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RESUMEN: El lirio amazénico (Eucharis grandiflora Planch. & Linden) es una planta
gedfita de uso ornamental y se propaga a través de la division de brotes adventicios. No
obstante, este método es limitado, debido a que un bulbo produce solo dos o tres
hijuelos después de un afio de cultivo, por lo que el objetivo de esta investigacion fue
elaborar una metodologia que permita la micropropagacion de esta especie mediante
organogeénesis directa, y de este modo incrementar el nimero de plantulas nuevas en
sistemas comerciales. Durante el establecimiento in vitro, se usaron explantes de 0.5 X
1.0 cm conformados por una porcion del catafilo y del disco basal y se cultivaron en el
medio de Murashige & Skoog (MS) suplementado con 2.0 ml-L™ de Plant Preservative
Mixture (PPM™), Para la induccién y multiplicacion de brotes adventicios se evalu6 el
efecto de la 6-bencil-aminopurina (BAP) en concentraciones de 0.0, 0.1, 0.3, 1.0 y 3.0
mg-L™ y se determind el nimero de brotes cada siete dias. Los brotes obtenidos se
subcultivaron en un medio sin reguladores para promover su desarrollo, y se evalu6 el
contenido de sacarosa en concentraciones de 30 a 70 g-L™. Para el enraizamiento, se
utilizd 4&cido indol-3-acético (AlA), &cido indol-3-butirico (AIB) y &cido o-
naftalenacético (ANA), en concentraciones de 0.3 y 1.0 mg-L™. Las condiciones de
incubacion fueron un fotoperiodo de 16 horas luz y ocho horas de oscuridad, a una
temperatura de 25 + 2 °C y una intensidad luminosa de 50 pmol-m?.s™. Los brotes
enraizados se aclimataron en contenedores con turba de musgo y se mantuvieron en un
invernadero de cristal con sombra al 50%. En el establecimiento se obtuvo una
contaminacién del 30%. Durante la multiplicacion, el uso de 3.0 mg-L™* BAP produjo
un maximo de 3.8 brotes por explante a los 35 dias después de la siembra. EI mejor
desarrollo de los brotes se obtuvo con 50 g-L™ de sacarosa. En el enrizamiento, el AIA
y AIB (0.3 mg-L™) produjeron una mayor longitud de raices. Durante la aclimatacién
se obtuvo un 100% de sobrevivencia a los 50 dias después del trasplante y
aclimatacion.

Palabras clave: Amaryllidaceae, biotecnologia, propagacion, bulbo.

ABSTRACT: Amazon lily (Eucharis grandiflora Planch. & Linden) is a geophyte
plant for ornamental use and it is propagated through the division of adventitious
shoots. However, this method is limited, because a bulb produces only two or three
offspring after one year of cultivation, so the objective of this research was to develop a
methodology that allows the micropropagation of this species through direct
organogenesis and thus increase the number of new seedlings in commercial systems.
During the in vitro establishment, there were used 0.5 X 1.0 cm explants conformed by
a portion of the scale and basal disk and they were cultivated in Murashige & Skoog
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medium (MS) supplemented with 2.0 ml-L™ of Plant Preservative Mixture (PPM™). For the
induction and multiplication of adventitious shoots, the effect of 6-benzyl-aminopurine (BAP)
was evaluated in concentrations of 0.0, 0.1, 0.3, 1.0 and 3.0 mg-L™ and the number of new
shoots every week was determined. The shoots obtained were subcultured in a medium without
regulators to promote their development, and the sucrose content was evaluated in
concentrations of 30 to 70 g-L™. For rooting, indol-3-acetic acid (AlA), indol-3-butyric acid
(AIB), and a-naphthaleneacetic acid (ANA) were used, in concentrations of 0.3 and 1.0 mg-L™.
Incubation conditions were a photoperiod of 16 light hours and 8 dark hours, at a temperature
of 25 + 2 °C and a light intensity of 50 pmol-m?-s™. The rooted shoots were acclimatized in
pots with peat moss and were kept in a glass greenhouse with 50% shade. In the establishment,
contamination of 30% was obtained. During multiplication, the use of 3.0 mg-L*? BAP
produced a maximum of 3.8 shoots per explant 35 days after culture. The best development of
shoots was obtained with 50 g-L™ of sucrose. In rooting, AIA, and AIB (0.3 mg-L™) produced a
greater root length. During acclimatization, 100% survival was obtained 50 days after
transplanting and acclimatization.

Key words: Amaryllidaceae, biotechnology, propagation, bulb.

INTRODUCCION

El lirio amazénico (Eucharis grandiflora Planch. & Linden) es una planta geofita perenne que
pertenece a la familia de las Amarilidaceas. Es originaria de Centro y Sudamérica, donde se
encuentra desde Guatemala hasta Bolivia, con una distribucion predominante en Colombia y
Ecuador (Yusti-Mufioz & Velandia-Perilla, 2013). Esta especie se encuentra adaptada a las
selvas himedas y a condiciones de baja luminosidad (Meerow, 1989; Meerow, Jost, & Oleas,
2015).

Generalmente se cultiva en macetas grandes y también en invernaderos, o como plantas de
interior. Los cultivadores las siembran por sus flores encantadoras, de color blanco puro y muy
aromaticas (Van Dijk & Kurpershoek, 2003). Ademas, posee unas hojas de color verde intenso,
las cuales son muy atractivas, lo que la convierte en una planta cultivada también por su follaje
(Evangelista-Lozano et al., 2015).

La propagacion convencional de esta planta suele realizarse por division de bulbillos
adventicios que se originan naturalmente en el bulbo subterraneo de la planta madre, los cuales
son removidos y replantados en el suelo o en un nuevo contenedor (Beyl & Trigiano, 2015;
Davies, Geneve, Wilson, Hartmann, & Kester, 2018). Sin embargo, este método de propagacion
es deficiente, debido a que un bulbo madre produce solo dos o tres hijuelos después de un afio
de cultivo (Bach & Sochacki, 2012; Cig & Basdogan, 2015). Aunado a esto, la propagacion
sexual en esta especie es limitada, debido a que sus semillas no son viables (Evangelista-
Lozano et al., 2015; Meerow, 1989). Por lo tanto, se requieren de otras alternativas que
permitan obtener un mayor nimero de plantas en sistemas de produccién comerciales.

Una alternativa es la micropropagacion, técnica que ha sido probada exitosamente en la
propagacion masiva de varias especies vegetales que presentan limitaciones importantes (Anis
& Ahmad, 2016; Cardoso, Sheng Gerald, & Teixeira da Silva, 2018). En especies de la familia
Amaryllidaceae, el uso de esta estrategia se encuentra ampliamente documentado (El Tahchy et
al., 2011; Juan-Vicedo, Pavlov, Rios, & Casas, 2019; Rahimi Khonakdari, Rezadoost, Heydari,
& Mirjalili, 2020; Zayed, EI-Shamy, Berkov, Bastida, & Codina, 2011), aunque en lirio
amazénico los reportes son escasos y se han centrado en el estudio de algunos factores que
intervienen durante la regeneracién de brotes adventicios, como el tamafio y la orientacién de
los explantes (escamas dobles y pedicelos), la concentracion de las sales inorganicas del medio
de cultivo, la temperatura y el fotoperiodo (Hasegawa, Takigawa, & Tokuzumi, 1995; Pierik,
Sprenkels, & van Bragt, 1983), asi como también aquellos que participan durante la
embriogénesis somética (Mujib, Banerjee, & Ghosh, 2005; Mujib, Banerjee, Magsood, &
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Ghosth, 2013). El objetivo de esta investigacion fue elaborar una metodologia que permita la
micropropagacion de esta especie mediante organogénesis directa con el fin de incrementar las
tasas de propagacion y obtener material homogéneo.

METODOS

Material vegetal

Como material vegetal, se utilizaron plantas de lirio amazénico cultivadas en macetas y dentro
de un invernadero con sombra (fig. 1A). Para obtener los explantes, se emplearon cinco bulbos,
con un diametro entre 4.5 y 5.5 cm, a los cuales se les removieron las raices, hojas y los
catafilos mas externos y necrosados, lavandolos con agua corriente y detergente comercial hasta
quedar completamente blancos y sin restos de sustrato. Después de extraidos los bulbos, se les
cortd la parte superior, se dividieron longitudinalmente en cuatro partes y cada parte resultante
se fraccion6 una vez mas, hasta obtener ocho partes.

Desinfestacion

Las fracciones obtenidas se lavaron vigorosamente en una solucién con detergente comercial
(Roma®) y 2 ml-L™ de Tween® 20. Seguido de esto se sumergieron en una solucién de etanol al
70% durante tres minutos. Posteriormente se colocaron en una solucion de cloro comercial
(hipoclorito de sodio 4-6%) al 20% durante 15 minutos. Después se llevaron a una solucién con
Fungimycin 500® (1 g-L™) durante 12 minutos. Luego de esto, se transfirieron a una solucion
de peroxido de hidrégeno al 30% durante 12 minutos, y una vez trascurrido este tiempo se
enjuagaron tres veces con agua destilada estéril. Finalmente, las fracciones del bulbo se
trasladaron inmersas en una solucién de &cido citrico (150 mg-L™) y &cido ascérbico (100
mg-L™) a una cdmara de flujo laminar para obtener los explantes.

Medio de cultivo

Como medio basico se utilizaron las sales inorgénicas del medio MS (Murashige & Skoog,
1962) al 100% suplementadas con 0.40 mg-L™ de tiamina, 100 mg-L™ de Myo-inositol, 80
mg-L™? de L-cisteina y 30 g-L™ de sacarosa. El pH se ajusté a 5.7 + 0.1 con NaOH o HCI, se
gelificd con 7 g-L™ de agar y se distribuy6 en tubos de ensayo de 25 x 150 mm a un volumen de
20 ml de medio por cada tubo. La esterilizacién se realizé en autoclave a 121 °C y 1.5 kgf-cm™
durante 15 minutos. Durante cada etapa del experimento se afiadieron distintos reguladores de
crecimiento, de acuerdo con las respuestas deseadas.

Establecimiento in vitro y condiciones de cultivo

El establecimiento in vitro se realiz6 en una camara de flujo laminar. Se seccionaron los
fragmentos de bulbo en fragmentos rectangulares de 0.5 X 1.0 cm, cuidando de que el explante
estuviera conformado por una porcién del catéfilo y del disco basal (escama sencilla). Los
explantes se colocaron en tubos de ensayo de 25 X 150 mm, y se mantuvieron en un cuarto de
incubacion con un fotoperiodo de 16 horas luz y ocho horas de oscuridad, a una temperatura de
25 + 2 °C y una intensidad luminosa de 50 pmol-m?.s™. Durante esta etapa se utilizé un medio
de cultivo basico, con 2.0 ml-L™ de Plant Preservative Mixture (PPM™) y otro sin PPM™
como testigo (100 explantes por cada tratamiento). Se evalud el porcentaje de contaminacion a
los 14 dias después de la siembra (DDS).

Induccién y multiplicacion de brotes

Durante esta etapa, se evalu6 el efecto de la 6-bencilaminopurina (BAP) en cinco
concentraciones: 0.0, 0.1, 0.3, 1.0 y 3.0 mg-L™. El medio de cultivo utilizado fue el medio
basico descrito anteriormente, suplementado con 80 mg-L? de sulfato de adenina y se
sembraron cinco explantes por cada tratamiento. Se contabilizéd el namero de brotes a los 35
dias después de la siembra (DDS).
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Desarrollo de los brotes

Los brotes obtenidos durante la multiplicacién, se subcultivaron en el medio bésico sin
reguladores de crecimiento y con distintos niveles de sacarosa, en concentraciones de 30, 40,
50, 60 y 70 g-L™ y se sembraron cinco brotes por cada tratamiento. Después de 35 dias, los
brotes se transfirieron a un medio de cultivo con auxinas para promover su enraizamiento. En
este experimento se contabilizo la longitud de brotes, el nimero de raices, la longitud de raices,
y el nimero de hojas cada siete dias.

Enraizamiento

Se estudio el efecto de tres auxinas en el enraizamiento de los brotes micropropagados del lirio
amazénico. Las auxinas evaluadas fueron: &cido indol-3-acético (AlA), acido indol-3-butirico
(AIB), y acido a-naftalenacético (ANA). Cada una de las auxinas se afiadié al medio de cultivo
en dos concentraciones diferentes (0.3 y 1.0 mg-L™), generando un total de seis tratamientos,
mas un testigo sin reguladores de crecimiento y se sembraron cinco brotes por cada tratamiento.
Se utilizé el medio de cultivo bésico, modificando la concentracién de sacarosa a 50 g-L™.
Durante esta etapa se contabilizo la longitud de brotes, el nimero y longitud de raices, vy el
namero de hojas cada siete dias.

Trasplante y aclimatacion

Para esta etapa, se utilizaron 100 plantulas obtenidas durante la etapa de enraizamiento, con una
longitud entre 2.8 y 8.5 cm. Como contenedores se utilizaron vasos desechables de plastico
transparentes de un litro de volumen y como sustrato se utilizo turba de musgo (fig. 1G). El
sustrato se saturé con agua y se esterilizo en autoclave a 121 °C y 1.5 kgf-cm™ durante 20
minutos.

Para esto, se retiraron las plantulas de los tubos de ensayo con la ayuda de una pinza, y se
lavaron con agua corriente durante un minuto para retirar los restos del medio de cultivo.
Posteriormente se enjuagaron en una solucién con Benlate® a una dosis de 0.5 g-L™. Una vez
enjuagadas, se trasplantaron en los contenedores y se cubrieron con una tapa transparente. Las
plantulas se mantuvieron en un invernadero con sombra al 50% y se regaron tres veces por
semana con la solucion nutritiva de Steiner (1984) a la mitad de la concentracién . A los 50 dias
después de la aclimatacion se evalu6 el porcentaje de supervivencia.

Disefio experimental y andlisis estadistico

En cada ensayo realizado se utilizdé un disefio experimental completamente al azar con cinco
repeticiones, en donde cada unidad experimental consistid en un tubo de ensayo con un
explante sembrado. Para el procesamiento de los datos de las variables nimero y longitud de
brotes, nimero y longitud de raices, y el nimero de hojas, se empled un analisis de varianza
(ANOVA) y una prueba de comparacion de medias de Tukey (P < 0.05). El analisis de los datos
se llevd a cabo utilizando el software estadistico InfoStat version 2016 (Di Rienzo et al., 2016).

RESULTADOS

Establecimiento

Catorce dias después de la siembra, se observo un 30% de contaminacidn causada por bacterias
en el tratamiento con PPM™, mientras que en el testigo fue del 50%, en el que se observo el
crecimiento tanto de hongos como de bacterias, lo cual sugiere que este compuesto ayuda
controlar la presencia de microorganismos y asi obtener un ambiente aséptico en los medios de
cultivo.

Smith, Burrows, & Kurten (1999) y de Klerk (2012) sefialan que el principal reto asociado con

el cultivo de tejidos en plantas bulbosas es la contaminacion enddgena durante la etapa de
establecimiento, debido a que el uso de érganos subterraneos como fuente de explantes,
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frecuentemente estd asociado con una alta presencia de microorganismos contaminantes (de
Klerk, 2012; Ziv & Lilien-Kipnis, 2000).

Induccién y multiplicacion de brotes

La formacion de brotes adventicios fue evidente en la region donde la escama se une con el
disco basal a partir de los 14 DDS (fig. 1B) mediante organogénesis directa. EI 80% de los
explantes generaron nuevos brotes adventicios. Estos resultados coinciden con lo reportado por
Cézarez-Prado et al. (2010) y Hong & Lee (2012), quienes observaron la generacion de nuevos
brotes en esta region de los explantes. Cazarez-Prado et al. (2010) también mencionan que
cuando las escamas no presentan el fragmento del disco basal no se presenta brotacion y sélo se
hinchan.

Se encontraron diferencias altamente significativas (P < 0.01) en cuanto al numero de brotes por
explante a los 35 DDS (Cuadro 1). Se dio un aumento significativo en el nimero de brotes a
partir de la adicién de 0.3 mg-L™* BAP al medio de cultivo con respecto al testigo, asi como
también una disminucién en el tamafio de los brotes (fig. 1D y E). La adicién de 3.0 mg-L™ de
BAP produjo un mayor nimero de brotes (mas de tres veces) con respecto al testigo, en el cual
se obtuvo la menor respuesta.

Cuadro 1. Efecto de la concentracion de BAP en la multiplicacion de brotes en explantes de lirio amazonico a los 35
DDS en condiciones in vitro.

BAP (mg-L™ NUmero de brotes
0.0 1.20£0.20¢c
0.1 140x024c
0.3 2.80+£0.20b
1.0 3.20+0.20 ab
3.0 3.80+£0.20a

Medias con una letra comin son estadisticamente iguales (Tukey, P < 0.05). Diferencia minima significativa: 0.88.
Los datos son medias + error estandar.

En Traubia modesta (Phil.) Ravenna, Paredes et al. (2014) reportan 2.47 brotes por explante
con 2.0 mg-L™ de BAP y 2.0 mg-L™ de ANA. Vargas, Oropeza, & de Garcia (2006) obtuvieron
3.75 brotes en explantes de Hippeastrum sp. con la adicién de 0.5 mg-L™* de BAP. Pierik,
Sprenkels, & van Bragt (1983) también obtuvieron resultados similares en Eucharis grandiflora
Planch. & Linden con la adicién de AIB en lugar de BAP durante la multiplicacién in vitro. Por
otro lado, en el caso de Muscari muscarimi Medikus, Ozel, Khawar, & Unal (2015) obtuvieron
19 brotes con 4.0 mg-L™ de BAP y 2.0 mg-L™ de ANA.

Desarrollo in vitro de los brotes

La concentracion de sacarosa en el medio de cultivo afecto el desarrollo in vitro de los brotes de
lirio amazdnico a los 35 DDS (Cuadro 2). En el caso del nimero de hojas se dio un efecto
significativo (P < 0.05) mientras que en la longitud de brotes y raices fue altamente
significativo (P < 0.01). En el caso del nimero de raices no se observaron diferencias
significativas (P > 0.05).

Se observd una respuesta favorable en los brotes al aumentar la concentracion de sacarosa de 30

a 40y 50 g-L™, en donde se pudo observar que fue el punto méximo para la longitud de brotes.
Al aumentar la concentracion a 60 y 70 g-L™* se pudo observar un efecto negativo, ya que los
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brotes tendieron a generar una menor longitud con respecto al tratamiento con 50 g-L™. El
nimero de hojas y la longitud de raices comenzé a disminuir con 70 g-L™ de sacarosa.

Resultados similares encontraron Cézarez-Prado et al. (2010) quienes observaron en Sprekelia
formosissima (L.) Herb. que una concentracién entre 40 y 50 g-L™ de sacarosa promueve un
mayor vigor de los brotes expresado en un diametro de bulbo mas grande y un mayor nimero
de hojas por brote. Sultana et al. (2010) observaron una tendencia similar en brotes de
Hippeastrum hybridum Hort. al incrementar la concentracién de sacarosa hasta 90 g-L7,
posteriormente se dio una disminucién en el peso fresco de los brotes. De Bruyn, Ferreira,
Slabbert, & Pretorius (1992) demostraron que se requiere una cierta concentracion de sacarosa
para la regeneracion de brotes, sin embargo, alto contenido de este carbohidrato en el medio de
cultivo tiene efectos negativos en el potencial de regeneracion de los explantes. Por otro lado,
Tipirtamaz (2003) encontré que el uso de sacarosa en concentraciones de 30 a 60 g-L™ no tuvo
un efecto significativo en el desarrollo de bulbos de Galanthus ikariae Baker.

Cuadro 2. Efecto de la concentracion de sacarosa en el desarrollo in vitro de brotes de lirio amazénico a los 35 DDS.

Sacargsa Longitud de NGmero de raices Longitud de raices NGmero de hojas
(g:-L7) brotes (mm) (mm)
30 352+32b 48+05a 124+ 14bc 20+0.1a
40 55.8+3.8a 32+09a 234+25a 20+0.1a
50 58.6+39a 32+06a 252+29a 20+0.1a
60 320+46b 38+06a 22.6+3.6ab 1.8+0.2ab
70 26.8+3.0b 42+09a 116+14c 14+0.2b
DMS 15.85 2.93 10.70 0.59

Medias en una columna con una letra comin son estadisticamente iguales (Tukey, P < 0.05). DMS: Diferencia
minima significativa. Los datos son medias + error estandar.

Enraizamiento de brotes

Durante esta etapa se encontraron diferencias significativas (P < 0.05) por efecto de los
tratamientos en el nimero de hojas, mientras que, en la longitud de brotes, nimero de raices y
longitud de raices fueron altamente significativas (P < 0.01).

La formacidn de raices ocurrié a los 7 DDS en el testigo y en los tratamientos con AlA y AIB,

mientras que en los tratamientos con ANA comenzo6 a los 15 DDS. A los 21 DDS, el porcentaje
de enraizamiento en todo el experimento fue del 100%.
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Fig. 1. Propagacion in vitro del lirio amazdnico. (A) planta madre como fuente de explantes, (B) explante con brotes
multiples a los 14 DDS, (C) explante con brotes maltiples a los 45 DDS, (D) explante en multiplicacion sin
reguladores de crecimiento a los 60 DDS, (E) explante en multiplicacién con 3.0 mg-L™ de BAPa los 60 DDS,
(F) enraizamiento in vitro con 1.0 mg-L™ de AIA a los 49 DDS, (G) contenedor utilizado durante la aclimatizacion,
(H) plantula a los 50 dias después de la aclimatacion.
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Al suplementar el medio de cultivo con auxinas se observo una pérdida en la longitud de los
brotes. En el caso del AlA en las dos concentraciones que se utilizaron, se produjo una ligera
reduccién de la longitud de brotes del 8.4% a una dosis de 0.3 mg-L™, mientras que al
incrementar a 1.0 mg-L™ esta reduccion fue de 15.7% con respecto al testigo, aunque sin
presentarse diferencias significativas. En el caso del AIB esta reduccién en la longitud de brotes
fue del 11.4% con una dosis de 0.3 mg-L™ sin diferencias significativas con respecto al testigo,
mientras que con 1.0 mg-L™, las plantulas fueron un 33.6% significativamente mas pequefias
que el testigo. En el caso del ANA, esta reduccion en la longitud fue méas notoria, ya que las
plantulas fueron un 58.7% mas cortas con 0.3 mg-L™ y 67.4% con 1.0 mg-L™?, ademés en
ambos casos se lleg6 a presentar pérdida de hojas (Cuadro 3).

Cuadro 3. Efecto de tres auxinas en el desarrollo y enraizamiento in vitro de brotes de lirio amazdnico a los 35 DDS.

Tratamiglnto Longitud de NGmero de raices Lo,ngitud de NGmero de hojas
(mg-L™) brotes (mm) raices (mm)
AIA 0.3 53.7+24ab 44+04c 35.6+10a 1.4+£02ab
AIA 1.0 49.4+35ab 50+04c 26.9+2.1ab 1.4+02ab
AIB 0.3 51.9+45ab 46+04c 346+28a 16+02a
AIB 1.0 38.9+5.3bc 44+02c 20.0+2.1bc 1.2+£0.2 abc
ANA 0.3 24.2+50cd 9.2+12b 151+11c 0.8+0.2bc
ANA 1.0 19.1+3.0d 152+0.7a 123+09c¢ 06+02c
TESTIGO 58.6+39a 32+06¢C 25.2+30b 1.6+0.2a
DMS 18.24 2.83 9.00 0.67

Medias en una columna con una letra comin son estadisticamente iguales (Tukey, P < 0.05). DMS: Diferencia
minima significativa. Los datos son medias + error estandar.

El nimero de raices no aumento significativamente por la adicién de AIA y AIB al medio de
cultivo con respecto al testigo, no obstante, éstas fueron de mayor longitud. Por otra parte, la
adicién de ANA promovio un mayor nimero de raices con respecto a los demas tratamientos,
sin embargo, éstas fueron de menor longitud.

Estos resultados coinciden con los reportados por Pierik et al. (1983), quienes lograron un
enraizamiento del 100% en plantulas de Eucharis grandiflora Planch. & Linden con y sin la
adicion de AIB al medio de cultivo, ademas, mencionan que con el uso de 0.4 mg-L™ de AIB es
posible obtener plantulas de muy buena calidad para ser transferidas al suelo. Por el contrario,
en otras especies como Sprekelia formosissima (L.) Herb., Cazarez-Prado et al. (2010) reportan
haber obtenido un porcentaje de enraizamiento del 56.25% sin la adicion de auxinas al medio
de cultivo. Hasegawa, Takigawa, & Tokuzumi (1995) reportan haber obtenido raices en
plantulas de Eucharis grandiflora Planch. & Linden con 0.01 mg-L™ de ANA y 0.1 mg-L* de
AIB, ademas, también encontraron que la concentracion de las sales inorganicas se encuentra
directamente relacionada con el nimero de raices que se puedan formar.

Trasplante y aclimatacién

La transferencia de las plantulas a condiciones ex vitro fue exitosa. A los 50 dias después de
haber realizado el cambio se observo un porcentaje de supervivencia del 100% (fig. 1H). El
porcentaje de supervivencia observado fue igual que en Crinum variable (Jacq.) Herb., como
sefialan Fennell, Crouch, & van Staden (2001), quienes lograron obtener un 100% de
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sobrevivencia al transferir las plantulas a un sustrato conformado por arena de rio y turba.
Baskaran & Van Staden (2013) también lograron un éxito del 100% al aclimatar plantulas de
Agapanthus praecox Willd. obtenidas in vitro.

DISCUSION

Con respecto a la formacion de brotes adventicios en los explantes, Grootaarts, Schel, & Pierik
(1981) sefialan que la formacion de brotes en esta region se debe a la preexistencia de
meristemos axilares, los cuales se desarrollan y dan origen a nuevos brotes, y a la presencia de
células meristematicas que se multiplican mitdticamente hasta originar nuevos meristemos, por
lo que esta region es esencial para el desarrollo de brotes adventicios. La organogénesis directa
se dio en un menor tiempo con respecto a otras especies bulbosas, como en Hippeastrum
hybridum Hort., en donde se requirieron méas de 36 dias para formar nuevos brotes (Sultana et
al., 2010), mientras que en Narcissus asturiensis (Jord.) Pugsley fue de 60 dias (Santos,
Fidalgo, Santos, & Salema, 2002). El incremento en el desarrollo de los brotes relacionado con
el contenido de sacarosa en el medio de cultivo es atribuible a la gran disponibilidad de
moléculas carbonadas para producir nuevos componentes celulares (Cazarez-Prado et al.,
2010), y es por eso que los carbohidratos juegan un papel muy importante durante la
propagacion in vitro, como una fuente de carbono, asi también como un agente osmético
(George, Hall, & De Klerk, 2008). No obstante, y en concordancia con este experimento, Al-
Khateeb (2008) menciona que los carbohidratos en altas concentraciones pueden llegar a inhibir
el desarrollo de la parte aérea de las plantulas debido a un elevado potencial osmético, el cual
interfiere con la absorcion de nutrimentos (Siwach, Grover, & Gill, 2011). Rodrigues-Martins,
Pasqual, Martins, & Ribeira (2015) también atribuyen este efecto al potencial osmético del
medio de cultivo como resultado de afiadir elevadas concentraciones de sacarosa. Se observo
una reduccion en la longitud de las raices conforme se aumenta la concentracién de auxinas en
el medio de cultivo, por lo que es conveniente un nivel adecuado para inducir la formacion de
raices de un tejido aislado (Acosta-Echeverria, Sanchez-Bravo, & Bafién-Arnao, 2008).
Trigiano & Gray (2004) sefialan que altas concentraciones de auxinas pueden ser toxicas, en
gran parte porque estimulan la produccién de etileno, el cual causa una inhibicion del
crecimiento.

CONCLUSIONES

El uso de PPM™ durante el establecimiento in vitro disminuy6 la contaminacién inicial en los
explantes de lirio amazonico, del 50 al 30%. La formacion de nuevos brotes adventicios se
produjo a los 14 dias después de la siembra y se obtuvo un méaximo de 3.80 brotes con la
adicion de 3.0 mg-L™ de BAP al medio de cultivo. Con una concentracion de 40 y 50 g-L™* de
sacarosa los brotes y raices fueron de mayor longitud. Es posible obtener plantulas con un buen
desarrollo radical con el uso de AlA y AIB en dosis de 0.3 y 1.0 mg-L™. La aclimatacién fue
exitosa y se obtuvo el 100% de sobrevivencia de las plantulas a los 50 dias después del
trasplante. La micropropagacion es una herramienta eficiente para la propagacion del lirio
amazénico, ya que con un bulbo madre es posible obtener hasta 133 nuevas plantas en 150 dias
de cultivo.
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