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Abstract: Anredera vesicaria is a plant whit high anti-inflammatory activity. The work objective was to
establish in vitro propagation of A. vesicaria. Nodal segments were used as explants and two disinfection
times in 1% sodium hypochlorite (15 and 20 minutes) were evaluated during in vitro establishment.
Combinations of AG3 (2,5 and 5,0 mg/L) and IAA (0,05 and 0,1 mg/L) were evaluated in the
multiplication phase and the effect of IBA (0,5 and 1,0 mg /L) and Pectimorf (1,0 and 5,0 mg/L) for in
vitro rooting. Acclimatization was carried out in a mixture of soil-cow manure-zeolite. Disinfection was
achieved with 1% sodium hypochlorite for 15 minutes and in vitro establishment in the MS (1962) culture
medium. High values of multiplication and rooting in vitro were obtained, as well as acclimatization of
plants in vitro.

Keywords: Anti-inflammatory property; Micropropagation; Medicinal plants; In vitro propagation; Texas
madeira vine.

Resumen: Anredera vesicaria es una planta con elevada actividad antiinflamatoria. El objetivo del
trabajo fue establecer la propagacion in vitro de A. vesicaria. Como explantes se utilizaron segmentos
nodales y se evaluaron dos tiempos de desinfeccion en hipoclorito de sodio al 1% (15 y 20 minutos)
durante el establecimiento in vitro. Se evaluaron combinaciones de AG3 (2,5 y 5,0 mg/L) y AIA (0,05 y
0,1 mg/L) en la fase de multiplicacion y el efecto del AIB (0,5 y 1,0 mg/L) y el Pectimorf (1,0 y 5,0
mg/L) en el enraizamiento in vitro. La aclimatizacion se realizo en una mezcla de suelo - estiércol vacuno
- zeolita. Se logré la desinfeccion con hipoclorito de sodio al 1% durante 15 minutos y el establecimiento
in vitro en el medio de cultivo MS (1962). Se obtuvieron altos valores de multiplicacion y enraizamiento
in vitro, asi como de aclimatizacion de plantas in vitro.

Palabras clave: Propiedad antiinflamatoria; Micropropagacion; Plantas medicinales; Propagacién in
vitro; Yuca hiedra
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INTRODUCTION

Los beneficios a la salud y el valor econémico de las
plantas medicinales han provocado un creciente
interés por las mismas en las Gltimas décadas (Puig et
al.,, 2019). La flora cubana es rica en plantas
medicinales con una gran diversidad y abundancia de
metabolitos secundarios, atribuido a las
caracteristicas del clima. La Yuca hiedra (Anredera
vesicaria L.) es una planta herbacea perenne
perteneciente a la familia Basellaceae, sus rizomas
son empleados en el Oriente de Cuba como
antiinflamatorio y analgésico para el tratamiento de
golpes, fracturas y contusiones (Roig, 1988).

Estudios quimico-bioldgicos desarrollados
por el Centro de Estudios de Quimica Aplicada de la
Universidad de Granma (De la Cruz et al., 2016;
Torres et al., 2018), han permitido determinar la
presencia de fenoles, flavonoides, alcaloides,
triterpenos, esteroides, mucilagos y saponinas en
hojas, tallos y rizomas, asi mismos ha sido reportada
una alta concentracion de &cido oleanolico en los
rizomas, lo cual pudiera contribuir en gran medida a
la elevada actividad antiinflamatoria de la planta.
También, ha sido demostrada una fuerte actividad
antibacteriana de los extractos etanolicos de rizomas
frente bacterias gram-positivas y gram-negativa
(Gonzélez et al., 2018).

Las promisorias bondades farmacolégicas de
esta planta vaticinan su uso a escala industrial en
futuros proyectos, lo cual demandaria grandes
cantidades de material vegetal, sin embargo, su
disponibilidad es escasa. Esta planta crece de forma
silvestre y generalmente se encuentra en patios y
jardines de personas que conocen sus propiedades
medicinales, pero hasta el momento no se ha
reportado su cultivo, ni técnicas para su propagacion.

La Yuca hiedra se reproduce a partir de
rizomas, parte de la planta de mayor utilidad
medicinal, esto implica utilizar una gran cantidad de
rizomas para la siembra, lo que disminuye su
disponibilidad para fines medicinales. Esta forma de
reproduccidn de la planta y la escasa disponibilidad
de material vegetal, hace necesario la busqueda de
nuevas alternativas para su cultivo.

La  propagacion mediante  métodos
biotecnoldgicos podria constituir una alternativa
factible ante la demanda de material vegetal de esta
planta. Entre estas técnicas la mas usada es la
micropropagacion que permite producir en corto
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tiempo gran nimero de plantas uniformes y libres de
patégenos (Kumar y Reddy, 2011)

En la revision bibliogréafica no se encontraron
antecedentes del cultivo in vitro de A. vesicaria, sélo
algunas referencias bibliograficas relacionadas con la
propagacion in vitro de Anredera cordifolia
(Sugiyarto y Kuswandi, 2015; Suparjo et al., 2016)
planta que pertenece a la misma familia. El objetivo
del presente trabajo fue establecer la propagacién in
vitro de Anredera vesicaria.

MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realizé en el Centro de Estudios
de Biotecnologia Vegetal de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad de Granma en el
periodo octubre 2019 — mayo 2020.

Material vegetal

El material vegetal de partida consistié en rizomas de
Anredera vesicaria (Lam.) C.F. Gaertn. Basellaceae
procedentes de plantas identificadas por especialistas
del Jardin Bot&nico Cupainicl, Granma, Cuba. Se
seleccionaron rizomas sanos y libres de dafios, que
fueron sometidos a una minuciosa limpieza,
eliminando los restos de follaje, suelo y raices. Se
lavaron con una disolucién de hipoclorito de sodio al
0,5% de cloro activo durante cinco minutos. Se
colocaron en una bandeja de aluminio a temperatura
ambiente hasta la emision de brotes. Se tomaron
brotes de 8,0 a 12 cm de longitud, con 5 a 6
entrenudos para su establecimiento in vitro.

Medios y condiciones de cultivo

En los diferentes experimentos se utiliz6 como medio
de cultivo basal (MCB) el constituido por las sales y
vitaminas MS (Murashige y Skoog, 1962), sacarosa
30,0 g/L, el pH se ajustd a 5,7 y se solidificd con agar
(Plant agar Duchefa) 6,0 g/L. La incubacion del
material vegetal se realiz6 en cAmaras de luz solar, a
temperatura de 25 + 2°C, humedad relativa de 80 a
85% e intensidad luminosa de 45-54 umol m%s2,

En todos los experimentos se utilizaron 30
explantes por tratamiento. En el establecimiento y
multiplicacion in vitro se utilizaron tubos de ensayos
de 15,0 cm de longitud y 2,0 cm de didmetro y se
coloc6 un segmento nodal por tubo. En el
enraizamiento de utilizaron pomos de boca ancha de
250 mL de volumen, y se plantaron 5 segmentos
nodales por recipiente. En todos los experimentos las
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variables fueron evaluadas a los 30 dias posteriores a
la siembra.

Establecimiento in vitro

Los brotes provenientes de los rizomas (Figura N°
1A) fueron seccionados en segmentos nodales de 2 a
3 cm, se mantuvieron en agua con detergente durante
30 minutos en agitacion continua y se enjuagaron con
agua destilada. En condiciones asépticas se les afiadid
disolucion de hipoclorito de sodio (NaClO) al 1%
durante diferentes tiempos de desinfeccion:

T1: 15 minutos

T2: 20 minutos

Posteriormente se enjuagaron tres veces con
agua destilada estéril y se recortaron los extremos
dafiados por la desinfeccion hasta una longitud de
1,0-1,5 cm. Se utiliz6 el medio de cultivo basal sin
reguladores del crecimiento.

Se evaluaron las variables: desinfeccion (%),
determinada a partir del nimero de explantes libres
de contaminacion microbiana visible con respecto al
nimero total de explantes sembrados; yemas
establecidas (%), determinado a partir del nimero de
explantes que emitieron brotes y raices con respecto
al nimero total de explantes; longitud del brote (cm)
medido con una regla y el nimero de hojas por brote
determinado por conteo.

Multiplicacion in vitro
Se tomaron segmentos nodales de 0,5 - 1,0 cm de
longitud, procedentes de plantas in vitro con 30 dias
de establecidas. Se utilizd el medio de cultivo basal
con diferentes combinaciones de acido giberélico
(AG3) y acido indolacético (AIA) segun los
tratamientos que se describen a continuacion:

T1: Sin reguladores del crecimiento

T2: AG3 2,5 mg/L y AIA 0,05 mg/L

T3: AG3 2,5mg/Ly AIA 0,10 mg/L

T4: AG3 5,0 mg/L y AlA 0,05 mg/L

T5: AG3 5,0 mg/L y AIA 0,10 mg/L

Se evaluaron: longitud del brote (cm),
nimero de segmentos nodales por explante y el
namero de hojas y raices por explante.

Enraizamiento in vitro

Se emplearon plantas in vitro procedentes de la fase
de multiplicacién que fueron cortadas en segmentos
nodales de 0,5 —1,0 cm de longitud. Se empled el
medio de cultivo basal y se evaluaron diferentes
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concentraciones de 4&cido indolbutirico (AIB) y
Pectimorf para los tratamientos siguientes:

T1: MCB sin reguladores del crecimiento

T2: MCB + AIB 0,5 mg/L

T3: MCB + AIB 1,0 mg/L

T4: MCB + Pectimorf 1,0 mg/L

T5: MCB + Pectimorf 5,0 mg/L

Variables evaluadas: explantes enraizados
(%), longitud de los brotes y nimero de hojas y raices
por explante.

Aclimatizacion

Plantas enraizadas in vitro fueron extraidas de los
frascos de cultivo, se lavaron las raices para eliminar
los restos del medio de cultivo y se colocaron en un
recipiente con las raices sumergidas en agua durante
13 a 14 horas antes de ser trasplantadas a las
condiciones ex vitro.

La aclimatizacion se llevd a cabo en casa de
adaptacion, bajo una malla sardn de color negro. El
sustrato fue una mezcla de suelo (45%), estiércol
vacuno (45%) y zeolita (10%). Se cubri6 totalmente
el sistema radicular de las plantas y se presiond
ligeramente para garantizar que estas se fijaran al
sustrato. Se utilizaron bandejas de polieturano de 70
alveolos. Se colocd una planta por alveolo y se
cubrieron con pomos de cristal transparente durante
cinco dias. El riego se realiz6 tres veces a la semana
de forma manual.

Variables evaluadas: supervivencia (%),
altura de la planta (cm) y nimero de hojas.

Anélisis estadisticos

Las variables expresadas en porciento se procesaron
mediante un andlisis de diferencias de proporciones.
La normalidad se comprob6é por la prueba de
Kolmogorov-Smirnov, y la homogeneidad de las
varianzas, por el test de Levene. Cuando se cumplid
con normalidad y homogeneidad de varianza, se
realizé un analisis de varianza simple. En los casos
donde hubo diferencias significativas entre las
medias, se aplico la prueba de comparacion maltiple
de rango de Tukey para p=0,05. Se utiliz6 el paquete
estadistico Infostat 2017 (Di Rienzo et al., 2017)

RESULTADOS

Los tratamientos de desinfeccion evaluados
posibilitaron alcanzar altos valores de explantes libres
de contaminantes  visibles, sin  diferencias
significativas entre ellos (Tabla N° 1).
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TablaN° 1
Efecto del tiempo de desinfeccién en hipoclorito de sodio en el establecimiento in vitro de A.vesicaria

Tiempo de Desinfeccion Establecimiento Longitud del brote  NUmero de hojas
desinfeccién (%) (%) (cm)
15 minutos 100 100 6,4 13
20 minutos 93,3 93,3 6,5 14
EE (X) ns ns 0,17ns 0,47ns

EE (X). Error estandar de la media. ns. sin diferencias significativas

El nimero de yemas establecidas fue elevado
en ambos tratamientos, sin diferencias significativas
entre ellos, lo cual sugiere que el contenido enddgeno
de auxinas y citoquininas que poseen los segmentos
nodales de Yuca hiedra les permiten activar el
crecimiento, independientemente que se adicione o
no reguladores del crecimiento al medio de cultivo.

El nimero de hojas por brote y la longitud de
los brotes no mostraron diferencias entre los
tratamientos. Los brotes y hojas mostraron la
conformacion anatomica y coloracién caracteristica
de la especie, sin sintomas de hiperhidricidad u otro
tipo de malformacidén (Figura N° 1B). No se observd
la formacién de brotes mdltiples, ni ramificacion en
los brotes. En algunos explantes se formé una masa
callosa en la base de los mismos, lo cual es
caracteristico de un crecimiento indiferenciado de
células, sin embargo, no se observé la formacion de
brotes a partir de ellos, ni afectaciones en el
desarrollo de los brotes, lo que permite asegurar que

la via de propagacion in vitro es por segmentos
nodales.

La formacion de las raices inici6 a partir de
los 15 dias, con un rapido desarrollo de las mismas. A
los 30 dias se observo un sistema radicular bien
conformado, con mdltiples raices secundarias y
abundantes pelos absorbentes.

Multiplicacion in vitro

El andlisis de varianza mostro la existencia de
diferencias significativas entre los tratamientos en
todas las variables morfol6gicas estudiadas. La
supervivencia de los explantes fue superior al 90% en
todos los tratamientos, sin diferencias significativas
entre los mismos (datos no mostrados). En la Tabla
N° 2, se pudo observar que las variables morfoldgicas
evaluadas fueron significativamente superiores en los
medios de cultivo donde se utiliz6 la mayor
concentracién de acido giberélico (5,0 mg/L).

Tabla N° 2
Efecto del &cido giberélico y el acido indolacético en la multiplicacién in vitro de A. vesicaria

Tratamientos NuUmero de segmentos

Longitud del brote

Numero de hojas por

nodales por brote (cm) brote

T1 5,00 bc 25¢e 5,00c

T2 550b 750 ¢ 520c

T3 4,70 ¢ 550d 3,70d

T4 9,00 a 13,60 b 8,80 a

T5 8,90 a 15,10 a 8,10 a
EE (X) 0,15 0,16 0,15

EE: Error estandar de la media. Medias con letras diferentes para una misma columna difieren
significativamente segun Tukey (p<0,05) T1: Sin reguladores del crecimiento, T2: 2,5 mg/L de AG3y 0,05
mg/L de AIA, T3: 2,5 mg/L de AGsy 0,1 mg/L de AIA, T4: 5,0 mg/L de AGzy 0,05 mg/L de AIA, T5: 5,0
mg/L de AGsy 0,1 mg/L de AIA
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En los medios de cultivo con AG3 las plantas
in vitro mostraron tallos alargados y delgados, de
entrenudos largos y hojas pequefias, lo cual fue mas
pronunciado al utilizar 5,0 mg/L (Figura N° 1C).
Algunos explantes manifestaron sintomas de
marchitez, coloracion amarillenta, caidas de las hojas,
pérdida de la yema apical y el desarrollo de callos en
la base.

En el medio de cultivo sin reguladores del
crecimiento se observd un menor desarrollo de las
plantas in vitro, sin embargo, mostraban un mejor
estado fisico, hojas con la coloracion caracteristica de
la especie, tallos gruesos de entrenudos cortos y la
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formacion de raices.

Enraizamiento in vitro

La formacion de raices in vitro ocurrié en todos los
tratamientos, incluido el medio de cultivo sin
reguladores del crecimiento (Tabla N° 3), lo que
sugiere que el contenido enddgeno de auxinas que
poseen los explantes es suficiente para inducir su
enraizamiento. La adicién de Pectimorf y acido
indolbutirico incrementaron significativamente el
porcentaje de explantes enraizados y el nimero de
raices por explante en comparacion con el
tratamiento control.

Tabla N° 3
Efecto del Pectimorf y el &cido indolbutirico en el enraizamiento in vitro de yuca hiedra

Tratamientos Enraizamiento  Longitud del NUmero de NUmero de
(%) brote (cm) hojas raices
Sin reguladores del crecimiento 66,6 b 1,9 d 3,67d 2,92d
AIB 0,5 mg/L 86,6 a 3,94 ab 4,92 be 9,00 b
AIB 1,0 mg/L 83,3ab 4,24 a 6,17 a 13,50 a
Pectimorf 1,0 mg/L 76,6 ab 3,33¢ 4,67c 6,33 ¢
Pectimorf 5,0 mg/L 80,0 ab 3,37 bc 5,58 ab 6,67 C
EE (X) 0,15 0,21 0,34

EE: Error estdndar de la media. Medias con letras diferentes para una misma columna difieren
significativamente segin Tukey (p<0,05)

El mayor nimero de raices se logro al utilizar
1,0 mg/L de IBA. El nimero de hojas y la longitud
del brote se incrementaron con la adicion de AIB y
Pectimorf, con valores significativamente mayores al
emplear AIB 1,0 mg/L.

Las plantas in vitro en todos los tratamientos
mostraban tallos gruesos, hojas de color verde
oscuro, totalmente extendidas y un sistema radicular
con abundantes raices secundarias y pelos
absorbentes, en algunos casos se observo la
formacion de microtubérculos (Figura N° 1E)

Aclimatizacion

La supervivencia fue superior al 95% durante la
aclimatizacion. Las plantas después de 30 dias en
condiciones ex vitro, mostraban una altura promedio
de 9,60 cm y 7,10 hojas por planta, un crecimiento
vigoroso, con hojas de color verde oscuro, totalmente
extendidas, tallo grueso y en un sistema radicular
bien desarrollado (Figura N° 1F).

DISCUSION
Los altos valores de desinfeccion obtenidos, ratifican

la eficacia del hipoclorito de sodio en la desinfeccion
superficial del material vegetal utilizado en el cultivo
de tejidos. En el caso de A. vesicaria, la
concentracién de NaClO y tiempo de desinfeccion
coinciden con los empleados normalmente para
desinfectar la mayoria de los cultivos para el
establecimiento in vitro. Los resultados obtenidos
pudieran estar dados por los tratamientos previos de
desinfeccidn, limpieza y condiciones semicontroladas
de laboratorio a que fueron sometidos los rizomas.
Por otra parte, los metabolitos secundarios que se
encuentran en el rizoma, algunos de ellos con
propiedades  antimicrobianas, pudieran  haber
contribuido a disminuir la cantidad de contaminantes
presentes en los brotes usados como explantes.

En la multiplicacién, los resultados obtenidos
pudieran estar relacionados con la capacidad del
acido giberélico de promover la division celular y la
elongacion de los entrenudos (Rodriguez et al.,
2016). Al respecto Ortega et al. (2013), plantean que
una de las funciones méas importantes de las
giberelinas es la promocion del crecimiento del tallo,
hojas y raices y esto se debe a la induccién de la
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division celular, pues acortan la interface del ciclo
celular al inducir a las células a sintetizar &cido
desoxirribonucleico. También se ha demostrado que
el suministro de acido giberélico en los medios de
cultivo de diferentes especies aumenta el tamafio de
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los cultivos y contribuye a un mayor rendimiento de
las plantulas, cuando se transfieren a condiciones ex
vitro y posteriormente al campo (Dos Santos et al.,
2017; Hesami et al., 2018).

Figura N° 1
Propagacion in vitro y aclimatizacion de A. vesicaria. A. Rizomas con brotes, B. Plantas establecidas in vitro,
C. Efecto del &cido giberélico en la multiplicacidon in vitro, D. Plantas multiplicadas in vitro E. Formacién de
rizomas in vitro. F. Plantas aclimatizadas

Resultados similares fueron obtenidos por
Suérez et al. (2020), en el cultivo in vitro de Alpinia
purpurata al obtener brotes de mayor longitud y con
mayor nimero de hojas cuando se adiciond acido
giberélico a concentraciones de 0,75 y 1,0 mg/L al
medio de cultivo.

Sin embargo, no coinciden con los obtenidos
por Lopez et al. (2017), quienes determinaron que el
acido giberélico a concentraciones de 0,5; 1,0 y 1,5
mg/L, no ejercid un efecto significativo para la altura
de planta, nimero de brotes y nimero de raices en la

propagacion in vitro de Stevia rebaudiana.

Los resultados obtenidos en el enraizamiento
in vitro coinciden con los obtenidos por Garcia et al.
(2015), quienes observaron la formacion de raices en
el 90% de los brotes de Sechiu medule al no utilizar
reguladores de crecimiento, mientras que al adicionar
AIB al medio de cultivo la formacién de raices se
observé en el 100% de los brotes. También coinciden
los trabajos desarrollados por Rodriguez et al. (2003),
para la propagacién in vitro de Artemisia absinthium,
quienes obtuvieron los mejores resultados en el
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enraizamiento de esta planta medicinal, con el uso del
acido indolbutirico.

La aplicacion de Pectimorf estimulé la
formacion de raices y el desarrollo de las plantas in
vitro, este producto natural es considerado un potente
estimulante del crecimiento y de la diferenciacion
celular en diferentes especies vegetales, cuyo efecto
es considerado similar al de las auxinas o
citoquininas (Hernandez et al., 2010).

Al respecto, Borges et al. (2015), durante el
enraizamiento in vitro de plantas de ‘FHIA-18’
(Musa AAAB), determinaron que la adicion de
Pectimorf 2,0 mg/L al medio de cultivo fue una
alternativa factible en el enraizamiento in vitro, al
influir positivamente sobre la altura de las plantas,
nimero de hojas y grosor del pseudotallo, con un
efecto residual favorable en la aclimatizacion de las
plantulas. Resultados alcanzados por Posada et al.
(2016), con el empleo de Pectimorf durante el
enraizamiento in vitro y la aclimatizacion de brotes
de Carica papaya, reafirman las potencialidades de
esta sustancia en el cultivo in vitro, al obtener plantas
con mayor area foliar, masa fresca, nimero de raices,
tasa fotosintética y conductancia estomatica; lo cual
unido a un alto porcentaje de enraizamiento y un
menor porcentaje de estomas abiertos permitio
alcanzar una alta supervivencia en condiciones ex
vitro.

Los altos valores de supervivencia de las
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