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Resumen

La finalidad de este estudio fue evaluar la capacidad
de regeneracion de yemas adventicias en explan-
tes de segmentos de hojas y entrenudos provenien-
tes de plantas in vitro. Para ello, fueron germinadas
semillas de Balfourodendron riedelianum en condi-
ciones in vitro, y luego de un mes los explantes de
hojas y entrenudos fueron cultivados en un medio
Murashige y Skoog suplementado con combinacio-
nes ANA (0.01 mg.L"), BAP (0.1 mg.L"") y TDZ (0.1,
0.01 mg.L"). Los mejores resultados se obtuvieron
cuando los fragmentos de entrenudos fueron culti-
vados en 0.1 mg.L" de BAP y 0.01 mg.L" de TDZ,
donde el 26.67+5.77 % de los explantes brindaron
12+4.36 % de yemas por explantes. Se concluyo
que los explantes de segmentos de hojas y entrenu-
dos de B. riedelianum son aptos para inducir yemas
adventicias.

Palabras clave: fitohormonas, in vitro, organogéne-
sis, yemas adventicias.
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Abstract

The purpose of this study was to evaluate the re-
generation capacity of adventitious buds in ex-
plants of leaf segments and internodes from in vitro
plants. For this purpose, seeds of Balfourodendron
riedelianum were germinated under in vitro con-
ditions, and after one month, leaf and interno-
de explants were grown on Murashige and Skoog
medium supplemented with combinations of ANA
(0.01 mg.L"), BAP (0.1 mg.L"") and TDZ (0.1, 0.01
mg.L"). The best results were obtained when inter-
node fragments were grown in 0.1 mg.L"' of BAP
and 0.01 mg.L"" of TDZ, in which 26.67+5.77 % of
explants provided 12+4.36 % of buds per explant.
It was concluded that explants of leaf segments and
internodes of B. riedelianum are suitable to induce
adventitious buds.

Keywords: phytohormones, in vitro, organogenesis,
adventitious buds.
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INTRODUCCION

Balfourodendron riedelianum (Engl.) Engl. es una
especie arborea de la familia Rutaceae que crece
naturalmente en el Bosque Atlantico entre Brasil
y Argentina. Es una especie de alto valor ecoldgi-
co y econémico por poseer una madera usada en
muebles de lujo, construcciones civiles, decora-
ciones, artesanias y carpinteria en general (Assad
et al.,, 2020; Benitez et al., 2018; Lisboa et al.,
2016; Schneider et al., 2017). Sin embargo, la so-
breexplotacion para la utilizacién de su madera y
la deforestacion causada por el uso de tierras des-
tinadas a labores agricolas gener6 una pérdida del
recurso a tal punto que se encuentra actualmente
en peligro (Aguiar et al., 2020). Siendo originaria
de uno de los hotspots mds amenazados del mun-
do, esta especie y todo su hdbitat podrian desa-
parecer si no se adoptan medidas inmediatas que
protegan las especies de este hotspot y los rema-
nentes de su habitat (Aguiar et al., 2020; FVSA y
WWE, 2017; Lanzone et al., 2018). Por esta razdn,
es necesario generar de manera urgente estrategias
que permitan la conservacion de esta especie a lar-
go plazo. De ahi la importancia de elaborar proto-
colos de propagacion para obtener plantas que se
adapten a las condiciones de campo y admitan su
supervivencia a través del tiempo (Alvarez et al,
2011). En este sentido, una herramienta biotec-
noldgica util y de amplio uso en los dltimos afios
para el rescate, la conservacion y la multiplicacion
de especies arbdreas nativas es el cultivo in vitro
(Vidal Cob-Uicab et al., 2011). Las técnicas de este
cultivo ofrecen la ventaja que de una pequeia por-
cién de la planta —conocido con el nombre de ex-
plante— se pueden propagar masivamente aquellos
ejemplares que poseen las mejores caracteristicas
morfoldgicas y adaptativas. Ademas, a través del
cultivo in vitro se pueden establecer protocolos de
propagacion eficientes y econémicos que pueden
ser utilizados con éxito en programas de reforesta-
cién (Alvarez et al., 2011).

Entre las técnicas del cultivo in vitro se encuen-
tra la regeneracion via organogénesis, que es la

produccion de vastagos unipolares con la capaci-
dad de enraizar espontaneamente o con regulado-
res de crecimiento. Ocurre por estimulacién de las
yemas preexistentes (axilares) o a partir del tejido
de novo (yemas adventicias). La multiplicacién de
yemas preformadas se da generalmente sin forma-
ciéon de callo y tiene la desventaja de limitar la
produccion de brotes, aunque puede aumentarse
la tasa de multiplicacion por medio de subculti-
vos posteriores. En el caso del desarrollo de ye-
mas adventicias se requiere inducir formacién de
tejido meristematico con o sin formacion de callo
(organogénesis directa e indirecta), utilizando re-
guladores de crecimiento para estimular, en primer
lugar, la diferenciacion del primordio y luego el
crecimiento del vastago. Asi, con esta técnica se
obtiene una mayor cantidad de brotes por unidad
de superficie, pues no es necesario la presencia
de meristemas en el tejido que se utiliza como ex-
plante (Olmos et al., 2010).

Si bien la organogénesis adventicia fue obteni-
da exitosamente en numerosas especies lenosas
como Phellodendron amurense, Aegle marmelos
y Murraya koenigii (Khatik y Joshi, 2017; Kumari
et al.,, 2015; Wang et al., 2011), muchas especies
arbéreas pueden ser recalcitrantes, pues no es po-
sible su regeneracion in vitro. La utilizacién de ex-
plantes se limita, entonces, a embriones zigéticos
o partes de plantulas, y estos, a su vez, pueden pre-
sentar dificultades —en el cultivo in vitro— por la lixi-
viacién de fenoles (Bonga et al., 2010; Villalobos
y Thorpe, 1991).

Ademas de los inconvenientes que presentan
algunas especies lefiosas, la morfogénesis in vitro
estd altamente influenciada por factores como la
variacién genética, la condicién fisiolégica de la
planta, las condiciones de cultivo (Cordova et al.,
2014; Dominguez-Perales et al., 2016; Villanueva
et al.,, 2013) y el tipo de explante, hormona y do-
sis utilizada (Rodriguez-Beraud et al., 2014). Por lo
tanto, es de vital importancia realizar estudios para
identificar los factores que influyen en el cultivo in
vitro de cada especie, a fin de generar protocolos
confiables y reproducibles. Con esta iniciativa en
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mente, el primer y Gnico estudio publicado con la
intencion de realizar protocolos in vitro de la es-
pecie fue el de Niella et al. (1996), pero sin resul-
tados positivos en la organogénesis de explantes
de hojas.

Por lo antes expuesto, en el presente estudio
se investigd la factibilidad de inducir yemas ad-
venticias en segmentos de hojas y entrenudos para
iniciar protocolos de propagacion que permitan
multiplicar vegetativamente esta especie en un
corto periodo de tiempo y en espacios reducidos.

MATERIALES Y METODOS
Origen de las semillas

Los frutos de los cuales se extrajeron las semi-
llas para el experimento fueron cosechados en la
Reserva de Uso Mltiple (26°54'59" latitud sur -
54°12’18" longitud oeste) de la Facultad de Cien-
cias Forestales de la Universidad Nacional de
Misiones (UNaM), localizada en el Departamen-
to de Guarani (Argentina), y luego almacenadas
en bolsas de polietileno dentro de refrigeradores
a 4°C hasta realizar el ensayo, que se llevé a cabo
en el Laboratorio de Propagacién Vegetativa de la
Facultad de Ciencias Forestales de la UNaM.

Desinfeccion y germinacion de semillas

En primer lugar, se procedié a quitar las semillas
de los frutos con un bisturi; luego, en condiciones
de asepsia y en cdmara de flujo laminar, las semi-
llas fueron sometidas a una desinfeccion superfi-
cial, que consistié en sumergirlas inicialmente en
una solucién de peréxido de hidrégeno (H,0,) de
30 volimenes durante 16 horas, después en una
solucién de alcohol del 70 % por un minuto v,
para terminar, en una soluciéon NaClO al 1.5 %
con 3 gotas de detergente neutro por 20 minutos;
para finalizar, la desinfeccion se realizé con tres
enjuagues de agua destilada estéril.

El medio utilizado para la germinacién con-
sisti6 en el uso de sales basicas del medio MS en
su concentracién original (Murashige y Skoog,
1962), adicionado con 30 g.L' de sacarosa, 6
g.L'" de agar-agar, libre de reguladores del cre-
cimiento y ajustado a un pH de 5.8 con KOH o
HCI previo adicién del agente gelificante; pos-
teriormente, fue esterilizado en una autoclave
por calor himedo a una presion de 1.46 k.cm™
durante 20 minutos. Las semillas fueron cultiva-
das individualmente en condiciones de asepsia
en tubos de 15 mL de capacidad que contenian
4 mL de medio cultivo y, a continuacién, incu-
bados por un periodo de 30 dias en condiciones
ambientales de luz (116 pmol.m?. 5!, PAR, foto-
periodo de 16 horas), a temperatura controlada
(27+x2 °C).

Induccion de yemas adventicias en medio
semisédlido

Para la induccién de la organogénesis se utili-
zaron como explante segmentos de entrenudos
(5 mm) y hojas (5 x 5 mm) obtenidos de plan-
tas germinadas in vitro de 1 mes de edad. Estos
segmentos fueron cultivados individualmente en
condiciones de asepsia en tubos de 10 mL de vo-
lumen, a los cuales se les dispensé 4 mL de me-
dio por tubo, con las sales basicas del medio MS
en su concentracion original, adicionado con
30 gr.Ll"' de sacarosa, phytagel 3.5 gr.L"!, Acido
Naftalenacético (ANA) (0.01 mg.L"), Bencil-ami-
nopurina (BAP) (0.1 mg.L"") y Thidiazuron (TDZ)
(0.01, 0.1 mg.L"), y ajustado a 5.8 de pH con
KOH o HCl antes de agregar el agente gelificante;
luego se realizo la esterilizacién por calor hiime-
do en una autoclave a una presion de 1.46 k.cm?
durante 20 minutos. Es preciso sefialar que los
cultivos fueron incubados bajo las mismas condi-
ciones antes mencionadas. Por Gltimo, para cuan-
tificar el proceso morfogénico al cabo de 60 dias
se evalud el porcentaje de explante con yemas y
el nimero de yemas por explante.
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Diseiio experimental y analisis estadistico

Las variables fueron evaluadas con arreglo factorial
en un disefio completamente aleatorizado de 8 tra-
tamientos, con tres repeticiones de 10 unidades ex-
perimentales compuestas por un explante (Tabla 1).
Los datos fueron sometidos a un andlisis de norma-
lidad mediante el test de Shapiro-Wilk modifica-
do y de homocedasticidad mediante la prueba de
Levene; posteriormente, se realiz6 un andlisis de
variancia sobre los datos de las variables y las me-
dias fueron comparadas entre si por la prueba de
comparaciones multiples de Tukey, con un nivel de
confianza de 0.05, para determinar el grado de sig-
nificancia entre los distintos tratamientos por medio
del software InfoStat (Di Rienzo et al., 2016).

RESULTADOS

La desinfeccion realizada en este estudio permi-
tié conseguir un cultivo libre de contaminacion
visible en un 97.73 % y una germinacion del
86.36 %, con lo cual se obtuvieron plantulas asép-
ticas, vigorosas y con radicula y vastago de normal
desarrollo.

Por otro lado, la utilizacién del medio MS su-
plementado con BAP, ANA y TDZ favorecié la

induccion de organogénesis en segmentos de ho-
jas y entrenudos. De los explantes utilizados el que
tuvo mayor capacidad morfogénica fue el segmen-
to de entrenudos, manifestando diferencias signifi-
cativas (F = 3.70, p-valor = 0.014) en la variable
porcentaje de explantes con yemas (Figura 1). El
mejor tratamiento para la induccién de yemas ad-
venticias fue la combinacion 0.1 mg.L"' BAP con
0.01 mg.L'' TDZ, donde se logré un porcentaje de
regeneracion del 26.67+5.77 % para los segmentos
de entrenudos. En cuanto a los segmentos de hojas
la respuesta morfogénica fue inferior, sin embargo,
el tratamiento que manifesté mayor porcentaje de
explantes con yemas ocurri6 al adicionar al medio
0.01 mg.L" de ANA y TDZ en sus dos concentra-
ciones (0.01 - 0.1 mg.L"), aunque sin diferencias
significativas con los demds tratamientos (Figura 1).

Transcurridos 60 dias del cultivo, en los explan-
tes de hojas solo se observaron yemas, en tanto que
en los entrenudos se observaron yemas y brotes de
hasta 13 mm de longitud. El nimero promedio de
yemas por explante fue de 3.33+0.58 a 12.00+4.36
en los distintos tratamientos, observandose la mayor
cantidad de yemas adventicias —para ambos explan-
tes— en aquellos tratamientos en los que se adicion6
0.01 mg.L" de TDZ y 0.1 mg.L" de BAP al medio
basal, si bien no se observaron diferencias estadisti-
cas entre los tratamientos (Figura 2).

Tabla 1. Tratamientos segtn las dosis de Acido Naftalenacético (ANA), Bencil-aminopurina (BAP) y Thidiazuron

(TDZ), y el tipo de explante

Tratamientos Repge.g‘c)i()n n/:!g\lﬁ nl13 gAII_)1 r:-gﬁ Explante
1 10 0.01 0.01 Hoja
2 10 0.01 0.1 Hoja
3 10 0.1 0.01 Hoja
4 10 0.1 0.1 Hoja
5 10 0.01 - 0.01 Entrenudo
6 10 0.01 - 0.1 Entrenudo
7 10 --- 0.1 0.01 Entrenudo
8 10 0.1 0.1 Entrenudo
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Figura 1. Efecto de las dosis y la combinacién de fitohormonas sobre el porcentaje de explante con yemas en los

segmentos de hojas y entrenudos.

Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos a un nivel de confianza de 0.05, segtn el test de comparacio-

nes multiples de Tukey.
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Figura 2. Efecto de los tratamientos sobre el nimero promedio de yemas por explantes en los segmentos de hojas y
entrenudos sin diferencias significativas entre tratamientos, a un nivel de confianza de 0.05.

DISCUSION

La obtencién de plantas de B. riedelianum via me-
canismos convencionales por semillas tiene una
eficiencia del 11 % al 83 % y se requieren trata-
mientos pregerminativos apropiados para obtener
altos valores de germinacion, aunque siempre se

obtiene una Unica planta por semilla (Guollo et al.,
2016; Rodrigues-Gomes et al., 2016). En cambio,
en el cultivo in vitro, a través de la organogéne-
sis adventicia, se pueden obtener una gran can-
tidad de plantas a partir de una pequena porcion
de vegetal (Garcia-Campusano et al., 2019). Aun
asi, para obtener organogénesis es necesario que
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ocurran cambios en la fisiologia celular y en los
mecanismos de transcripcion, y también deben
estar presentes fitohormonas especificas y células
meristematicas. En este sentido es que las auxinas
y citoquininas desempefian un rol importante en la
formacion de 6rganos (Sluis y Hake, 2015).

Para el caso de este estudio, se demostré que
la utilizacién del TDZ combinado con ANA o BAP
en el medio de cultivo promovieron el desarrollo
de yemas en explantes de hojas y entrenudos de
B. riedelianum. En efecto, el tratamiento en que
se adicion6 BAP 0.1 mg.L" con TDZ 0.01 mg.L"
evidencié la mayor proporcion de explantes indu-
cidos en los segmentos de entrenudos. En conse-
cuencia, el TDZ combinado con el BAP fue mads
efectivo en la induccion de brotes que la combi-
nacion TDZ-ANA, debido a que manifestaron una
mayor induccién de yemas adventicias en los ex-
plantes de segmentos de entrenudos. Esta combina-
cién BAP-TDZ también ha sido altamente efectiva
en la induccion de segmentos de hipocétilo de
Murraya koenigii, pero enfocada en el desarrollo
de embriones somaticos (Khatik y Joshi, 2015). Por
su parte, Al-Ajlouni et al. (2015) concluyeron que
el agregado de TDZ al medio de cultivo favorecié
significativamente la proliferacién de brotes en ex-
plantes de Ruta graveolens. Asi mismo, Xi et al.
(2020) determinaron que la baja concentracion de
TDZ es favorable en la proliferacién de callos y la
diferenciacién de brotes adventicios.

En cuanto a los explantes de hojas cultivados
en un medio con TDZ-ANA, con una dosis de
0.01 mg.L", se present6 la mayor cantidad de ex-
plantes inducidos pese a que no se manifestaron
diferencias significativas con los demds tratamien-
tos. Asi pues, Azad et al. (2005) informaron que
la combinacién TDZ-ANA, adicionado al medio
de cultivo de explantes de hojas, ha generado una
mayor proliferacion de callos organogénicos que
la combinacion BAP-ANA. Por el contrario, Ahmad
etal. (2010) demostraron que la mayor cantidad de
explantes de hoja de Ruta graveolens fueron indu-
cidos cuando se utiliz6 BAP-ANA.

Si bien las aplicaciones exégenas de citoqui-
ninas provocan cambios en los niveles de cito-
quininas naturales (Hare y van Staden, 1994) que
estimulan la produccion de brotes (Glocke et al.,
2006), el TDZ es un compuesto sintético que se
emplea como hormona y es considerado mas efec-
tivo que las citoquininas en la induccién y diferen-
ciacion de yemas adventicias en especies lefiosas
y recalcitrantes. Pese a esto, se aconseja utilizarlo
en bajas concentraciones, dado que puede inhibir
el crecimiento de los brotes (Huetteman y Preece,
1993; Parismoreno et al., 2016). Ahora bien, el
uso individual del BAP puede inducir la prolifera-
cién de callo y desarrollo de meristemo y brotes,
pero es necesario tener en cuenta que la accion
de esta hormona es beneficiada a través de sub-
cultivos con dosis mayores o combinandola con
otros reguladores de crecimiento tales como el
TDZ (Glocke et al., 2006) de la manera en que se
realiz6 en este estudio.

Cabe senalar que el tipo de explante usado en
la regeneracion in vitro de B. riedelianum afecta
la eficiencia de regeneracion indirecta, siendo —en
este caso— los explantes con mayor frecuencia de
induccién de yemas adventicias los del segmen-
to de entrenudos, tal como lo observaron Khatik y
Joshi (2017), quienes utilizando de manera com-
binada dos citoquininas (BAP-Kinetina) obtuvieron
yemas adventicias en un 82 % de los entrenudos
y 72.80 % en hojas de Murraya koenigii. También
los segmentos de hojas de este estudio presenta-
ron la menor proporcién de explantes con yemas
(Figura 1), pero similar nimero de yemas por ex-
plante que los segmentos de entrenudos (Figura 2).
Asi mismo, en los explantes de hojas las yemas
no elongaron en los distintos tratamientos, lo cual
pudo deberse a la ontogenia del material o a la do-
sis de TDZ utilizada (De Melo-Ferreira et al., 2006;
Monteuuis, 2004).

Por consiguiente, los resultados de este estu-
dio han demostrado que la regeneracion in vitro
de yemas adventicias en segmentos de hojas y en-
trenudos de plantulas de un mes de edad de B.
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riedelianum es factible. No obstante, se requieren
mayores estudios para mejorar, por un lado, la efi-
ciencia en cuanto a la multiplicacién de yemas en
los explantes, y, por el otro, las siguientes fases del
protocolo in vitro hasta obtener plantas comple-
tas, ya que la supervivencia en campo de un ve-
getal depende de la calidad de la planta y esta,
a su vez, tiene estrecha relacién con los aspectos
morfolégicos y ecoldgicos que adquieren las plan-
tas durante el proceso de propagacion (Chavez
y de Feria, 2012; Rueda-Sanchez et al., 2014).
En este sentido, la biotecnologia puede contri-
buir a desarrollar protocolos de propagacion o de
mejoramiento genético, para lo cual es necesario
contar con sistemas de regeneracion de plantas
que empleen las técnicas de organogénesis y em-
briogénesis (Calvez-Tuesta y Chico-Ruiz, 2016).
Por lo que los resultados de este estudio serian de
utilidad para contribuir a la conservacion de esta
especie, al proponer protocolos de dispersion —so-
bre la base de segmentos de hojas y entrenudos—
que permitan masificar su propagacion a partir de
unas pocas semillas.

CONCLUSIONES

En B. riedelianum la proporcion de explantes con
organogénesis adventicia es influenciada por el
tipo de explante, hormonas y dosis utilizadas,
siendo mas efectivo el segmento de entrenudos
y la combinacién de BAP-TDZ a baja concentra-
cién. En cambio, la cantidad de yemas obtenidas
por explantes no es afectada por los factores estu-
diados aqui.

Estos resultados aportan informacién relevante
que puede contribuir a generar protocolos de pro-
pagacion para programas de conservacion, enrique-
cimiento o reforestacién con B. riedelianum en la
region del Bosque Atlantico, entre Brasil y Argenti-
na. Ademas, pueden ser utilizados como base para
crear bancos de germoplasmas in vitro que también
aporten para conservar la especie a largo plazo.
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