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RESUMEN

Existe un interés comercial sobre plantas del género Aglaonema como ornamental
dadas sus caracteristicas morfofisioldgicas. Sin embargo, por las vias principales
de propagacion usadas no se suple la demanda. Por ello, se hace necesario
desarrollar protocolos de propagacion in vitro. El objetivo del presente trabajo
fue establecer in vitro Aglaonema spp., a través de organogénesis directa. Se
evaluaron tres tiempos de exposicion (15, 20 y 25 min) de los segmentos nodales
al hipoclorito de sodio (3.0%). Ademas, se determind el efecto de dos
concentraciones de 6-BAP en el medio de cultivo de establecimiento in vitro. El
protocolo de desinfeccion redujo la contaminacion microbiana visible dependiendo
del tiempo de exposicion al hipoclorito de sodio. Los mejores resultados se
obtuvieron con 20 y 25 min, sin diferencias significativas entre ellos. A los 15 dias
de cultivo el porcentaje de supervivencia coincidi6 con el porcentaje de
contaminacién. En los tratamientos con las dos concentraciones de 6-BAP
ensayadas se observd la brotacion de yemas y el crecimiento del brote in vitro
en el 100% de los explantes vivos con un crecimiento vigoroso, color verde
intenso y presencia de hojas expandidas a los 35 dias de cultivo. Los resultados
indicaron que es posible el establecimiento in vitro de brotes de Aglaonema spp.
a partir de yemas axilares de plantas adultas y el empleo de 6-BAP en el medio
de cultivo. Este es el primer informe de establecimiento in vitro de esta especie
en Cuba.
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In vitro establishment of the ornamental species Aglaonema
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ABSTRACT

There is commercial interest in plants of the genus Aglaonema as ornamentals
given their morphophysiological characteristics. However, the demand is not met
through the main propagation methods used. Therefore, it is necessary to de-
velop in vitro propagation protocols. The objective of this study was to establish
Aglaonema spp. in vitro through direct organogenesis. Three exposure times (15,
20, and 25 min) of the nodal segments to sodium hypochlorite (3.0%) were eval-
uated. In addition, the effect of two concentrations of 6- BAP in the in vitro es-
tablishment culture medium was determined. The disinfection protocol reduced
visible microbial contamination depending on the exposure time to sodium hypo-
chlorite. The best results were obtained with 20 and 25 min, with no significant
differences between them. After 15 days of culture, the survival rate coincided
with the percentage of contamination. In treatments with the two concentrations
of 6- BAP tested, bud sprouting and in vitro shoot growth were observed in 100%
of live explants, with vigorous growth, an intense green color, and the presence
of expanded leaves after 35 days of cultivation. The results indicated that in vitro
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shoot establishment of Aglaonema spp. from axillary buds of adult plants is pos-
sible using 6- BAP in the culture medium. This is the first report of in vitro estab-
lishment of this species in Cuba.

Keywords: Araceae, disinfection, in vitro culture, propagation

INTRODUCCION

El mercado de plantas ornamentales estd experimentando una transformacién
global (Ferrante et al., 2015). Las plantas y espacios ornamentales son un
elemento de trascendental importancia en el desarrollo del proceso educativo, la
humanidad y la vida del planeta. Al tratar este tema se observa que en todos los
paises existe una gran variedad de parques y jardines publicos y privados
desde las ciudades mas grandes hasta los caserios mas pequefios, con una
infinidad de plantas con diversas caracteristicas estéticas. Lo cual tiene mucha
importancia e influencia para el desarrollo de la humanidad (Guaman, 2015).

Las plantas ornamentales se cultivan porque tienen un valor estético en las flores,
las hojas o la totalidad de la planta. Su principal funcién es la decoracion vy
embellecimiento del ambiente donde se encuentren, dentro o fuera de la estancia.
Se conocen al menos 2000 géneros que incluyen plantas de floricultura, arbustos
ornamentales, arboles, pastos, bambu y plantas acuaticas (Chen, 2021).

Aglaonema es un género de plantas monocotiledéneas que pertenece a la familia
Araceae. Es uno de los géneros de plantas de follaje ornamental mas importante
debido a su atractiva variedad foliar, tolerancia a condiciones de poca luz y
facilidad de crecimiento. Estas caracteristicas, combinadas con la posibilidad de
vivir en espacios con baja tolerancia a la humedad relativa, la han hecho una
planta de alto valor comercial como ornamental para el cultivo de interiores. Todo
ello hace que se convierta en tendencia y un campo de negocio para los amantes
de las plantas ornamentales (Chen et al., 2002). Esta constituido por 21 especies
estudiadas. Son plantas perennes con tallo erecto o decumbente que puede crecer
a lo largo del suelo y enraizarse alrededor de los nudos. En sus hojas, se
presentan vistosas combinaciones de colores entre verde, blanco, gama rojo-
amarillo y otras y la mayoria de los cultivares que se comercializan son hibridos
obtenidos por mejoramiento genético tradicional (Henny et al., 2003; Mariani et
al., 2011).

Debido a que la floracion no es simultanea vy el ciclo de vida del polen es corto,
se dificulta la reproduccion sexual. La mayoria de las especies de Aglaonema se
propagan principalmente mediante semillas y vegetativamente. Ademas, se ha
propagado por cultivo in vitro (Chen y Yeh, 2007; Barakat y Gaber, 2018).

La propagacién in vitro es un método de multiplicacién que permite producir una
gran cantidad de plantas sanas y uniformes en poco tiempo y espacio limitado
(Razdan, 2003; George y de Klerk, 2008). Estas técnicas de propagacion in vitro
pueden permitir la produccién de plantas fisiolégicamente uniformes y una
multiplicacion potencialmente rapida en Aglaonema (Barakat y Gaber, 2018). Sin
embargo, el éxito de la propagacion in vitro de Aglaonema se ve obstaculizado
debido a que se han realizado varios protocolos pero aun no cumplen los
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propositos requeridos, principalmente por la dificultad para mantener la condicién
de cultivo aséptico y por la baja tasa de multiplicacién de brotes ya que presenta
contaminacién microbiana, en particular de origen bacteriano (Bakarat y Gaber,
2018; Zahara y Win, 2020). Ademas, para la estandarizacion de un protocolo de
propagacion in vitro en Aglaonema spp., existen insuficientes investigaciones que
permitan una alta reproducibilidad (Zhang et al., 2004; Chen y Yen, 2007). Por
otra parte, hasta donde tenemos referencia en Cuba no se ha explotado esta via
de propagacion para plantas de Aglaonema.

Tomando en consideracién lo anteriormente expuesto, este trabajo se propuso
como objetivo establecer in vitro brotes de Aglaonema spp.

MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realizé en el Instituto de Biotecnologia de las Plantas
(IBP) de la Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas.

Procedimientos generales

Los medios y frascos de cultivo se esterilizaron en autoclave vertical a 121 °C y
1.2 kg cm™ de presidn. Los platos metdlicos para el trabajo en la cabina de flujo
laminar, se esterilizaron en estufa a 180 °C durante 2 h. El instrumental (pinzas
y bisturies), se desinfectaron en un esterilizador eléctrico (DENT-EQ, Alemania)
que permanecio dentro de la cdmara de flujo laminar horizontal, donde se realizd
el manejo del material vegetal en condiciones de asepsia.

Condiciones de cultivo in vitro

Los tubos y frascos de cultivo, de todos los experimentos se colocaron en camara
de crecimiento climatizada a 27+2 °C con luz solar, con un fotoperiodo de
12.5/11.5 h de luz/oscuridad con un rango de densidad de Flujo de Fotones
Fotosintéticos (DFFF) entre 47.1 a 64.6 ymol m™ s!; medido con un luxémetro
PCE-174 Instruments (Espafa).

Establecimiento in vitro de Aglaonema spp.

Material vegetal

Se utilizaron segmentos de tallos de 10-15 cm con varias yemas axilares que se
tomaron de plantas madre de Aglaonema spp. cultivadas en casa de cultivo

(Figura 1 Ay Figura 1 B). A estas se les suspendio el riego tres dias previos a la
colecta de los explantes.
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Figura 1. Plantas madre de Aglaonema spp. de donde se tomaron los explantes
para el establecimiento in vitro (A y B). Segmento de tallos con yemas axilares
de Aglaonema spp. (C).

Desinfeccion

El material vegetal colectado (Figura 1 C), se llevo al laboratorio para el proceso
de desinfeccién. Los segmentos de tallos fueron lavados con agua corriente y
detergente comercial, ademas de un suave cepillado para eliminar restos de suelo
y materias extrafias que le pudieran quedar y asi no afectar las yemas, se
realizaron tres enjuagues. A continuacion fueron colocados bajo llave con agua
corriente durante 90 min. Posteriormente, se procedio a dividir la seccidn del tallo
en segmentos nodales con una yema axilar.

Después en la cabina de flujo laminar se realizdé la desinfeccion con etanol al
70.0% durante 1 min. Se elimind el etanol y se colocaron en un recipiente estéril
con una solucion de hipoclorito de sodio al 3.0% mas 2-3 gotas de Tween 20
durante tres tiempos de exposicion: 15, 20 y 25 min, en agitador orbital, a 68
rpm.

Medios de cultivo

Se utilizd un medio de cultivo basal compuesto por las sales propuestas por
Murashige y Skoog (1962) (MS) al 100%, vitaminas MS, 30 g I'! de sacarosa, 2.0
mg I't de 6-bencilaminopurina (6-BAP), 0.023 mg I! de acido indolbutirico (AIB).
El pH fue ajustado a 5.7 con NaOH (1.0 N) y HCI (1.0 N) previo a la esterilizacion
en autoclave.

Se emplearon 30 tubos de cultivo de vidrio (16 x 2 cm), con 10 ml de medio de
cultivo por tratamiento. Se colocaron las yemas axilares sobre papel de filtro en
forma de M, uno por tubo de cultivo.

A los 15 dias de cultivo se cuantificé el nUmero de explantes contaminados con
bacterias y hongos, con oxidacion fendlica y el nUmero de explantes vivos con lo
que se calculd el porcentaje de contaminacion y de supervivencia,
respectivamente. A los 30 dias de cultivo se cuantificé el nUmero de yemas vivas
y se calculé el porcentaje de supervivencia.
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Influencia de la concentracion de 6-BAP en el medio de cultivo para el
establecimiento in vitro

Con el objetivo de estimular el crecimiento de los apices de las yemas axilares,
para que en la menor brevedad de tiempo pudieran pasar a la fase de
multiplicacion, se evalué la influencia de la concentracién de 6-BAP (2.0 y 5.0 mg
I"t) en el medio de cultivo en la fase de establecimiento.

Los segmentos nodales fueron desinfestados segin la mejor variante obtenida en
el experimento anterior. Se establecieron in vitro 25 apices de las yemas axilares
por cada tratamiento. Se colocd un explante por tubo de cultivo segin el medio
de cultivo liquido correspondiente. Se realizaron las mismas evaluaciones que el
experimento anterior ademas, de la evaluacion a los 30 dias del nimero de yemas
brotadas y con formacion de nuevos brotes (mas de 0.5 cm de longitud).

Analisis estadistico

El disefio experimental para todos los experimentos fue completamente
aleatorizado. En el analisis de la normalidad de las variables se utilizd la prueba
de Shapiro Wilk y la homogeneidad de varianza por la prueba de Levene. Se utilizd
el Paquete Estadistico SPSS version 23.0 y STATISTICA version 12.0 para la
variable expresada en porcentaje, la diferencia entre los valores se determind
mediante la prueba de comparacion de proporciones para dos muestras. Para la
comparacion entre las medias se aplico un Analisis de varianza (ANOVA simple) y
la diferencia entre las medias se determind por la prueba de Tukey. En todos los
casos las diferencias significativas fueron establecidas para p<0.05. Todos los
experimentos se repitieron dos veces.

RESULTADOS Y DISCUSION
Establecimiento in vitro de Aglaonema spp.

El protocolo de desinfeccidon aplicado redujo la contaminacidén microbiana visible
dependiendo del tiempo de exposicion al hipoclorito de sodio al 3.0%. Los
contaminantes observados pertenecieron a los grupos microbianos hongos
filamentosos y bacterias, con predominio de estas Ultimas. Los mejores resultados
se obtuvieron con 20 y 25 min de exposicion, sin diferencias significativas entre
ellos (Tabla 1). Los explantes sin contaminacion microbiana no sufrieron dafos
por la accion del desinfectante en los diferentes tiempos de exposicion. En
correspondencia con lo anterior, a los 15 dias de cultivo el porcentaje de
supervivencia coincidié con el porcentaje de contaminacion. A los 30 dias se
alcanz6 100% de supervivencia y no aparecieron nuevos contaminantes. Estos
resultados concuerdan con lo expuesto otros autores relacionado con que la
contaminacién microbiana es una limitante para el establecimiento in vitro de
plantas de Aglaonema spp. (Chen y Yeh, 2007; Bakarat y Gaber, 2018).
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Tabla 1. Efecto del tiempo de exposicidn al Hipoclorito de Sodio en la desinfeccion
de yemas axilares de Aglaonema spp. a los 15 dias de cultivo.

Tiempo Contaminacion (%)

(min) Bacterias Hongos Total
15 50.0 33.3 83.3 a
20 36.6 23.3 599b
25 30.0 23.3 53.3b

Porcentajes con letras distintas en una misma columna difieren significativamente
para p<0.05 segun la Prueba de proporciones. (n=60)

El hipoclorito de sodio ha sido usado tradicionalmente solo o en combinacién con
otros desinfectantes en la desinfeccion de los materiales vegetales a establecer
in vitro, por su alto potencial redox (Calvo et al., 2007). Sin embargo en cada
protocolo para el establecimiento in vitro de especies vegetal es necesario ajustar
la concentracion y el tiempo de exposicion. Por lo general se han usado
concentraciones desde 1.0 a 6.0% en dependencia de las caracteristicas
morfoldgicas e higiénica del material vegetal a establecer (Janse, 2007). En este
estudio se pudo corroborar que determinar el tiempo adecuado de exposicion y
concentraciéon del mismo fue crucial para disminuir la contaminacion microbiana
en la fase de establecimiento in vitro.

Aunque se establecieron in vitro plantas de Aglaonema spp. a partir de yemas
axilares de plantas adultas, se requieren otros estudios que conduzcan a la
reduccion de los porcentajes de contaminantes por microorganismos en aras de
mejorar la eficiencia de esta fase. Al respecto, varios autores han ensayado
diferentes estrategias ya que incuestionablemente la mayor fuente de
contaminacién primaria en los cultivos in vitro proviene de la planta madre
(Cassells, 1991). Por ejemplo, se han intentado enfoques con la reduccion del
suministro de agua a las plantas madre antes de la toma del explante y la terapia
con antibidticos (Chen y Yeh, 2007; Fang et al., 2013), pero la efectividad de
tales tratamientos ha sido impredecible.

Influencia de la concentracion de 6-BAP en el medio de cultivo para el
establecimiento in vitro

En los tratamientos con las dos concentraciones de 6-BAP ensayadas se observo
la brotacidon de yemas y el crecimiento del brote in vitro en el 100% de los
explantes vivos. Estos brotes tuvieron un crecimiento vigoroso, color verde
intenso, con presencia de hojas expandidas a los 35 dias de cultivo (Figura 3).
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Figura 3. Brotes in vitro de Aglaonema spp. en el medio de cultivo con 2.0 mg I!
de 6-BAP a los 25 (A) y 35 (B) dias de cultivo.

Varios autores han referido el uso de la citoquinina 6-BAP en los medios de cultivo
para el establecimiento in vitro de Aglaonema. En este estudio se obtuvo un 100%
de brotacion de yemas al emplear concentraciones de 2.0 y 5.0 mg I'! de 6-BAP
en el medio de cultivo sin diferencias significativas entre estas, lo cual indico
puede utilizarse para dicho fin. Resultados similares informaron Zhang et al.
(2004) en A. commutatum, quienes lograron el mayor crecimiento de las yemas
axilares con 2.5 mg I'! de 6-BAP. De igual manera, Fang et al. (2013) notificaron
buenos resultados con el uso de 1.0; 5.0 y 10 mg |I"! de este regulador de
crecimiento. Sin embargo, ElI-Mahrouk et al. (2016) no utilizaron reguladores del
crecimiento en el medio de cultivo para el establecimiento in vitro de Aglaonema
spp. Y la formacion de los brotes demord dos meses, lo cual corrobord la
importancia del uso de 6-BAP para este propdsito.

CONCLUSIONES

Es posible el establecimiento in vitro de brotes de Aglaonema spp. a partir de
yemas axilares de plantas adultas y el empleo de 6-BAP en el medio de cultivo.
Este es el primer informe de establecimiento in vitro de esta especie en Cuba.
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