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Hernandez-Pérez et al.

RESUMEN

Dentro de la familia Araceae, Anthurium magnificum Linden es una planta
ornamental muy apreciada por su exético follaje. Se emplea principalmente como
planta de maceta, aunque en los Ultimos afios se ha incrementado su uso como
follaje de corte. En esta especie, los métodos de propagacién convencionales
presentan ciertas limitantes por lo que no permiten satisfacer la creciente
demanda de esta planta. En la literatura cientifica no existe un protocolo de
propagacion de esta especie mediante su cultivo in vitro. Este trabajo tuvo como
objetivo determinar el efecto de dos medios de cultivo en la formacién y
desarrollo de brotes in vitro de Anthurium magnificum a partir de yemas
adventicias. Se empled el medio de cultivo MS y el medio de cultivo MS
enriquecido con 1.0 mg It de acido giberélico. Los resultados mostraron que en
el medio de cultivo MS sin la presencia de acido giberélico fue donde mayor
numero de brotes se obtuvo. También en este medio de cultivo se logro la mayor
longitud de los brotes y el mayor nimero promedio de hojas por brote. Este
estudio es el primer informe cientifico sobre la formacion y desarrollo de brotes
in vitro a partir de yemas adventicias en esta especie.
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Formation and development of in vitro shoots of Anthurium
magnificum Linden from adventitious buds

ABSTRACT

Within the Araceae family, Anthurium magnificum Linden is an ornamental plant
highly appreciated for its exotic foliage. It is mainly used as a potted plant,
although in recent years its use as cut foliage has increased. In this species,
conventional propagation methods have certain limitations, which do not allow
the growing demand for this plant to be met. In the scientific literature there is
no protocol for propagating this species through in vitro culture. This work aimed
to determine the effect of two culture media on the formation and development
of in vitro shoots of Anthurium magnificum from adventitious buds. The MS
culture medium and the MS culture medium enriched with 1.0 mg I of gibberellic
acid were used. The results showed that the highest number of shoots was
obtained in the MS culture medium without the presence of gibberellic acid. Also
in this culture medium the greatest length of the shoots and the highest average
number of leaves per shoot were achieved. This study is the first scientific report
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on the in vitro shoots formation and development from adventitious buds in this
species.

Keywords: gibberellin, organogenesis, ornamental plant, tissue culture
INTRODUCCION

El género Anthurium constituye el mas diverso y taxondomicamente complejo de
la familia Araceae. Esta constituido por 950 especies descritas, aunque se estima
gue posee aproximadamente 3000 especies endémicas de las zonas neotropicales
del norte de México, América Central, sur de Brasil, y las islas del Caribe (do
Nascimento et al., 2019). Las plantas del género Anthurium son de gran
importancia comercial por sus atractivas caracteristicas, tanto como flores
cortadas, como plantas en maceta por la belleza de su follaje (Atak y Celik, 2012).
Las especies mas demandadas por su follaje son A. magnificum Linden, A.
crystallinum Linden y André, A. clarinervium Matuda, A. regale Linden y A.
warocqueanum J. Moore (Croat y Sheffer, 1983).

Las especies de este género pueden propagarse a través de semilla botanica y
mediante la separacion de brotes que emergen del tallo (Hernandez, 2004). No
obstante, los métodos de propagacién convencionales son lentos y no pueden
seguir el ritmo de la creciente demanda cada afo (Desai et al., 2015). Por lo
tanto, el cultivo de tejidos se considera un método eficiente para la propagacion
masiva de plantas de Anthurium libres de organismos patégenos (Toppo y Beura,
2018). La propagacion in vitro de especies de Anthurium se ha realizado
principalmente mediante organogénesis a partir de yemas axilares y via
formacion de yemas adventicias, aunque también se han empleado otros métodos
en menor medida como la embriogénesis somatica y rescate de embriones
cigoticos (Teixeira et al., 2015).

Las giberelinas son compuestos naturales que actian como reguladores
enddgenos del crecimiento y el desarrollo en las plantas (Iglesias y Talon, 2008).
Entre las giberelinas, solo cuatro tienen actividad bioldgica, incluido el acido
giberélico (GAs), que actia como un regulador natural del crecimiento de las
plantas, especialmente en la estimulacién del crecimiento del tallo, la induccion
del desarrollo del fruto y la germinacion de las semillas (Camara et al., 2018).

En el cultivo in vitro, el GAs se emplea principalmente para la elongacion de
brotes y en el crecimiento de meristemos o yemas (Palei et al., 2019). Ademas,
el uso de giberelinas en el medio de cultivo de enraizamiento puede reducir o
prevenir la formacion de raices, aunque puede estimular la formacion de raices
cuando esta presente en bajas concentraciones (Kumar y Reddy, 2011). Por otra
parte Weiss y Ori (2007) plantearon que las citoquininas inhiben la produccion de
GAs y promueven su desactivacién, mientras que GAs inhibe las respuestas de las
citoquininas. Otras investigaciones realizadas por Mandal y Laxminarayana
(2012) demostraron que la adicion de citoquininas en combinacion con GAs en los
medios de cultivo puede mejorar el crecimiento normal del meristemo apical del
brote y la raiz. En algunas especies de plantas, este regulador del crecimiento es
necesario para potenciar el crecimiento y en otras para inhibirlo (Khan et al.,
2020).
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En especies del género Anthurium, el GAs se utiliza principalmente para propiciar
el alargamiento de los entrenudos de los brotes. Por ejemplo, Lee-Espinosa et al.
(2003) en A. andraeanum cultivares 'Midori' y 'Kalapana' determinaron que el GA3
en el medio de cultivo MS en concentracién de 0.5 mg I't en combinacién con 0.2
mg I! de 6-Bencilaminopurina (6-BAP) estimuld el alargamiento de entrenudos
en ambos cultivares. También, Alamilla-Magafia et al. (2019) en A. andraeanum
obtuvieron brotes de mayor longitud al cultivar estos en un medio de cultivo MS
con 1.0 mg I't de GAs; y 0.5 mg I'* de &cido 1-naftalenacético (ANA).

Sin embargo, en la especie A. magnificum no se dispone de referencias en la
literatura cientifica, relacionadas con la formacién y desarrollo de brotes in vitro
a partir de yemas adventicias y del efecto del GAs en su cultivo in vitro. Este
trabajo tuvo como objetivo determinar el efecto de dos medios de cultivo en la
formacion y desarrollo de brotes in vitro de Anthurium magnificum a partir de
yemas adventicias.

MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se llevd a cabo en el Instituto de Biotecnologia de las
Plantas (IBP), de la Universidad Central Marta Abreu de Las Villas, en Santa Clara,
Cuba.

Material vegetal

Se emplearon yemas adventicias de A. magnificum que se encontraban en el
quinto subcultivo de multiplicacion en el medio de cultivo propuesto por Lin et al.
(2017) para A. crystallinum. Estaba compuesto por el 100% de las sales MS
(Murashige y Skoog, 1962) (Duchefa Biochemie, Paises Bajos), 100% de las
vitaminas MS, 100.0 mg It de mio-inositol, 2.0 mg It de 6-BAP, 0.3 mg I'! de
ANA, 30 g I't de sacarosay 2.5 g I de Gelrite® (Duchefa Biochemie, Paises Bajos).

Procedimientos generales

Se utilizaron frascos de vidrio de 250 ml de capacidad total. El pH de los medios
de cultivo fue ajustado a 5.8 con soluciones de hidroxido de sodio (NaOH) (0.1
N) y acido clorhidrico (HCI) (0.1 N) antes de su esterilizacion en autoclave vertical
a 121 °Cy 1.2 kg cm™ de presidn, durante 20 minutos. Se adicionaron 30 ml de
medio de cultivo en cada frasco de cultivo. El experimento se desarrollé en una
camara de crecimiento con luz solar con una intensidad de flujo de fotones
fotosintéticos (FFF) de 38.0 a 45.7 ymolm™s™y27+2 °C.

Formacion de brotes

Para la formacion de brotes, las yemas adventicias se cultivaron en grupos de a
diez en dos medios de cultivos compuestos por:

- Sales y vitaminas MS (100%) (Murashige y Skoog, 1962), 100.0 mg It de
mio-inositol, 30 g I'! de sacarosa y 2.5 g I'! de Gelrite.

- Sales y vitaminas MS (100%), 100.0 mg I'! de mio-inositol, 1.0 mg I'! de
GAs, 30 g I't de sacarosa y 2.5 g I'! de Gelrite.

A los 120 dias de cultivo se cuantificé el nimero de brotes por explante y el
numero de hojas por brote asi como se midié la longitud de los brotes (cm) con
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una regla graduada. Ademas, se determino la coloracion de los brotes in vitro con
ayuda del cddigo de colores hexadecimal (https://htmlcolorcodes.com/es/tabla-
de-colores/).

Disefio experimental y analisis estadistico

El disefio experimental empleado fue completamente al azar. Se utilizaron diez
frascos de cultivo en cada tratamiento. En cada frasco de cultivo se colocaron
cuatro grupos de yemas adventicias. Cada grupo estuvo compuesto por diez
yemas adventicias. El experimento se repitid dos veces en el tiempo.

Para el andlisis estadistico de los datos se utilizé el programa Statistical Package
for the Social Sciences (SPSS) version 26 para Windows. Los datos
experimentales relacionados con el nimero de brotes por explante, longitud de
los brotes y nimero de hojas por brote, se procesaron mediante las pruebas H de
Kruskall-Wallis y U de Mann-Whitney con un nivel de significacién de p<0.05,
previa comprobacion del no cumplimiento de los supuestos de normalidad vy
homogeneidad de varianza.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados evidenciaron que la presencia de GAs en el medio de cultivo tuvo
efecto sobre la formacion y desarrollo de brotes de A. magnificum a partir de
yemas adventicias.

Los mejores resultados en las variables nimero promedio de brotes por explante
(11.77), longitud promedio de los brotes (1.51 cm) y nimero promedio de hojas
por brote (2.38) se obtuvieron en el medio de cultivo MS sin GAs; que mostrd
diferencias significativas con respecto al medio de cultivo MS con 1.0 mg I'! de
GA: (Tabla 1). En los dos medios de cultivo, los brotes obtenidos presentaron una
coloracion verde bosque (#228B22) (Figura 1A, Figura 1B).

Tabla 1. Formacidon y desarrollo de brotes in vitro de Anthurium magnificum
Linden a partir de yemas adventicias, a los 120 dias de cultivo.

GAs NUumero promedio de  Longitud promedio de Numero promedio de
(mg I'Y) brotes/explante los brotes (cm) hojas por brote
Media Rango Media Rango Media Rango
medio medio medio
0.0 11.77 140.50 a 1.51 137.60 a 2.38 131.44 a
1.0 3.20 79.50 b 1.13 81.90 b 1.85 84.21 b

Rangos medios con letras no comunes dentro de la misma columna indican
diferencias segun las pruebas H de Kruskall Wallis y U de Mann-Whitney para
p=<0.05
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Figura 1. Brotes in vitro de Anthurium magnificum Linden formados a partir de
yemas adventicias a los 120 dias de cultivo. (A) Medio de cultivo MS, (B) Medio
de cultivo MS con 1.0 mg I'! de GAs.

En este estudio se demostré que las yemas adventicias obtenidas en el quinto
subcultivo de multiplicacién en el medio de cultivo propuesto por Lin et al. (2017)
que contenia 2.0 mg I'! de 6-BAP y 0.3 mg I'' de ANA, encontraron en el medio
de cultivo MS libre de reguladores de crecimiento las condiciones favorables para
la formacién de brotes y el desarrollo de los primordios de hojas. La adicion de
citoquininas en los medios de cultivo, principalmente 6-BAP es necesaria para la
formacion y multiplicacion de yemas adventicias (Saida et al., 2020). Sin
embargo, Serafim et al. (2018) y Amghar et al. (2021), demostraron que el
subcultivo continuo en algunas especies de plantas monocotiledoneas a medios
de cultivo ricos en citoquininas ejercen efectos negativos sobre los tejidos
vegetales, entre ellos limita la capacidad de las yemas adventicias para formar
brotes.

En la literatura cientifica no se encontraron estudios o investigaciones
relacionadas con la influencia del medio de cultivo en la formacion de brotes de
Anthurium spp. a partir de yemas adventicias. No obstante, los resultados de
esta investigacion corroboran los informados anteriormente por otros autores en
especies monocotiledéneas. Por ejemplo, Garcia (2001) en estudios realizados en
banano cv. 'Grande naine' (Musa AAA), perteneciente a la familia Zingiberaceae
comprobd que el 96% de las yemas adventicias formaron brotes cuando fueron
cultivadas en un medio de cultivo MS sin reguladores de crecimiento.

De igual manera, Bermudez-Caraballoso et al. (2019) también en banano cv.
'Gros Michel' (Musa AAA) obtuvieron un alto porcentaje de regeneracién de brotes
a partir de yemas adventicias obtenidas durante cuatro subcultivos de
multiplicacion en medios de cultivo ricos en citoquininas. Estos autores explicaron
que al cultivar dichas estructuras en un medio de cultivo MS libre de reguladores
de crecimiento obtuvieron un 92% de explantes que regeneraron brotes con una
longitud promedio de 2.48 cm y dos o mas hojas completamente desarrolladas.
También, Meziani et al. (2019) en investigaciones realizadas sobre el efecto de la
composicién del medio de cultivo en la formacion de brotes in vitro a partir de
yemas adventicias de palmera datilera (Phoenix dactylifera L.) perteneciente a la
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familia Arecaceae alccanzaron el mayor porcentaje de explantes que formaron
brotes en un medio de cultivo MS sin reguladores de crecimiento.

Por otra parte, el medio de cultivo MS con 1.0 mg I'* de GAs no tuvo un efecto
positivo para la formacion de brotes a partir de yemas adventicias. Las giberelinas
activan la divisién celular al acortar la interfase del ciclo celular e inducir a las
células en fase G1 a sintetizar ADN. Estas también modifican la extensibilidad de
la pared celular, inducen la deposicién transversal de microtibulos y participan
en la regulacién del transporte de calcio (Iglesias y Talén, 2008). Varios estudios
demuestran que las giberelinas desempefian sus funciones principalmente a
través de la regulacién transcripcional, lo que implica la degradacién de las
proteinas DELLA (Blazquez et al., 2020; Cackett et al., 2022; Dong et al., 2022).
Las DELLA son proteinas nucleares que promueven la represién de la sefializacién
de las giberelinas y conducen a la restriccién del crecimiento de los tejidos
vegetales (Zhang et al., 2011).

En la literatura cientifica, se ha documentado que las concentraciones éptimas de
GAs en el cultivo in vitro de especies de Anthurium se encuentran hasta en 1.0
mg It (Arafa, 2007; Alamilla-Magafia et al., 2019). Al respecto, Palei et al. (2019)
explicaron que concentraciones de GAs superiores a 1.0 mg |I'! pueden causar
efectos negativos en los tejidos vegetales. También se ha demostrado que el GA;
exdgeno posee un efecto inhibitorio, especialmente durante la iniciacion del brote.
No obstante, las concentraciones que se consideren adecuadas en el cultivo in
vitro difieren para cada especie (Gil-Rivero et al., 2016). Lo anterior indica que la
concentracion de GAs utilizada en esta investigacion no fue la adecuada para
lograr el crecimiento de las yemas adventicias de A. magnificum, por lo que se
podrian continuar los estudios sobre la influencia de concentraciones inferiores a
1.0 mg It de GAs en el medio de cultivo para la formacion de los brotes in vitro
de esta especie a partir de yemas adventicias.

CONCLUSIONES

El medio de cultivo MS sin la presencia de GAs; favorece la formacion y desarrollo
de brotes in vitro de A. magnificum a partir de yemas adventicias. Esta
investigacion constituye la primera referencia en la literatura cientifica sobre la
formacion y desarrollo de brotes in vitro de esta especie.
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