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RESUMEN

La pascuita (Euphorbia leucocephala Lotsy) es una euforbiacea
semicultivada y comercializada para ornato en navidad, sea como
maceta o como planta para jardin. En Morelos, México su propagacion
se hace por estacas; sin embargo, su produccion es escasa debido a la
poca disponibilidad de material vegetal, mala calidad del mismo, escaso
enraizamiento, y pérdidas por pudriciones. Por ello resulta necesario
evaluar otras formas de propagacion masiva in vitro a partir de plantas
madre sanas, y seleccionadas por la cantidad de inflorescencias, tamaiio
y color de las bracteas, asi como por el vigor de su crecimiento. Aqui se
planteé comparar diferentes medios de cultivo (MS 50 %, MS 25 %, WPMm,
WPMm1, WPMm2y WPMm3) sin reguladores del crecimiento, para elegir
a los que mejor promovieran el crecimiento in vitro de brotes de pascuita.
Las variables medidas fueron: altura de brote, diametro de tallo, niimero de
hojas, contenido relativo de clorofila y peso de materia seca. Los efectos mas
significativos se observaron cuando los propagulos fueron cultivados en el
medio WMPm porque generaron brotes con mayor didmetro (1.35 mm),
mas contenido de clorofila (41.44 unidades Spad), mas materia seca por
brote (92.2 mg), follaje de color verde mas intenso, y mayor produccion de
raiz. En contraste, el medio de cultivo MS 25 % produjo plantas con escaso
crecimiento. Se concluyo que el medio de cultivo WPMm fue el que produjo
mejor respuesta.

Palabras clave: Euphorbia leucocephala, medio de cultivo, propagacion
in vitro.

SUMMARY

Pascuita is a semi-cultivated euphorbiacea marketed as potted or-
namental or for direct garden planting during Christmas. In Morelos
México propagation is done by cuttings; however, its low yield is due
to limited availability of plant material, poor quality, scarse rooting,
and losses caused by rots. Therefore, it is necessary to evaluate other
forms of mass propagation from healthy mother plants, selected by the
number of inflorescences, bract size, bract color, and growth strength.
This research determined the effect of in vitro inorganic salts promot-
ing the most vigorous shoot growth of E. leucocephala. The effect of
salts of culture media (MS 50 %, MS 25 %, WPMm, WPMm1, WPMm2
and WPMm3) without growth regulators was studied in a completely
randomized experimental design. Shoot height, stem diameter, num-
ber of leaves, relative chlorophyll content and dry matter weight were
recorded. Medium inorganic salts had a highly significant effect. The
WMPm medium generated shoots with the largest diameter (1.35 mm),
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the highest chlorophyll content (41.44 Spad units), the highest dry
matter weight (92.2 mg), as well as brightest green foliage and vigor-
ous root production. By contrast, MS culture medium at 25 % strength
caused less shoot growth and undesirable qualitative characteristics. It
was concluded that the WPMm medium was the most suitable.

Index words: Euphorbia leucocephala, culture medium, in vitro propa-
gation.

INTRODUCCION

En México la familia Euphorbiaceae esta representada
por 43 géneros (Steinmann, 2002), e incluye a numerosas
especies con potencial comercial como la pascuita o pascua
blanca (Euphorbia leucocephala Lotsy) que es un arbusto
tropical nativo del sureste de México, Guatemala y el Salva-
dor (Standley y Steyermark, 1949). Esta planta es utilizada
para la decoracién de casas y jardines porque su floraciéon
es atractiva, sus inflorescencias estan compuestas por pe-
quenas flores aromaticas rodeadas por bracteas blancas. Al
igual que la nochebuena (Euphorbia pulcherrima Willd.), la
pascuita florece durante la época navidena.

La pascuita se propaga por estacas de madera dura; al
respecto, los productores indican que este método de mul-
tiplicacion presenta problemas de alta mortalidad de estacas
y bajo porcentaje de enraizamiento. Ademas, se dispone de
poco material vegetativo de calidad. Lo anterior sugiere la ne-
cesidad de evaluar otras formas de propagacion y dar solucién
a la demanda comercial creciente, asi como contribuir a la
conservacion de este recurso fitogenético.

La aplicacién del cultivo in vitro de tejidos ofrece apo-
yo a los métodos de propagacion tradicionales, al permitir
la propagacién masiva de una especie; también es amplia-
mente utilizada para la preservacion de especies de interés
comercial, en peligro de extincién o de alto valor fitogené-
tico (George et al., 2008). El éxito del cultivo in vitro radica
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en la naturaleza del medio de cultivo empleado (George et
al., 2008); el medio mas utilizado es el MS (Murashige y
Skoog, 1962) que ha demostrado ser eficiente para la ob-
tenciéon y multiplicacién de la mayoria de angiospermas
(George et al., 2008).

El medio MS es considerado rico en sales (Cassells y
Curry, 2001) pues contiene altas concentraciones de iones
amonio NH,* (20.6 mM), iones nitrato NO,” (39.4 mM),
iones cloro CI' (6.0 mM) y MoO, (1.0 mM). Sin embar-
go, contiene concentraciones de Ca (3.0 mM), PO, (1.3
mM), Mg* (1.5 mM) y Cu** (0.1 mM) relativamente bajas
en comparacion con otros medios de cultivo como el DKW
(Driver-Kuniyuki Walnut) (George et al., 2008). Por el con-
trario, el medio de cultivo Woody Plant Medium (WPM)
es un medio considerado como de baja concentracion en
sales NH,* (5 mM), NO," (9.7 mM) y CI' (1.3 mM), y es uti-
lizado para el cultivo de plantas lefiosas (Lloyd y McCown,
1981) que presentan toxicidad en altas concentraciones de
sales. Parada y Villegas (2009) afirman que el CaCl, es con-
siderado tdxico para especies lefiosas, motivo por el cual
reformularon el medio WPM como WPMm, el cual carece
de cloruro de calcio.

La propagacion in vitro de pascuita en el medio de cultivo
MS no promovi6 crecimiento adecuado, ya que los brotes
establecidos en este medio presentaron necrosis apical, se-
nescencia temprana y abscision de hojas basales, sintomas
correspondientes a toxicidad por sales. En cambio, Ruzic et
al. (2000) y Mesa (2003) mencionan que estas caracteristi-
cas se deben entre otros factores, a los desbalances iénicos
y relaciones nutricionales del medio de cultivo. Con base
en lo anterior, la presente investigacion tuvo como objetivo
determinar el medio de cultivo que promueva el mayor cre-
cimiento de brotes de Euphorbia leucocephala.

MATERIALES Y METODOS

Se usaron yemas apicales tomadas de ramas de las plantas
madre de origen clonal de pascuita var. Rosa finale de dos
afios de edad aproximadamente, provenientes de viveros co-
merciales de la localidad de San Gaspar, en Morelos, México.

Establecimiento in vitro

Los apices de brote de consistencia herbacea, de 1 cm de
longitud se llevaron al laboratorio donde se lavaron con
jabon antibacterial y agua corriente. Se colocaron en solu-
cion de Captan® (1 g L, i.a. N-triclorometil dicarboximida)
y Agrimycin 500® (1 g L, ia. sulfato de estreptomicina y
clorhidrato de oxitetraciclina) durante 10 min en agitacién
constante; posteriormente, dentro de la campana de flujo
laminar, los apices fueron desinfectados mediante inmer-
sién durante 10 min en agitacion continua, en solucién de

370

Rev. Fitotec. Mex. Vol. 38 (4) 2015

hipoclorito de sodio comercial diluida a 10 % (v/v); por ul-
timo se aplicaron tres enjuagues con agua destilada estéril.

El material vegetal se colocd en una caja petri esterilizada,
y con ayuda de microscopio estereoscopico, pinzas y bisturi
esterilizados, se eliminaron tejidos para dejar solo los api-
ces caulinares. En cada recipiente de 220 cm® con 30 mL de
medio de cultivo WPMm se establecieron cinco explantes.
Se taparon y sellaron los frascos con cinta plastica y se incu-
baron durante seis semanas a 25 + 2 °C, fotoperiodo de 16/8
h con intensidad luminosa de 29 uE m?s™. Transcurrido el
periodo de incubacidn, se seleccionaron brotes y se toma-
ron secciones apicales homogéneas de 1 cm de longitud que
fueron transferidas a medio de cultivo segiin tratamiento.

Tratamientos y disefio experimental

Se evaluaron seis medios de cultivo: MS 50 %, MS 25 %,
WPMm, WPMm1, WPMm2 y WPMm3 (Cuadro 1), suple-
mentados con 3 % de sacarosa, 100 mg L' de mio-inositol
y 0.4 mg L' de tiamina-HCI; en todos el pH se ajust6 a 5.7
antes de agregar 0.7 % de agar. Se usaron frascos de 220
mL con 30 mL de medio de cultivo. El medio fue esteriliza-
do durante 18 min a 120 °C y 1.054 kg cm™ de presion. Se
determind el potencial osmético (MPa) de los medios de
cultivo con ayuda de un osmémetro (Loser Messtechnik®,
modelo TYP 6, China). Se establecieron cinco dpices de 1 cm
de longitud por frasco. Los cultivos fueron incubados duran-
te 45 d a 25 £ 2 °C, con fotoperiodo de 16/8 h e intensidad
luminosa de 29 uE m?s™.

El disefio experimental utilizado fue completamente al azar,
cuya unidad experimental fue un frasco de cultivo con cinco
apices, y con siete repeticiones por tratamiento. A los 42 d del
establecimiento, se midio: altura de brote, didmetro de tallo,
namero de hojas, contenido relativo de clorofila y peso de ma-
teria seca. El contenido de clorofila se midi6 cuatro veces por
planta en la parte media de la hoja, con un medidor portatil
de clorofila (SPAD-502®, Minolta, Illinois, USA), y se obtuvo
el promedio por repeticion.

Los datos asi obtenidos fueron sometidos a andlisis de va-
rianza (ANOVA) y las medias se compararon con la prueba
de Tukey (a = 0.05) mediante el paquete estadistico SAS 9.0
(SAS, 2002). Las variables evaluadas en conteos se trans-
formaron con la funcion arcoseno, previo al analisis es-
tadistico.

RESULTADOS Y DISCUSION

El medio de cultivo utilizado para el crecimiento in vi-
tro de brotes de E. leucocephala tuvo efecto significativo (P
< 0.05) en las variables didametro de tallo, nimero de hojas,
contenido relativo de clorofila, peso de materia seca, y altura
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Cuadro 1. Concentracion de macro y micronutrimentos de seis medios de cultivo para inducir el crecimiento de plantas de

pascuita (E. leucocephala Lotsy).

Nutrimento MS 25 % MS 50 % WPMm WPMm1 WPMm?2 WPMm3
(mgL") (mg L") (mg L") (mg L") (mg L") (mg L")
Macronutrimentos
NH,NO, 412.5 825 400 400 400 400
Ca(NO,),. 4H,0 - 695 695 695 695
KNO, 475.0 950 ---- ---- ---- ----
Mg SO, 92.5 185 370 370 370 370
KH,PO, 42.5 85 170 170 170 170
CaCl,.7H,0 110.0 220 ---- ---- ---- ----
Quelatos
Na, EDTA. 2H,0 9.3 18.6 37.2 37.2 ---- -
Fe EDTA -—-- ---- ---- 0.03 0.03
Micronutrimentos
FeSO,. 7H,0 6.95 13.9 27.8 27.8 ---- ----
H,BO, 1.55 3.1 6.2 6.2 6.2 6.2
H,MoO, - - 0.16 ---- 0.16
Mn SO,.4H,0 5.57 11.15 22.3 22.3 22.3 22.3
ZnSO,. 7H,0 2.15 4.3 8.6 8.6 8.6 8.6
Na Mo O,. 2H,0 0.0625 0.125 0.25 ---- 0.25 -
CuSO,. 5H,0 0.00625 0.0125 0.25 0.25 0.25 0.25
CoCL.6H,0 0.00625 0.0125 - - - -
KI 2.07 4.15 ---- ---- ---- ----

MS = medio Murashige y Skoog (1962); WPMm = medio WPM modificado por Parada y Villegas (2009); WPMm1 = medio WPMm con acido molibdico en
lugar de molibdato de sodio; WPMm2 = medio WPMm con quelato de hierro en lugar de EDTA de sodio; WPMm3 = medio WPMm con é4cido molibdico y

quelato de hierro.

de brote. El coeficiente de variacion en todas las variables
estudiadas fue menor a 12 %.

Los brotes de mayor altura se obtuvieron con las sales
inorganicas MS diluidas a 50 % con una altura de 17 mm,
magnitud que fue estadisticamente igual (Tukey < 0.05) a
los valores 16 a 16.6 mm que tuvieron los brotes desarrolla-
dos en los medios WPM modificados (1, 2y 3). La altura de
los brotes cultivados con las sales WPMm y MS 25 % fue la
menor (Cuadro 2). Jasrai et al. (2003), Pickens et al. (2005)
y Clarke et al. (2006) han utilizado el medio MS a 100 % de
la concentracién de las sales para la micropropagacion de
euforbias, sin mencionar algun tipo de problema fisioldgi-
co o de crecimiento en las plantas cultivadas.

El didmetro de la mayoria de los brotes cultivados en las
distintas sales fue estadisticamente igual, con excepcion del
medio WPMm3 que gener¢ las plantas de tallo mas delga-
do (Cuadro 2).
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El numero de hojas por brote fue mayor en los medios
con las sales WPMm2, WPMm3, MS 50 % y WPMm. Sin
embargo, las hojas de los brotes cultivados en los medios
con las sales WPMm y WPMm3 fueron mds grandes, por
lo que los brotes tuvieron mayor contenido de materia seca
(Figural), y también un color verde intenso. En contraste,
las hojas de los brotes cultivados en los medios WPMm1 y
WPMm?2 presentaron areas cloréticas, y en algunos brotes
se observaron manchas color marrén y necrosis en hojas
basales. Se observé disminucién de senescencia y abscision
de hojas en comparacién con lo que ocurria en el medio MS
en ensayos anteriores.

El medio con las sales MS diluidas a 25 % formé en pro-
medio solo cuatro hojas por planta, lo que permiti6é suponer
que la concentracién de nutrientes es muy baja para abaste-
cer a los brotes de pascuita (Cuadro 2). Cualitativamente, el
aspecto de las hojas de los brotes cultivados en el medio MS
50 % presentaron deshidratacion (lamina foliar retraida),
clorosis, senescencia y abscision de hojas (Figura 2), debido
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Cuadro 2. Efecto de seis medios de cultivo en el crecimiento in vitro de brotes de pascuita (E. leucocephala Lotsy).

Medio de cultivo Potenc(i;/lﬂc));n otico Altur(e;r:l;;) rote Diém&z:;(;nc;e tallo Nam. de hojas CRC (Spad)
MS 25 % -0.202 15.25b 1.32 ab 4.11c 26.92 d
MS 50 % -0.272 17.37 a 1.33 ab 5.76 ab 32.97 ¢
WPMm -0.217 15.02b 1.35a 5.46 ab 4144 a
WPMm1 -0.238 15.98 ab 1.25 ab 540b 37.42b
WPMm?2 -0.233 16.62 ab 1.35a 6.31a 34.14 ¢
WPMm3 -0.222 16.23 ab 1.18 b 5.91 ab 39.02 ab
DMSH (P <0.05) 2.06 1.14 0.89 3.2

DMSH = diferencia minima significativa honesta; CRC= contenido relativo de clorofila. Medias con letras iguales en una columna, no son estadisticamente

diferentes (Tukey, 0.05).

entre otros factores a que su potencial osmético fue mds
bajo. Segun Lerner (1985) y Mesa (2003), estos sintomas
son debidos al efecto toxico de los iones, como resultado de
altos contenidos de solutos en el medio y por el estrés hi-
drico impuesto por la disminucién del potencial osmotico.

Las plantas (brotes con raiz) cultivadas en las sales del
medio WPMm y del medio WPMm3, tuvieron el mayor
contenido relativo de clorofila (CRC) en sus hojas, con 41.4
y 39.0 unidades respectivamente (Cuadro 2). Con respecto
al CRC se observo que las hojas que contenian la mayor
cantidad de clorofila fueron las que se formaron en las plan-
tas (brotes con raiz) cultivadas en los medios con las sales
WPMm y WPMm3. Los brotes cultivados en los medios
MS 50 % y WPMm? fueron estadisticamente iguales entre
si, y con hojas cloréticas como en los medios WPMm1 y
MS 25 %, lo que concuerda con los respectivos valores de
CRC.

Una causa probable de la clorosis en los brotes cultiva-
dos en el medio WPMm1 (en el que el molibdato de sodio
fue sustituido por acido molibdico) es que la cantidad del
compuesto sustituto haya sido inferior a la requerida para
el crecimiento normal de las plantas, ya que el molibdeno
se requiere para la sintesis y activacion de la enzima nitrato
reductasa, vital para el adecuado crecimiento de planta. En
caso de deficiencia de Mo los sintomas se observan en las
hojas, cuyos tamarfios se reducen, presentan clorosis y mo-
teados marrén (en toda o parte de la hoja) y zonas necrdti-
cas en casos severos (George et al., 2008).

La mayor acumulacion de biomasa se obtuvo en las plan-
tas cultivadas en el medio WPMm (92.2 mg por planta),
seguida por las cultivadas en el medio WPMm3 que tuvie-
ron peso promedio de 81.1 mg. Los brotes cultivados en los
medios MS 50 %, WPMm1 y WPMm?2 fueron estadistica-
mente iguales entre ellos, con reducciones de 27 a 35 mg en
comparacion con los brotes obtenidos en el medio WPMm
(Figura 1). Esta notoria disminucién en la cantidad de bio-
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masa puede deberse al efecto del menor potencial osmoti-
co del medio de cultivo, ya que segtin Pierik y Steegmans
(1975) el crecimiento y organogénesis de las plantas in vitro
disminuye por efecto del potencial osmético, y se detiene si
éste es inferior a -0.3 MPa porque impide la absorcion de
agua por la planta.

Sin embargo, la acumulacion de materia seca también de-
pende de la composicién nutricional del medio de cultivo.
Como se ilustra en la Figura 1, aunque los medios WPMm1
y MS 50% tuvieron menor potencial osmético que el me-
dio WPMm?2, la acumulacién de biomasa seca de los brotes
tuvo mayor valor en los primeros. La baja concentracién de
nutrientes en el medio de cultivo generé menor expresion
en el crecimiento, ya que en cuatro de las cinco variables
estudiadas se presentaron los valores mas bajos en el me-
dio MS 25 %; este resultado indicé el efecto negativo de las
bajas concentraciones de nutrientes sobre el crecimiento de
los brotes.

Los brotes cultivados en medio MS presentaron caracte-
risticas desfavorables en el crecimiento y nula formacién
de raices. El mayor potencial osmético del medio MS 25
% favorecié una mayor hidratacién de los brotes, pero la
cantidad de nutrientes que aport6 no fue suficiente para
su crecimiento adecuado; en tanto que el menor potencial
osmotico del MS 50 % dificulté la absorcion de agua y de
nutrientes.

Segun Morard y Henry (1998), sefialan que el poten-
cial osmético del medio de cultivo tiene efecto directo en
el crecimiento de los explantes, pues conforme se reduce
también es menor la absorcion de agua y nutrientes, lo que
dificulta el crecimiento y multiplicacién de brotes. Por su
parte, Pierik (1990) senala que la concentracion total de las
sales de un medio de cultivo determina su potencial osmo-
tico, de modo que al aumentar la concentracion de iones
en la solucion el potencial osmotico se reduce (Larqué-Sa-
avedra y Trejo, 1990), al igual que la salinidad que reduce
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Figura 1. Efecto del medio de cultivo en la acumulacién de materia seca en brotes de E. leu-

cocephala Lotsy.

el transporte del agua y asimilacion de nutrientes (Silva et
al., 2004).

En el medio de cultivo WPMm3 se obtuvieron brotes de
buena apariencia, con altura superior a 1l6 mmycon5a6
hojas sin sintomas de clorosis, en correspondencia con su
alta concentracion de clorofila foliar (39 unidades); ademds,
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Figura 2. Brotes de E. leucocephala Lotsy cultivados in vitro por 42 d en seis medios de cultivo. A = MS 25 %; B = MS 50 %; C
= WPMm; D = WPMm1; E = WPMm2; F = WPMm3.

hubo emision de raices y su peso de materia seca fue cerca-
no al mayor peso obtenido. El medio de cultivo WPMm fue
el que indujo el mejor crecimiento de plantas de pascuita,
ya que sobresalieron entre los demds tratamientos por tener
mayor grosor de tallo, hojas de color verde intenso y mayor
produccién de sistema radical, lo que permiti¢ la mayor
acumulacion de biomasa (Figuras 1y 2).
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CONCLUSIONES

Las sales del medio de cultivo WPMm fueron mejores que
las de los otros cinco tratamientos para el crecimiento in vi-
tro de pascuita, porque generaron plantas con tallos de ma-
yor grosor, hojas con mas contenido de clorofila, y mayor
acumulacion de materia seca. Los brotes cultivados en este
medio presentaron también las hojas mas grandes, de color
verde mas intenso y con presencia de raiz.
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