
funciones fisiologicas anormales (Debesggtal. PVP en el medio, pues la oxidacion ceso.
1992, Ziv 1991). Chacéet al. (2000) trabajando De los 87 tratamientos de reguladores de
con Dioscorea trifiday D. alata atribuyen la  crecimiento utilizados, fueron seleccionados los 4
induccion de la hiperhidricidad en sus materialesque presentaron caracteristicas cualitativas desea-
a las propiedades fisicas del Phytagel. Se ha erbles como color, forma y desarrollo del explante
contrado que este induce un menor potencial ma¢Cuadro 2, Figura 4), asi como las mejores tasas de
trico en el medio de cultivo, lo que produce unamultiplicacién (Cuadro 3).
mayor absorcion de agua por las plantas. Por otra
parte, Nairnet al. (1995) en trabajos cdRinus
radiata, atribuyen los efectos negativos de este
gelificante a su constitucion quimica. En nuestro,
caso, las plantas a las que se les detectd un pr
ceso de hiperhidricidad fueron transferidas a u
medio con agar, donde el proceso cesootEns
estudios, donde este proceso presenta serios pr
blemas, han sido adicionados compuestos tales ct
mo hierro y magnesio, tal es el casoDdenthus
caryophyllus(Yadav et al. 2003), agentes gelifi-
cantes que contienen pectina (M-Gel), extractos
de polisacarido de alga &ucalyptussp. (White-
houseet al 2002) o nitrato de plata ¢ielianthus
annuusL. (Mayor et al 2003). Fig. 4. Multiplicacion deD. deremensigar. Janet Craig.

Cuadro 2. Caracteristicas de las plantulas en los 4 medios de cultivo seleccionados para la micropropBgalstendmnsis
var. Janet Craig.

Tratamiento Caracteristicas

0,1 mg 1ANA X 1 mg 1 KIN Aspecto de las hojas un poco débil y quebradizo. Buen color.
Multiplicacién en la base y la parte aérea del explante.

1 mg I* ANA X 0,01 mg 1 BA Yemas muy alargadas, hojas con buena coloracion y forma.
La multiplicacion es en la base del explante.

1 mg I*ANA X 1 mg 1 KIN Tamafio medio, buen color y aspecto. La multiplicacién es
en la base y la parte aérea del explante.

0,25 mg ! BA Alargamiento principalmente de la yema principal, buen aspecto
en todo el explante.
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Cuadro 3. Tasas de multiplicacion en los tratamientos seleccionados para la micropropadaci@nesieensisar. Janet Craig.

Numero de brotes

Tratamiento Iniciales Finales T.M.
0,1 mg f*ANA X 1 mg I KIN 33 130 39
1 mg L ANA X 0,01 mg I* BA 39 138 3,5
1 mg ILANA X 1 mg 1 KIN 25 139 5,6
0,25 mg 1! BA 18 55 31

T.M.=Tasa de multiplicacién (Brotes finales/brotes iniciales)

Finalmente, de los 4 tratamientos anteslLas raices fueron finas, largas y generalmente

mencionados, fue seleccionado el que contenia unamificadas (Figura 5).

MS suplementado con 1 mg dle ANA, 1 mg

de KIN. En este medio de cultivo se obtuvo una
tasa de multiplicacion de 5,6 brotes expldnte
(Cuadro 3).

En los medios de cultivo restantes (no in-
cluidos en el Cuadro 3), tanto los explantes comd
los brotes inducidos presentaron caracteristica
gue impidieron su uso, entre ellas: alteracioneg
en la forma de los brotes (anchos y pequefios),
la textura de las hojas (quebradizas, débiles, frun
cidas), en la forma del tallo (muy delgado, muy
grueso o delgado en la parte basal y grueso en |5ig. 5. Enraizamiento d@. deremensisar. Janet Craig.
apical), asi como la formacién de yemas adventi-
cias, las cuales no fueron de gran utilidad, pues Con las diferentes concentraciones de auxi-
fueron producidas en cantidades pequefias y adaa, se obtuvo raices gruesas, cortas, poco ramifica-
mas una vez separadas del explante, estas o el edas o0 en algunos casos un sistema radical com-
plante mueren. puesto de una raiz principal sin ninguna ramifica-

Con respecto a la renovacion del medio decién, lo cual concuerda con las observaciones de
cultivo y a la tasa de multiplicacion, se encontrd George (1996). Segun este autor, un buen sistema
gue el periodo de 3 semanas fue el 6ptimo para laadical es importante, pues con suma frecuencia se
multiplicacion y separacion de los explantes.  observa que las raices produci@asitro no son

funcionales, debido a que pueden carecer de cone-
Enraizamiento Xion vascular con el resto de la planta o no desarro-
llan pelos radicales. Etrabajos realizados con

Durante la evaluacion de los medios de Psychotria acuminatd,araet al. (2003) encon-
cultivo para el enraizamiento, se observé quetraron que las raices de esta especie, producidas
los explantes enraizaron espontaneamente y eim vitro, eran sumamente fragiles y que morian
un 100% en el medio MS desprovisto de regula-cuando las plantulas eran llevadas al invernade-
dores de crecimiento (testigo). La aparicién dero, por lo que fue necesario el uso de enraizado-
las raices se observé en un periodo de 2 a 3 sees en la fase de aclimatizacion para asegurar la
manas luego de poner el explante en el mediosobrevivencia de las plantulas.
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Las raices desarrolladas en la fiaxseitro,
tanto en brotes individuales como en grupos d
brotes en este estudio, continuaron su crecimie
to en el invernadero, donde en un corto periodg
se observo una gran proliferacion a partir de las
raices iniciales.

Aclimatizacion

Durante el periodo de aclimatizacién se
obtuvo un 100% de sobrevivencia de las plantu
las. Este resultado viene a corroborar que el susFig. 6. Aclimatizacion d®. deremensisar. Janet Craig.
trato fibra de coco:suelo en proporcion 1:1 es
apropiado para la aclimatizacion de esta especie.

También, la eliminacién paulatina del plastico

permitié que las plantulas se adecuaran al nuevo
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