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ABSTRACT

Anthurium is a very important ornamental plant in the market. However, its
traditional reproduction presents problems, therefore in vitro culture represents an
alternative for its propagation. In the in vitro plant tissue culture, the nutrients are
provided by the media, but information on the in vitro nutrition for anthurium is
scarce. The objective of this research was to evaluate plant growth characteristics,
nutrient content in plant tissues and nutrient removal from the culture medium in
three in vitro culture systems: semi-solid, partial immersion and the RITA®
bioreactor. The data were analyzed, using an ANOVA and compared with Tukey
tests, using the statistical software R-STUDIO. The highest length of shoots and
roots were observed with partial immersion; the number of leaves, shoots and
roots did not show differences with the RITA® bioreactors. The highest tissue
content of nutrients occurred in plants cultivated in the RITA® bioreactor. For the
content of nutrients in the culture medium, the highest one was observed in the
RITA® bioreactor, which indicates a most efficient use of nutrients, due to the
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greater contact of explants with the media and a best gas exchange. Therefore, the
RITA® bioreactor represents the most viable option for anthurium plants
production.

Keywords: anthurium, bioreactor, in vitro, nutrient absorption, partial immersion
RESUMEN

El anturio tiene gran importancia en el mercado ornamental; sin embargo, su
reproduccion tradicional presenta problematicas; por ello, el cultivo in vitro
representa una alternativa para su propagacién. En el cultivo in vitro, los nutrientes
son provistos por el medio de cultivo, pero la informacién sobre la nutricién in vitro
para anturio es escasa. Esta investigacién tuvo como objetivo comparar tres
sistemas de cultivo in vitro: semisélido, inmersién parcial y biorreactor RITA®. Se
evaluaron caracteristicas de desarrollo y contenido nutrimental en plantas y medio
de cultivo. Los datos se analizaron con ANOVA y pruebas de Tukey, se utilizé el
software R-STUDIO. Los resultados mas altos para brotes y longitud de raiz se
obtuvieron con inmersién parcial; el numero de hojas, brotes y raices no mostrd
diferencias entre inmersion parcial y los biorreactores RITA®. EI mayor contenido
de nutrimentos en tejido se obtuvo en plantas cultivadas en el biorreactor RITA® y
en en el medio de cultivo para este biorreactor; lo que indica un uso mas eficiente
de nutrientes, debido al mayor contacto de los explantes con el medio y la
renovacion de la atmésfera gaseosa. Por ello, el biorreactor RITA® representa la
mejor opcion, para la produccion de plantas de anturio.

Palabras clave: absorcion de nutrientes, anturio, bioreactor, inmersién parcial, in
vitro

1. INTRODUCCION

La floricultura es una industria que se desarrolla en todo el mundo, debido a que
resulta altamente lucrativa. A nivel mundial, el mercado de flores y ornamentales,
se espera que crezca en un 6.3% en los préximos afos, alcanzando $ 57.4
billones de USD ddlares en el 2024 (Proverde, 2021). La demanda de flores en el
mercado va en aumento principalmente orquideas y anturio; ya que han ganado
popularidad por su belleza y tiempo de vida en jarrén (Desai et al., 2015). Por su
belleza, follaje, colores y durabilidad después del corte, el anturio ocupa el
segundo lugar de venta de ornamentales a nivel mundial (Soleimani-Pour et al.,
2018). Los principales paises productores de anturio en el mundo son Dinamarca,
Mauritania y Hawai (Nataraj et al., 2019).

Tradicionalmente la propagacién del anturio se realiza utilizando estacas, esquejes
o semillas. Sin embargo, estas técnicas pueden resultar lentas, propagar
enfermedades o las plantas resultantes pueden presentar caracteristicas no
deseadas en tamano, forma o color, lo cual se traduce en problemas de
comercializacion. En la actualidad las herramientas biotecnoldgicas de cultivo in
vitro permiten una multiplicacion eficiente, que facilita obtener plantas
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genéticamente uniformes y libres de patdogenos; ademas permite controlar la
velocidad de crecimiento y regeneracion de los tejidos (Alcantara-Cortés et al.,
2017). Para anturio se han realizado diversos trabajos que evaluan su produccion
in vitro (Marques-Pinheiro et al., 2014; Morales-Orellana et al., 2014; Martinez
Estrada et al., 2019; Alamilla-Magana et al., 2019); sin embargo, no se esclarecen
del todo las condiciones nutrimentales in vitro.

En el cultivo in vitro de tejidos vegetales, los requerimientos nutricionales deben
asemejar a los requeridos in situ. Pero debido a que los tejidos in vitro no son
autotrofos, la tasa fotosintética es compensada con una fuente de carbono
adicionada al medio de cultivo; que igual que los nutrimentos, es absorbida por los
tejidos. Asi mismo, existen factores que pueden afectar la disponibilidad de los
minerales en el medio, como el agente gelificante que puede ocasionar la
precipitacion de éstos, limitando su absorcion o generando una translocacién
inadecuada (Sharry et al., 2015). Por lo cual, el uso de sistemas de inmersion
temporal (SIT) representa una alternativa para el cultivo in vitro. Su funcion
consiste en exponer los tejidos vegetales al medio de cultivo por periodos de
tiempo, logrando automatizar el proceso de propagacion a gran escala, evitar
contaminacién patdgena, disminuir costos y propiciar una mejor absorcién de
nutrientes para mejorar el rendimiento. Un tipo de SIT son los Recipientes de
Inmersion Temporal Automatizados RITA®, los cuales son un avance tecnoldgico
que permite una mejora en el cultivo de tejidos vegetales (Alamilla-Magafa et al.,
2019). El crecimiento y desarrollo de una planta se ven afectados por la absorcion
y asimilacién de nutrientes y por las proporciones a los que se vea expuesta; ya
que cada nutriente tiene una funcién especifica en el desarrollo de la planta, que
se vera reflejada en su produccion y calidad (Puentes-Paramo et al., 2016). Por
ello, para hacer mas eficiente la nutricion vegetal en el cultivo in vitro de anturio y
buscar bajar costos con un uso mas eficiente de las sales, el objetivo de la
presente investigacion fue evaluar las condiciones nutrimentales y el desarrollo in
vitro de A. andreanum Linden en tres sistemas de cultivo: medio semisélido (SS),
inmersién parcial (IP) y en biorreactores RITA®.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Ubicacion

La presente investigacion se realizd en el Laboratorio de Docencia, Investigacion y
Servicios (LADISER) de Biotecnologia y Criobiologia Vegetal de la Facultad de
Ciencias Quimicas, Orizaba, Ver., adscrita a la Universidad Veracruzana.

2.2 Condiciones de cultivo

Se propagaron in vitro plantulas de A. andreanum provenientes de cultivo in vitro
previo. El medio de cultivo usado fue MS (Murashige & Skoog, 1962)
suplementado con 1 mg/L de 6-bencilaminopurina (BAP) y 30 g/L de sacarosa.
Para el medio semisolido se emplearon 3 g/L de Phytagel, el pH fue ajustado a 5.7
con un potencidmetro marca HANNA® vy se esterilizé a 121°C por 15 min en un
autoclave vertical marca EVAR®. Se utilizaron frascos de vidrio de 250 mL con 25
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mL de medio de cultivo. Las plantulas se mantuvieron en incubaciéon a 24 + 2 °C
con un fotoperiodo de 16 h luz/8 h oscuridad. La intensidad luminica fue de 36
pymol m”(-2) s”(-1), provista por lamparas fluorescentes blancas, durante un
periodo de dos meses.

2.3 Propagacién

Plantas de 0.5 cm de largo, con tres hojas y sin raiz, fueron establecidas en medio
semisolido (SS), inmersion parcial (IP) y Recipientes de Inmersion Temporal
Automatizados (RITA®). Para el sistema de inmersion parcial y medio semisolido
se utilizaron frascos de cristal con capacidad de 250 mL, a los que se adicionaron
25 mL de medio de cultivo, en cada frasco fueron establecidos cuatro explantes.
En los biorreactores RITA®, se adicionaron 200 mL de medio de cultivo y cuatro
plantas por recipiente (Fig. 1). Estos fueron conectados a un sistema de aire,
proveniente de un compresor marca Adir® con un flujo maximo de entrada de
5.89, con presién de 29 psi, dicho aire ingresé a los biorreactores a través de un
filtro Midisart® 2000 de 0.2 um (PTFE y polipropileno). Las inmersiones en el
biorreactor se realizaron a intervalos de cuatro horas, seis inmersiones por dia,
con dos minutos de duracion, segun lo descrito por Morales-Orellana (2014), para
la propagacion in vitro de anturio.

Fig. 1. Sistema de inmersion RITA® con 200 mL de medio de cultivo y cuatro
plantas por recipiente.

Fig. 1. RITA® immersion system with 200 mL of culture medium and four plants per
container.
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2.4 Analisis del desarrollo morfolégico

A los 60 dias después del establecimiento en los tres sistemas, se analizé el
desarrollo morfologico de las plantas cuantificando el numero de hojas, brotes y
raices, y la longitud de brotes y raiz.

2.5 Analisis nutrimental

Para evaluar las condiciones nutrimentales, se determind la concentracion de
nitrégeno en tejido vegetal y medio de cultivo por el método microkjeldahl
(Bremner, 1965). El contenido de P, K, Ca, B, S, Mg, Zn, Cu, Mn y Fe se realiz6
por espectrofotometria de emision 6ptica de induccidn por plasma acoplado
(Alcantar & Sandoval, 1999), en un equipo ICP-OES modelo 725 (Agilent).

2.6 Diseno experimental

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar, con cuatro repeticiones.
Los datos se analizaron con un ANOVA de una via y pruebas de comparacion de
medias de Tukey utilizando el software estadistico R-STUDIO versién 2019 para
Windows.

2.7 Aclimatacion

Las plantas obtenidas se aclimataron en invernadero. Posteriormente el 50 % de
ellas se trasplanté a suelo en condiciones de cielo abierto y el otro 50 % a un
sombreadero cubierto con malla sombra.

3. RESULTADOS

En la propagaciéon in vitro es importante conocer el aprovechamiento de los
nutrientes, tanto los macro como los microelementos en el medio de cultivo; ya
que afectan el crecimiento y desarrollo vegetal (Gomez-Merino et al., 2015).

Al comparar el desarrollo morfolégico de las plantas de anturio en los tres
sistemas de cultivo, se observaron diferencias significativas. Los valores mas altos
se observaron para longitud de brotes y de raices en el sistema IP. Sin embargo,
para numero de brotes, nimero de hojas y nimero de raices, el sistema RITA® e
IP fueron estadisticamente iguales (Tabla 1).
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Tabla 1. Desarrollo morfolégico de anturio cultivado in vitro en medio semisolido,
inmersion parcial y biorreactores RITA® durante 60 dias.

Table 1. Morphological development of anthurium grown in vitroin semisolid
media, parcial inmersion and RITA® bioreactor system for 60 days.

Sistema Brotes Brotes Hojas Raiz Raiz

(Num.) (cm) (Num.) (Num.) (cm)

SS 1.81+0.14b  2.59+0.17b  6.19%040b  1.40+0.09b 3.05+0.28 b
IP 2.93+0.22a 3.28%#0.12a  9.25#0.87a 2.11+x0.08 a 4.06 +016 a
RITA® 3.19+0.40a 2.40+0.12b 10.25%1.24a 1.98+0.08a 3.90+0.31 ab

SS: medio semisélido, IP: inmersion parcial y biorreactor RITA®. Letras diferentes en las columnas
indican diferencias estadisticas significativas entre tratamientos (p < 0.05).

En el contenido de macroelementos en plantas, se encontraron diferencias
estadisticas significativas entre los tres sistemas a los 60 dias de cultivo in vitro. El
tratamiento con los valores mas altos en contenido nutrimental en el tejido foliar de
las plantas fue el biorreactor RITA® (Tabla 2) y los contenidos mas bajos se
observaron en el sistema semisélido.

Al emplear biorreactores RITA® la absorcion de N, Mg, S, P y Ca fue
estadisticamente superior; el contenido de nitrégeno no se separd6 claramente del
sistema de inmersion parcial. Para el K, el sistema RITA® y SS no presentaron
diferencias significativas; aunque RITA® fue superior a IP en 0.53 g/ kg-1.

En cuanto al contenido de micronutrientes en el tejido foliar de las plantas de
anturio cultivadas in vitro durante 60 dias, se observaron diferencias significativas
entre los sistemas de cultivo inmersién parcial, medio semisolido y el biorreactor
RITA®, mostrando los valores mas altos las plantas desarrolladas en los sistemas
que utilizaron medio liquido (Tabla 2) y los valores mas bajos en el medio
semisolido.
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Tabla 2. Efecto de los sistemas de cultivo in vitro en el contenido de
macroelementos y microelementos en plantas de anturio cultivadas durante 60
dias.

Table 2. Effect of in vitro culture systems in macroelements and microelements in
anthurium plants grown for 60 days.

Macronutrientes

N K Mg S P Ca

Sistema
g/ kg™

SS 45.5+0.47b 14.70+0.15a 2.67+0.03b  2.41+0.02c  2.48+0.02c  4.08+0.04c
P 46.2+0.51ab  6.70+0.08b  2.71+0.03b  2.61+0.03b  2.90+0.033b  5.48+0.06b
RITA®  48.3+0.09a 14.17+0.16a 3.62+0.04a  2.99+0.07a 3.34+ 0.04a 5.84+0.07a

Micronutrientes

B Cu Fe Zn Mn

Sistema
mg/ kg™’

SS 97.50£1.02c 2.29+0.02c 263.88+2.76c 42.98+0.45b 193.99+2.03c
P 180.0+1.99a 4.60+0.05b  463.27+5.35b 66.03+0.77a 271.51+3.13b
RITA® 134.60+1.55b 4.94+0.06a 520.89+6.01a 63.59+0.73a 314.87+3.63a

SS: medio semisélido, IP: inmersion parcial y biorreactor RITA®. Letras diferentes en las columnas
indican diferencias estadisticas significativas entre tratamientos (p < 0.05).

En la extraccion de nutrientes del medio de cultivo, al comparar los sistemas con
medio semisoélido, inmersidn parcial y biorreactor RITA®, transcurridos 60 dias de
cultivo in vitro de plantas de anturio, se encontraron diferencias significativas. Se
observd que en el biorreactor RITA® el medio de cultivo mostré contenidos mas
altos en la mayoria de los nutrientes analizados (Tabla 3), lo que indica una mayor
eficiencia en el uso de los nutrientes.
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Tabla 3. Contenido nutrimental en el medio de cultivo en tres sistemas, para la
micropropagacion in vitro de anturio.

Table 3. Nutritional content in the culture medium in three systems for in vitro
micropropagation of anthurium.

Sistema
Elemento sS P RITA®
Macronutrientes (g/ kg™ )
NH4+ 226.82+12.60 a 135.60£17.02 b 269.22+9.90 a
NO3- 518.16+32.97 a 237.33+45.00 b 126.67+27.24 b
K 36.24+27.19 ab 161.1£93.94 b 431.05t4.64 a
Mg 15.85£1.50 b 835+1.29 c 25.02+0.13 a
S 38.85£0.76 a 18.35£0.91 ¢ 33.86£1.42 b
16.47+1.96 a 18.35£0.91. ¢ 33.89+142. b
Ca 226. 81+3.13 a 135.60£1.15 b 269.21+2.67 a
Micronutrientes (mg L)
Zn 0.57+£0.07 b 0.49+0.9 b 0.92+0.005 a
Mn 1.97£0.24 b 211+0.12 b 3.65+0.005 a
Fe 2.76£0.07 a 2.37+1.27 a 0.94+0.33 a
Cu 0.2+0.05 a 0.007+0.003 a 0.003+0.004 a
B 0.74+0.004 a 0.79+0.37 a 0.73£0.04 a

SS: medio semisdlido, IP: inmersion parcial y biorreactor RITA®. Letras diferentes en las columnas
indican diferencias estadisticas significativas entre tratamientos (p < 0.05).

El contenido de nitrégeno en el medio de cultivo después de 60 dias presentd
diferencias estadisticas significativas. Para NH4", aunque estadisticamente igual al
medio semisodlido, el mayor contenido fue para el sistema RITA®. En contraste
para NOs el menor contenido se observd en RITA®, aunque estadisticamente
igual al medio semisdlido. Esto sugiere que las plantas de anturio absorbieron la
mayor cantidad de nitrogeno en forma de NOs-, lo que coincide con un mejor
crecimiento. Para K, aunque sin una clara separacién de medias, el mayor
contenido se observo en el sistema RITA®, lo que indica una menor extraccidon de
este macronutriente. Esto se explica debido a que el K esta relacionado con el
metabolismo de los azucares, funcion que se ve disminuida en el cultivo in vitro.
Lo mismo se observé para el P y Ca que fueron absorbidos en menor cantidad en

8
Ldpez-Pdez et al. / Mexican Journal of Biotechnology 2022, 7(3):1-14



el sistema RITA®; aunque solo el P muestra diferencia estadistica significativa. El
Mg fue absorbido en mayor cantidad en el medio semisdlido y el azufre en el de
inmersion parcial.

Para el contenido de micronutrientes en el medio de cultivo después de 60 dias,
se observaron diferencias estadisticas significativas solo para Zn y Mn; para los
cuales el mayor contenido fue en el sistema RITA®. Aunque el contenido de Fe y
Cu, no presentd una separacion estadistica clara, fue mayor en el medio SS vy
menor en el sistema RITA®; mientras que para B no se observaron diferencias
estadisticas significativas. Esto tiene relacion con los resultados obtenidos en
contenido de nutrientes en tejido foliar de anturio donde las plantas provenientes
del biorreactor RITA® mostraron mayor contenido; asi como con los resultados
morfolégicos donde este biorreactor mostrd los resultados estadisticos mas altos
en cuanto al numero y tamafno de brotes, numero y tamafio de hojas, y numero de
raices.

En la aclimatacion, tanto en invernadero como en cielo abierto y sombreadero se
obtuvo un 100 % de sobrevivencia de plantas.

4. DISCUSION

El desarrollo de las plantas es muy flexible, lo que les permite reaccionar a los
cambios ambientales en tamano, morfologia, etc. (Escaso-Santos et al., 2010).
Esto explica las diferencias estadisticas significativas encontradas en el desarrollo
morfoldgico en los diferentes sistemas de propagacién in vitro del anturio. En los
sistemas IP y RITA® que emplean medio liquido, el nimero de brotes, nimero de
hojas y numero de raices fueron superiores respecto al medio semisolido. De
acuerdo con Ontaneda et al. (2020), esto puede ser explicado debido a que el
medio liquido proporciona una mejor difusion de los nutrientes propiciando mejor
crecimiento de explantes y formacién de brotes. Esto coincide con Garcia et al.
(2015), quienes reportaron mayor tasa de desarrollo en sistemas donde se utiliza
medio liquido, debido al mayor contacto de los explantes con el medio de cultivo,
permitiendo una mejor absorcioén, y con Alamilla-Magana et al. (2019) y Martinez-
Estrada et al. (2019), quienes obtuvieron mayores tasas de propagacion de anturio
utilizando sistemas de inmersion temporal.

Los resultados obtenidos para el contenido de macroelementos en el tejido foliar
se explican debido al contacto directo entre los explantes y el medio de cultivo,
permitiendo una mejor absorcion de nutrientes maximizando su desarrollo (Garcia
et al., 2015) y a la alternancia de ciclos de inmersion del material vegetal cultivado
en medio liquido, seguido por el drenaje y la exposicién de tejido al entorno
gaseoso que ocurren en el sistema RITA®, lo que promueve una mejor absorcion
de nutrientes (Muniz, 2019). Este biorreactor permite una renovacién constante de
la atmdsfera creada en su interior y evita la acumulacion de etileno (Batista et al.,
2020), influyendo en el flujo de otros minerales y mejorando la translocacion de
fotosintatos (Kalidass & Nayak, 2017); mientras que en el sistema de medio
semisolido el agente gelificante propicia que disminuya la absorcion de nutrientes,
por la reduccién del gradiente de difusion (Vilchez & Albany, 2014), lo que
ocasiona el desarrollo de zonas de agotamiento nutrimental.
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Para el contenido de micronutrientes en el tejido vegetal, el mayor contenido de B
encontrado por el sistema IP puede ser explicado debido a que la absorcién de
este microelemento ocurre mediante difusion del espacio libre (Rosales et al.,
2018).

Caracteristicas como el numero de brotes, numero de hojas y numero de raices,
estan relacionadas con la absorcion de macro y micronutrientes, que fue superior
en el biorreactor RITA®. Esto se debe a que el aprovechamiento de elementos
como el N, presentan una relacion directa con el desarrollo de hojas, tallos y
brotes (Medellin, 2016). ElI P favorece el desarrollo del sistema radicular
(Mixquititla-Casbis & Villegas, 2016), el S mejora la eficiencia del nitrégeno e
interviene en la formacién del sistema radical (Ramos et al., 2015), el K tiene
actividad enzimatica importante, asi como en la regulacién de pH (Bonza-Espinoza
et al., 2016), el Ca favorece el crecimiento meristematico (Cardona, 2017), el Mg
destaca como componente de la clorofila y la turgencia celular (Ross, 2004), lo
que concuerda con Ramirez-Mosqueda et al. (2019), quienes reportan mayor
contenido de clorofila en el sistema RITA®. Por su parte los microelementos como
B, Fe, Mn, Mo, Zn, Co, Al, Si y Na contribuyen en la sintesis de acidos nucleicos,
actividad enzimatica, asi como ayudan a fijar eficientemente algunos de los
macroelementos (Gémez-Merino et al., 2015; Ortega & Malavolta, 2012; Cuacua-
Temiz et al., 2017).

La extraccion de nutrientes se refiere a la cantidad en que la planta los absorbe y
por lo tanto son retirados del sistema. Para las plantas cultivadas in vitro no hay
una formula optima que se adapte a todos los tejidos, células u érganos (Rego &
de Faria, 2001). El mayor contenido de nutrientes en el medio de cultivo y en los
tejidos de las plantas indica una mayor eficiencia en su uso. Por ello, los
contenidos mas altos en el medio, relacionados con el mayor contenido
nutrimental en tejido vegetal en los sistemas que utilizan medio liquido indican una
mayor eficiencia en su uso, con los mejores resultados en el sistema RITA®. Los
resultados obtenidos en la extracciéon nutrimental en el medio de cultivo son
similares a lo descrito por Ergun et al. (2018), quienes reportaron que para el
cultivo de Lilium después de 16 semanas aun se encontraban presentes en el
medio de cultivo nutrientes como K, Mg, Ca (Martinez-Villegas et al., 2015). Esto
se explica debido a que el medio liquido permite un mayor contacto de las plantas
con el medio de cultivo. Ademas, el uso de sistemas de inmersiéon temporal,
permite la renovacion de la atmosfera gaseosa, evitando con ello la acumulacién
de gases téxicos dentro de los sistemas.

En resumen, aunque el desarrollo morfofisiologico no mostré diferencias
significativas entre los sistemas que emplearon medio liquido (IP y RITA®), es
importante sefialar que en el biorreactor RITA® el contenido de macro y
micronutrientes en el tejido vegetal de anturio y en el medio de cultivo fue mayor vy
que las variables estudiadas mostraron una mejor nutricion, que se reflejo en el
desarrollo y la productividad de la planta de anturio propagado in vitro, en el
biorreactor RITA®. Se concluye que la mejor opcion para la propagacion in vitro de
anturio es el sistema RITA®. Sin embargo, asumiendo que la concentracion de
nutrientes en la planta es un valor que resulta de la interaccién del medio y el
manejo, para eficientar el uso de los bioreactores RITA® es importante realizar
estudios para ajustar el contenido de nutrientes en el medio; ya que la disminucion
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en el uso de sales y el cuidado de un equilibrio adecuado permitira disminuir
costos para escalar la produccion de plantas de anturio.
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