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ARTICULO CORTO

Efecto del nitrato de plata (AgNO;) en el crecimiento
in vitro de brotes de Anthurium magnificum Linden

Melisa M. Hernandez-Perez*, Laisyn Posada-Pérez**, Raul Barbon™***,
Rafael Gomez-Kosky****, Yenny Padron*****, Mariana La O******
DOI: 10.15446/rev.colomb.biote.v25n2.110056

RESUMEN

Anthurium magnificum Linden es una importante planta ornamental perteneciente a la familia Araceae. Esta especie es muy deman-
dada como planta de maceta para la decoracion de interiores y jardines, asi como follaje de corte. Los métodos de propagacion
tradicionales en esta especie presentan ciertas desventajas por lo que no permiten satisfacer la creciente demanda. Estas limitantes
convierten al cultivo de tejidos vegetales en el método mas eficiente para propagar plantas de Anthurium magnificum a un ritmo
mas rapido que los métodos de propagacion convencionales. En el cultivo de tejidos vegetales el nitrato de plata adicionado alos
medios de cultivo actda como un inhibidor de la accién del etileno y desempefia un papel crucial en la regulacién de procesos
fisiolégicos esenciales de las plantas. El presente trabajo tuvo como objetivo determinar el efecto de diferentes concentraciones de
nitrato de plata en el crecimiento in vitro de brotes de Anthurium magnificum. Para ello, se cultivaron brotes in vitro de Anthurium
magnificum en medios de cultivo enriquecidos con diferentes concentraciones de nitrato de plata. Los resultados mostraron que los
mayores valores en las variables altura de la planta, nimero de raices y longitud de las raices se obtuvieron en un medio de cultivo
con 1,0 mg L' de nitrato de plata. En la variable drea foliar de la planta los mayores valores se presentaron en los medios de cultivo
que contenian nitrato de plata independientemente de la concentracion empleada.

Palabras clave: Araceae, cultivo de tejidos, planta ornamental.
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ABSTRACT

Anthurium magnificum Linden is an important ornamental plant belonging to the Araceae family. This species is in great demand as
a pot plant for interior and garden decoration, as well as cut foliage. The traditional propagation methods in this species have cer-
tain disadvantages, which is why they cannot satisfy the growing demand. These limitations make plant tissue culture the most effi-
cient method to propagate Anthurium magnificum plants at a faster rate than conventional propagation methods. In the culture of
plant tissues, silver nitrate added to the culture media acts as an inhibitor of the action of ethylene and plays a crucial role in the
regulation of essential physiological processes in plants. The objective of this work was to determine the effect of different concen-
trations of silver nitrate on the in vitro growth of Anthurium magnificum shoots. For this, in vitro shoots of Anthurium magnificum
were cultivated in culture media enriched with different concentrations of silver nitrate. The results showed that the highest values
in the variables plant height, number of roots and length of the roots were obtained in a culture medium with 1.0 mg L' of silver
nitrate. In the variable leaf area of the plant, the highest values were presented in the culture media that contained silver nitrate,

regardless of the concentration used.
Key words: Araceae, ornamental plant, tissue culture.

Recibido: julio 10 de 2023  Aprobado: noviembre 7 de 2023

INTRODUCCION

Dentro de todos los géneros de la familia Araceae, el
Anthurium constituye el mas diverso (de Alcantara et al.,
2019). Su area de distribucion comprende desde Méxi-
co y las Antillas Mayores hasta el norte de Argentina (do
Nascimento et al.,, 2019). Algunas especies incluidas en
este género tienen importancia comercial por lo exético
de su follaje y la durabilidad de su inflorescencia
(Muraleedharan et al., 2020).

En el comercio de follajes de corte, las especies del gé-
nero Anthurium han mostrado un gran potencial para el
futuro crecimiento de las exportaciones, con una cali-
dad, belleza y durabilidad notables, ademas de su em-
pleo como planta en maceta (de Morais et al., 2017).
Entre las especies mas apreciadas por su vistoso follaje
se encuentran A. magnificum Linden, A. crystallinum Lin-
den & André, A. forgetii N. E. Brown, A. regale Linden y
A. warocqueanum T. Moore, todas incluidas en la sec-
cion Cardiolonchium Schott de este género. En la espe-
cie A. magnificum el mayor atractivo estd en sus limbos
de color verde intenso notablemente aterciopelado en
el cual resaltan sus venas de color blanco. Ademas, los
tejidos vegetales descelularizados de limbos de esta
planta han sido utilizados como andamios adaptables
para el cultivo de células humanas (Fontana et al., 2017).

Las especies de Anthurium pueden propagarse a través
de semilla botanica, por esquejes y por division de los
brotes que emergen del tallo. La propagacion a partir de
semilla botanica tiene ciertas desventajas debido a que
estas solo son viables durante dos o tres dias y su por-
centaje de germinacion es bajo, aproximadamente de
20 a 30% (Jahan et al., 2009). La propagacion vegetativa
es lenta y propicia la pérdida de individuos por infeccién
por Xanthomonas campestris pv. dieffenbachiae

(McCulloch & Pirone) Dye (Lee-Espinosa et al.,, 2003).
No obstante, esto se puede evitar si se seleccionan plan-
tas sanas y se introduce el material de siembra en una
solucion de funguicida y bactericida previo a su estable-
cimiento (Gayosso-Rodriguez et al., 2013). Estas limitan-
tes convierten al cultivo de tejidos vegetales en el méto-
do mas eficiente para propagar plantas Anthurium con
alta calidad genética vy fitosanitaria a un ritmo mas rapi-
do que los métodos de propagacion tradicionales
(Gantait & Mandal, 2010).

El cultivo de tejidos vegetales puede definirse como un
conjunto de técnicas que permiten el cultivo en condi-
ciones asépticas de 6rganos, tejidos, células y protoplas-
tos empleando medios nutritivos artificilaes (Jiménez,
1998). Estas técnicas se sustentan en la teoria de la Toti-
potencia Celular, propuesta por Haberlandt (1902), la
cual plantea que todas las células vegetales tienen la
capacidad de expresar todo el potencial genético de la
planta a la que pertenecen sin importar su funcién o
posicion en ella, y por lo tanto tienen la capacidad de
regenerar una nueva planta completa, es decir, que tie-
nen totipotencialidad. Las técnicas de cultivo in vitro son
indispensables para la producciéon de plantas libres de
patégenos, la propagacién masiva, la conservacion de
germoplasma, la transformacion del genoma vegetal, el
mejoramiento genético mediante la inducciéon de muta-
ciones y la seleccién in vitro y la produccién de metabo-
litos secundarios derivados de plantas de importante
valor comercial (Twaij et al., 2020). La organogénesis y
la embriogénesis somatica, son vias de regeneracién de
plantas bien conocidas basadas en la totipotencia de las
células vegetales (Neves et al., 2021).

Las especies del género Anthurium se han propagado
principalmente a través de organogénesis directa
(Kunisaki, 1980; Atta-Alla et al, 1998; Martin et al,
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2003; Martinez-Estrada et al., 2019; Tung et al., 2022),
organogénesis indirecta (Pierik et al., 1974; Atak & Celik,
2009; Thi et al., 2019; Huang et al., 2020; Hernandez-
Perez et al., 2021) y embriogénesis somatica (Kuehnle et
al., 1992; del Rivero et al.,, 2008; Bezerra et al., 2019;
Wang et al., 2019; Bandyopadhyay et al., 2022).

En el cultivo de células y tejidos vegetales el nitrato de
plata (AgNO3) actia como un modulador de la morfo-
génesis y desempefa un papel crucial en la regulacion
de los procesos fisiologicos esenciales de las plantas
(Isah et al., 2022). Los iones de plata aplicados en for-
ma de AgNOs; en los medios de cultivo han sido am-
pliamente empleados en el cultivo de tejidos vegetales
debido a su especificidad, solubilidad en agua y falta
de fitotoxicidad en concentraciones efectivas (Kumar
et al.,, 2009); ademas de ser un inhibidor de la accién
del etileno (Bashir et al., 2022).

En la literatura cientifica son escasos los estudios que
abordan el empleo del AgNOsen el cultivo in vitro de
especies del género Anthurium. Cardoso (2019), en estu-
dios realizados en la especie A. andraeanum cultivares
‘Dakota’ y ‘Alabama’ demostré por primera vez que los
brotes in vitro de estos cultivares son susceptibles a la
acumulacion de etileno en los frascos de cultivo. Este mis-
mo autor, observd que los sintomas causados por la acu-
mulacion de etileno como son brotes con tallos delgados,
disminucion del area foliar y formacién de callos indesea-
bles en la region basal de los brotes pudieron ser reverti-
dos cuando se adicioné 1,0 mg L' de AgNOs en el medio
de cultivo. En otras especies ornamentales como Zinnia
angustifolia Kunth (Asteraceae), Gardenia jasminoides Ellis
(Rubiaceae) y Dianthus caryophyllus L. (Caryophyllaceae),
el AgNO; se ha empleado como un inhibidor de la ac-
cion del etileno (Anantasaran & Kanchanapoom, 2008; Et
Ashry et al., 2018; Maurya et al., 2022).

En la especie A. magnificum no existen referencias en la
literatura cientifica, o no se han publicado investigacio-
nes relacionadas con el efecto de diferentes concentra-
ciones de AgNO; en el crecimiento in vitro de brotes.
Este trabajo tuvo como objetivo determinar el efecto de
diferentes concentraciones de AgNO; en el crecimiento
in vitro de brotes de A. magnificum.

MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realizé en el Instituto de Bio-
tecnologia de las Plantas (IBP), de la Universidad Central
“Marta Abreu” de Las Villas en Santa Clara, Cuba.

Procedimientos generales
Para el experimento se emplearon frascos de cultivo con
una capacidad de 250 mL. El pH del medio 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, a 1,2 kg cm™ de pre-
sion y 121 °C, durante 20 minutos. Se anadieron 30 mL
de medio de cultivo en cada frasco de cultivo.

Material vegetal

Como material vegetal se emplearon brotes in vitro de A.
magnificum de 1,2 a 1,5 cm de longitud. Estos brotes se
obtuvieron por organogénesis indirecta segin la metodo-
logia descrita por Hernandez-Perez et al. (2021). Los bro-
tes fueron transferidos al medio de cultivo propuesto por
Cardoso (2019) modificado para el crecimiento de brotes
de A. andraeanum. El mismo estaba compuesto por las
sales MS (Murashige & Skoog, 1962) (Duchefa Bioche-
mie, Paises Bajos) a la mitad de su concentracion, vitami-
nas MS a la mitad de su concentracién, 100,0 mg L' de
mio-inositol, 30 g L' de sacarosay 2,5 g L' de Gelrite®
(Duchefa Biochemie, Paises Bajos). Se estudiaron diferen-
tes concentraciones de AgNO; (1,0; 2,0y 3,0 mg L") y un
tratamiento control sin AgNOs.

A los 60 dias de cultivo se evaluaron las siguientes
variables:

- Altura de la planta (cm): Se midié con una regla
graduada desde la base de la planta hasta la
yema apical.

- Ndmero de hojas de la planta

- Ndmero de raices

- Longitud de raices (cm): Se midié con una regla
graduada.

- Area foliar de la planta (cm?)

Para calcular el drea foliar se utiliz6 el método del traza-
do sobre papel descrito por Ruck & Bolas (1955). Para
ello se tomaron 20 plantas por tratamiento y se trazé
sobre papel el contorno de todos los limbos de la plan-
ta. Posteriormente se recortaron los contornos de las
figuras de los limbos dibujadas en papel y se pesaron en
una balanza electrénica. A continuacion, se recorté un
pedazo de papel cuadrado de 100 cm? del mismo tipo
utilizado para dibujar el contorno de los limbos de las
plantas y se determiné el peso. El calculo del area foliar
total se realizé mediante la férmula: At= Ac x Pf/ Pc

Donde:

At: Area foliar total de la planta.

Ac: Area de un cuadrado de papel de 100 cm?.

Pf: Peso de todas las figuras o siluetas de papel recortadas.
Pc: Peso del cuadrado de papel de 100 cm?.

Condiciones de cultivo in vitro

El material vegetal se colocé en una camara de creci-
miento con luz solar con una duracién del periodo lumi-
noso maximo y minimo de 12 h, 34 miny 11 h, 36 min

Crecimiento in vitro de brotes de Anthurium magnificum Linden
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Tabla 1. Efecto de la concentracion de AgNO; en el medio de cultivo sobre el crecimiento de las plantas in vitro de Anthurium magnifi-

cum Linden a los 60 dias de cultivo.

AgNO; Namero de raices/ planta  Longitud promedio de la raiz Altura promedio de las
(mg L") (cm) plantas (cm)
Media Rango Media Rango medio Media Rango medio
medio
0,0 3,18 97,96 b 2,95 124,12 b 2,40 119,55 a
1,0 3,54 128,14 a 3,16 152,13 a 237 117,81 a
2,0 322 102,36 b 2,46 70,45 ¢ 2,25 90,43 b
3,0 2,88 73,54 ¢ 2,29 55,30 c 2,18 7421b

Rangos medios con letras no comunes dentro de la misma columna indican diferencias segtn las pruebas H de Kruskall

Wallis y U de Mann-Whitney para p<0,05

Figura 1. Plantas in vitro de Anthurium magnificum Linden obtenidas con diferentes concentraciones de
AgNO:s, a los 60 dias. (A) medio de cultivo control, (B) 1,0 mg L' de AgNO;, (C) 2,0 mg L' de AgNOs, (D)

con 3,0 mg L' de AgNO:s.

y 27£2 °C. Hl flujo de fotones fotosintéticos (FFF) oscild
entre 38,0-45,7 ymol.m?.s’', medido con un Luxémetro
Extech 401025 (Extech Instruments, EUA).

Diseno experimental y analisis estadistico
Se utilizé un disefio experimental completamente al
azar. Se colocaron cinco explantes en cada frasco de
cultivo. Cada tratamiento estuvo compuesto por diez
frascos de cultivo, para un total de 50 explantes. El expe-
rimento se repitié dos veces en el tiempo.

Para el andlisis estadistico de los datos experimentales
se utilizd el programa Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) version 26 para Windows, con un valor
de significancia de p<0,05. Los datos experimentales
relacionados con altura de la planta, nimero de raices y
longitud de raices, se procesaron estadisticamente me-

diante las pruebas no paramétricas H de Kruskall-Wallis y
U de Mann-Whitney previa comprobacion de los supues-
tos de normalidad y homogeneidad de varianza. Para el
andlisis estadistico de los datos de la variable area foliar
de la planta se aplicé un ANOVA de clasificacion simple
y para determinar el grado de significacion entre las me-
dias se empled la prueba de Tukey.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se determiné que el AgNOs influyé en el crecimiento in
vitro de brotes de A. magnificum. Los mejores resultados
en la variable altura promedio de las plantas se obtuvo
en el control y cuando se le adicion6 al medio de culti-
vo 1,0 mg L' de AgNO; sin diferencias significativas en-
tre estos, pero superiores al resto de los tratamientos.
Con esta misma concentracion se obtuvieron los mayo-
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res valores en las variables ndmero de raices por planta
y longitud promedio de la raiz que mostraron diferen-
cias significativas con respecto al control y al resto de las
concentraciones de AgNO; empleadas. También se de-
terminé que cuando se empleé la concentracién mas
alta de AgNOs en este estudio (3,0 mg L) se obtuvieron
los menores valores en estas variables (Tabla 1 y Figura
1), al parecer por producirse un efecto inhibitorio bajo
esta concentracion.

En la literatura cientifica son pocos los estudios que
abordan el efecto de la concentracién de AgNO; en el
crecimiento de plantas in vitro del género Anthurium.
Los resultados obtenidos en esta investigacion son simi-
lares a los obtenidos anteriormente por Cardoso (2019)
en la especie A. andraeanum en los cultivares ‘Dakota’ y
‘Alabama’. Este autor determin6é que a medida que au-
mento la concentracion de AgNOs en el medio de culti-
vo disminuyo la altura de las plantas. Por otra parte, este
autor determiné que la presencia de AgNO; en las con-
centraciones 1,0 y 2,0 mg L' AgNO; estimulé el enraiza-
miento de los brotes, mientras que cuando se adicion6
3,0 mg L' de AgNO:; lo inhibid.

En otras plantas monocotileddneas, varios autores infor-
maron incrementos en la altura y enraizamiento de las
plantas al emplear concentraciones efectivas de AgNO;
(Giridhar et al., 2001; Al-Kaaby et al., 2015; Manokari et
al., 2022). Por ejemplo Haque et al. (2015) en cebada
(Hordeum vulgare L.) cultivares ‘BARI-3" y ‘BARI-6" per-
teneciente a la familia Poaceae obtuvieron el mayor nd-
mero de raices por planta cuando adicionaron 3,0 mg L'
de AgNO;. No obstante cuando emplearon concentra-
ciones superiores disminuyé gradualmente el nimero de
raices por planta en ambos cultivares. También, Tamini
(2015) en Musa acuminata L. obtuvo el mayor nimero
de raices por planta (21,7) y longitud promedio de la
raiz (12,68 cm) cuando adicion6 al medio de cultivo
10,0 mg L' de AgNO;. Sin embargo, al incrementar la
concentracion de AgNO; a 25,0 mg L' disminuyeron
considerablemente ambas variables. Lo anterior demues-
tra que la respuesta del material vegetal es altamente
dependiente del genotipo, debido a que las concentra-
ciones de AgNQO; que estimulan el crecimiento en deter-
minadas especies pueden inhibirlo en otras.

Por otra parte, no se encontraron diferencias significati-
vas para la variable ndmero promedio de hojas por plan-
ta, la cual oscilé entre 2,96 y 3,14. No obstante, si se
obtuvieron diferencias en la variable area foliar de las
plantas. En esta variable los mayores valores se presenta-
ron en los medios de cultivo que contenian AgNO;, sin
presentar diferencias entre ellos, pero significativamente
superiores al control (Figura 2).

Las hojas son el sitio de procesos fisiolégicos determi-
nantes que ocurren en las plantas, incluyendo la fotosin-
tesis y la transpiracion (Tadesse et al., 2000). Ademas, el
area foliar, el contenido de clorofila y nitrégeno son ras-
gos funcionales esenciales de la hoja, que estan altamen-
te correlacionados con la estrategia de utilizacion de
recursos de la planta (Wang et al., 2020).

En un experimento similar en la especie A. andraeanum,
Cardoso (2019) informé que la adicion de AgNOs; al
medio de cultivo independientemente de su concentra-
cién produjo un incremento en el area foliar de las plan-
tas. Este mismo autor determiné en el cultivar ‘Dakota’
el mayor valor en esta variable se obtuvo cuando se
adicioné 2,0 mg L' de AgNOs al medio de cultivo, mien-
tras que en el cultivar ‘Alabama’ un aumento en la con-
centracion de AgNOs; de 1,0 a 50 mg L' incrementa
gradualmente el area foliar de las plantas. Por otra parte,
Tamini (2015) en Musa acuminata L. logré una mayor
drea foliar de las plantas (5,92 cm?) cuando adicioné
10,0 mg L' de AgNO; al medio de cultivo. El efecto be-
neficioso que ejerce el AgNO; en el area foliar también
fue informado por otros autores como Al-Ramadan et al.
(2021) y Samiei et al. (2021).

En este estudio, la promocion del crecimiento vegetal
cuando se adicioné 1,0 mg L' de AgNOs al medio de
cultivo podria atribuirse al efecto inhibidor que ejerce
este compuesto sobre la accion del etileno (Tahoori et
al., 2018). Es conocido que el etileno acumulado en los
frascos de cultivo provoca trastornos fisiol6gicos duran-
te el cultivo in vitro (Ha et al., 2020). En especies suscep-
tibles, los principales efectos asociados a la acumulacién
de etileno incluyen la reduccién del area foliar, tallos
débiles, inhibicion de la formacién de brotes, senescen-
cia y pobre enraizamiento (Kumar et al.,, 1998). La bio-
sintesis de etileno comienza con el aminoacido metioni-
na, que se convierte en etileno a través de tres reaccio-
nes enzimaticas. En la primera reaccién, la metionina se
convierte en S-adenosilmetionina (SAM) por la enzima
SAM sintetasa (SAMS), luego la SAM se convierte en 1-
aminociclopropano-1-acido carboxilico (ACC) por la
enzima ACC sintasa (ACS), y finalmente la enzima ACC
oxidasa (ACO) degrada el ACC, liberando etileno (Wang
etal., 2002).

Posteriormente el etileno es percibido por una familia de
cinco receptores: ETR1, ETR2, ERS1, ERS2 y EIN4 locali-
zados en la membrana celular y que son homdélogos a
las histidinas quinasas bacterianas involucradas en la
deteccion de cambios ambientales (Sakai et al., 1998).
La union del etileno a ETR1 ocurre en el grupo radical
hidrofébico ubicado en el extremo N-terminal de los
receptores y requiere un metal de transicion, el cobre,
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Figura 2. Efecto de la concentracién de AgNO; sobre el drea foliar de las plantas in
vitro de Anthurium magnificum Linden a los 60 dias de cultivo.
Medias con letras desiguales difieren estadisticamente segtn la prueba de Tukey para

p=<0,05. EE=0,63.

como cofactor (Schaller & Bleecker, 1995). A su vez la
proteina RANT participa en la entrega de cobre al recep-
tor de etileno ya que esta via de entrega de cobre es
necesaria para crear receptores de etileno funcionales
en las plantas (Wang et al.,, 2002). Este mecanismo de
sintesis de etileno podria inhibirse al adicionar AgNOs
en el medio de cultivo. Esto puede explicarse sobre la
base de que los iones de plata pueden remplazar al co-
factor cobre presente en el sitio de union del etileno y el
receptor ETR1, y bloquearlo para asi suprimir la respues-
ta al etileno (McDaniel & Binder, 2012).

También la promocion del crecimiento vegetal por la
accion indirecta del AgNO; podria atribuirse a la mejora
de la biosintesis de poliaminas en los explantes median-
te la inhibiciéon de la accién del etileno (Kumar et al.,
2016). La biosintesis de poliaminas y la biosintesis de
etileno estan interrelacionadas, ya que utilizan el mismo
precursor SAM (S-adenilmetionina) para su sintesis
(Moshkov et al., 2008). La hipdtesis mas comun es que
las poliaminas y el etileno pueden regular la sintesis de
cada uno, ya sea directamente o por competencia meta-
bdlica por SAM (Apelbaum et al.,, 1985). Por lo tanto, al
compartir el etileno y las poliaminas un precursor co-
mdun la reduccién en la produccion de etileno conduce
a una mayor formaciéon de poliaminas (Asgher et al.,
2018). Las poliaminas estan implicadas en varios proce-
sos celulares importantes para las plantas como la divi-
sion celular, la sintesis de proteinas, la replicacion del
ADN, regulacion de las actividades enzimaticas, la per-

meabilidad de la membrana, la estabilizacién de los bu-
cles en las moléculas de ARN vy las respuestas de las
plantas al estrés abiético (Pal & Ravishankar, 2002).

CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo demostraron que con una
concentracién de 1,0 mg L' AgNO; se logré incremen-
tar el nimero de raices, longitud de las raices y altura de
las plantas. Ademas, la adicion AgNO; en el medio de
cultivo provocé un aumento en el drea foliar de las plan-
tas independientemente de la concentracion empleada.
Esta investigacion constituye la primera referencia en la
literatura cientifica sobre el efecto del AgNO; en el cre-
cimiento in vitro de brotes de A. magnificum.
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