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RESUMEN

En este trabajo se presentan estudios de
germinacién y propagacion in vitro de
L. heterophylla, nativa con potencial ornamen-
tal. Se evalu6 el efecto del momento y lugar
de recoleccién sobre la germinacion. Se re-
colectaron semillas en plena floracién y al fi-
nal de la misma, en dos localidades de la pro-
vincia de Mendoza: Gualtallary y Chacras de
Coria. Las pruebas de germinacion se reali-
zaron en estufa a 20 °C. Las semillas prove-
nientes de Gualtallary germinaron en mayor
proporcion que las de Chacras de Coria: en
ambas localidades la maxima germinacion se
obtuvo en la recoleccion de plena floracion.
Para establecer un protocolo de micropro-
pagacion se realizaron dos ensayos de intro-
duccion y uno de multiplicacion. En la intro-
duccion se evaluo el medio de cultivo MS en-
tero o % de macronutrientes, en combinacion
con BA y AIB. En la multiplicacion se evalua-
ron los medios MS %2 o0 ¥ de macronutrientes
con 20 0 40 g.L*de sacarosa. No se encontra-
ron diferencias en la sobrevivencia, el BA
increment6 significativamente la proliferacion
de brotes. El mejor medio de multiplicacion fue
MS % adicionado de 20 g.L* de sacarosa.
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SUMMARY

Lecanophora heterophylla is a native
species with ornamental potential. In this work
germination and in vitro propagation experi-
ment are reported. The effects of time of seed
maturation and site of origin on germination
behavior were evaluated. Seeds were collected
during full and end blooming stage, in two
locality of Mendoza province: Gualtallary y
Chacras de Coria. Germination test at 20 °C
were carried out in incubators. Percentage of
germination was higher when seeds came
from Gualtallary than Chacras de Coria. In
both site of origin the best germination rate
was obtained when the collection of seed was
during full blooming. In order to obtain a
micropropagation protocol two establishment
and one multiplication experiments were
performed. Full or half Murashige Skoog (MS)
media in combination with BA and AIB were
tested in the establishment stage. Half and
quarter strength MS media with 20 or 40 g.L*
of sucrose were assayed at multiplication
stage. No differences in survival were found,
shoot proliferation were significantly increased
by BA. The best multiplication media was
MS ¥4 with 20 g.L*of sucrose.
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INTRODUCCION

El germoplasma sudamericano ha tenido una importante participacion en la
difusion de variedades comerciales de plantas de jardin y de flores de corte; ejem-
plo de esto son las petunias, verbenas, portulacas, calceolarias o alstroemerias
cultivadas en el mundo que derivan de material argentino (2). Sin embargo, en el
pais, el uso de recursos genéticos nativos para el desarrollo de plantas ornamenta-
les esta alin escasamente explotado.

En el oeste arido argentino existe un nimero importante de especies indigenas
con potencial estético que, sin dudas, presentan ventajas adaptativas cuando se
disefian jardines de bajo consumo de agua. En Mendoza, desde hace varios afios y
en concordancia con otras zonas del pais, se esta trabajando con un nimero impor-
tante de estas especies: Glandularia perakii (3, 7), Aristida mendocina, Pappophorum

caespitosum, Trichloris crinita, Schizachyrium plumigerum (13) y Stipa ichu (14).

Entre ellas, resulta de gran interés
Lecanophora heterophylla (Cav.) Krapo-
vickas, herbacea perenne de la familia
Malvaceae que habita desde el norte de
la Patagonia hasta Tucuman (6). Posee
una gran amplitud ecolégica (10), se en-
cuentra en comunidades muy diversas de
llanura 0 montafia y ocupa casi toda la
provincia de Mendoza.

Flor de L. heterophylla
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Ambiente natural de L. heterophylla

La planta mide hasta 60 cm de alto y
tiene una raiz profunda. Las laminas
foliares, menores de 8 cm, son muy varia-
bles, desde hojas basales lobadas hasta
las superiores trilobadas, laciniadas,
hastadas o lineares. Los racimos termina-
les agrupan pocas flores de 4 cm de dia-
metro, de color rosado fuerte con el centro
rojo vinoso, con antesis secuencial (10)
que le otorgan una prolongada floracion.

Al estudiar factores tales como edad
de la semilla, temperatura de germinacion
y tratamientos con acido giberélico, Videla
et al. (15) encontraron escasos porcenta-
jes de germinacion, resultados comunes a
otros miembros de la familia Malvaceae (1).
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Basados en estos antecedentes y en el hecho de que la produccién de semillas
es continua a lo largo del periodo de floracion se evalué el poder germinativo de las
semillas recolectadas en distintos momentos de dicho periodo y procedentes de dos
localidades. Cabe sefialar que el cultivo de tejidos es una técnica de propagacion en
condiciones totalmente asépticas en la que, a partir de un pequefio segmento inicial
de tejido, es posible regenerar en poco tiempo un gran ndmero de plantas
genéticamente iguales a la planta madre. Por otra parte, se establecié un protocolo de
micropropagacion con el fin de obtener un lote de material suficiente y homogéneo
para estudios fenoldgicos y de comportamiento en el cultivo.

MATERIALES Y METODOS

Ensayo de germinacion

La recoleccion de semillas de L. heterophylla se llevo a cabo en la localidad de
Chacras de Coria (32°59' S, 68° 53' W, 1000 msnm), Departamento Lujan de Cuyo y
en la localidad de Gualtallary (33° 23" S, 69° 13' W, 1249 msnm), Departamento
Tupungato, ambas de la provincia de Mendoza.

Se recolectaron semillas en plena floracion y hacia el final de dicha condicién. En
Chacras de Coria esta tarea se llevo a cabo desde octubre a marzo y en Gualtallary,
desde febrero a abril.

Las pruebas de germinacién se realizaron en caja de Petri, sobre papel absor-
bente, en estufa a 20 °C. Se emplearon 25 semillas por tratamiento y en todos los
casos se efectuaron tres repeticiones. Para disminuir la carga de patdgenos que el
material trae de campo, se emple6 solucién de 1 g.L-*de Captan y Benomyl .

Los recuentos de semillas germinadas, aquellas en que la radicula atraveso los
tegumentos, se hicieron semanalmente durante dos meses.

Para el analisis de los datos se utilizo el software Stathistica Plus Version 4.0
aplicando el procedimiento de comparacion de proporciones.

Ensayos de micropropagacion

Se obtuvieron plantas a partir de semillas recolectadas en Chacras de Coria. Las
plantas fueron colocadas en invernaculo durante 30 dias con el objeto de producir
nuevo crecimiento y disminuir el nivel de patdgenos.

Los brotes provenientes del nuevo crecimiento se esterilizaron con alcohol 70 %
durante un minuto seguido de solucion comercial de hipoclorito de sodio al 15 %,
(55 g.Ltde principio activo) durante 10 minutos; transcurrido este tiempo se enjuaga-
ron tres veces con agua estéril.

Para el establecimiento in vitro se realizaron dos introducciones consecutivas. En
la primera se sembraron 17 estaquillas uninodales por tratamiento en tubos de ensa-
yo con 20 ml de medio MS (8) adicionado con 30 g.Lde sacarosa, 7 g.L*de agar, el
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pH se ajusté a 6 con KOH 0,1 N antesdel Tabla 1.

autoclavado por 20 minutos @121 °C. Se  Concentraciones de reguladores del cre-
ensayaron tres concentraciones de bencil-  cimiento en la 2° introduccién in vitro de
aminopurina (BA): 0; 0,1y 1 mg.L™. Enla  Lecanophora heterophylla.

segunda introduccion se sembraron 25

estaquillas uninodales por tratamiento en BAmg.L" AIBmg.lL®
tubos de ensayo con 20 ml de medio MS 0 0

con macronutrientes diluidos a la mitad, 8 8’21
con iguales cantidades de sacarosa, agar 0,5 0
agar y el mismo pH; en este caso se pro- 0,5 0,01

baron distintas combinaciones de BA y 05 01

acido inddl butirico (AIB) (tabla 1).

En ambos casos, a los 45 dias se evalu6 el porcentaje de explantos con creci-
miento (sobrevivencia), altura de planta, nimero de brotes y nimero de nudos.

De las plantas crecidas en la segunda introduccion se extrajeron apices y se
realizé un ensayo de multiplicacion que consistio en el medio MS con
macronutrientes diluidos a la mitad o a un cuarto, sin reguladores del crecimiento
y adicionado de 20 o 40 g.L* de sacarosa. El medio se solidificd con agar agar a
razon de 7 g.Ly el pH se ajust6 a 6 con KOH 0,1 N. En este ensayo los explantos se
cultivaron en frascos de vidrio de 360 ml de capacidad con 60 ml de medio: se coloca-
ron cinco apices por frasco y se sembraron cinco frascos por tratamiento.

Después de 45 dias de cultivo, se evalué porcentaje de sobrevivencia, porcentaje
de enraizamiento, nimero de brotes, altura de la planta, nimero de hojas y nimero y
largo de raices. En todos los casos las condiciones de cultivo fueron 25 + 2 °C, una
intensidad de luz fluorescente de 100 umoles.cm2.sy un fotoperiodo de 16 horas.

El disefio estadistico fue parcelas al azar, se realiz6 analisis de la varianza y se
aplicé test LSD cuando se encontraron diferencias significativas con p < 0,05. Para el
andlisis de los porcentajes se aplicé el procedimiento de comparacion de proporcio-
nes. El software utilizado fue Stathistica Plus Version 4.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

Ensayo de germinacion

Como sefialé Gutterman (5), la capacidad de germinar de las semillas de muchas
especies varia segun el ambiente bajo el cual se desarrollan. En coincidencia con el mencio-
nado autor, se encontraron diferencias significativas en los porcentajes de germinacion en-
tre las semillas procedentes de Gualtallary (73 %) y de Chacras de Coria (40 %).

Enlafigura 1 (pag. 95) se presentan los porcentajes de germinacion para ambas
localidades segun el momento de recoleccion, los cuales son significativamente ma-
yores cuando las semillas se recolectan en plena floracién. En Chacras de Coria este
valor es aproximadamente 4 veces superior que cuando la recoleccién es tardiay en
la localidad de Gualtallary esta diferencia es de 1,7 veces.
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M Gualtallary 11 Chacras de Coria

80
60

40

% de germinacion

20

Plena floracion Final floracion
Momento de recolecciéon
Letras distintas en las columnas indican diferencias

significativas para cada localidad y para p < 0,05.

Para distintas especies de zonas ari-
das, Gutterman (5) menciona variacién en
la germinabilidad de semillas provenien-
tes de la misma planta madre aludiendo a
diversos factores. Entre ellos: amplitud tér-
mica, temperatura durante la maduracién
de la semilla, momento de maduracion. Si
bien no se conocen antecedentes respecto
de la variacion en la germinacion de
L. heterophylla, la disminucion del poder
germinativo observada hacia el final de flo-
racion se atribuye a un estado de dormicion.

Este comportamiento responderia a una
adaptacion para asegurar la permanen-
cia de semillas en el suelo a la espera de
condiciones favorables (12).

Figra 1. Efecto de la época de recolec-
cién sobre la germinacion de L. hetero-
phylla para ambas localidades.

Ensayos de micropropagacion

Establecimiento del cultivo in vitro

En la primeraintroduccion para el establecimiento in vitro de L. heterophylla no se
encontraron diferencias significativas en la sobrevivencia. En el medio de cultivo libre
de reguladores las plantas alcanzaron una altura promedio de 3,8 cm y emitieron un
solo brote con 3,6 nudos promedio por plantas (tabla 2).
Tabla 2. Efectos de la concentracion de BA sobre la sobrevivenvia, la altura de planta,
el nimero de brotes y el nUmero de nudos durante el establecimiento in vitro
de L. heterophylla después de 45 dias de cultivo en medio MS (n=17).

miﬁ:-l % sobrevivencia AItura(gri)planta N° brotes Nto?:lggs
0 81,3a 38a 10c 36b
0,1 69,2 a 55a 3,7b 72b
1 57,1a 40a 11,4 a 23,6 a

letras distintas en cada columna indican diferencia significativa entre tratamiento p< 0,05.

En ninguno de los tratamientos se observo la formacion de raices, comportamiento
gue podria estar relacionado con bajo nivel de auxinas endogenas (4). El nimero de
brotes por planta se incrementd significativamente con el aumento de la concentracion de
BA, mientras que el nimero de nudos fue mayor en la maxima concentracion ensayada.

Si bien esta especie puede crecer sin citocininas exogenas, el agregado de la mis-
ma aumenté notablemente la tasa de multiplicacion de 1:3,6 a 1:23,6, efecto altamente
favorable en las técnicas de micropropagacion. No obstante, las plantas que crecieron
con la mayor concentracion de BA presentaron tallos engrosados y hojas reducidas.

En muchas especies se ha demostrado que el engrosamiento de tallos y la dismi-
nucion del tamafio de la hoja son causados por la BA y puede ser revertido con el
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agregado de auxinas (9). Por otra parte, una disminucion de la concentracion de sales
en el medio de cultivo puede favorecer el crecimiento in vitro de algunas especies (4).

Basados en estos antecedentes y en los resultados previos se planted una se-
gunda introduccion in vitro. En este ensayo no se encontraron diferencias significati-
vas en la sobrevivencia (datos no presentados).

En la figura 2 se presentan los resultados obtenidos en nimero de brotes, nime-
ro de nudos y altura de planta en cada tratamiento ademas de los valores de significancia
para cada factor y la interaccion.

El agregado al medio de cultivo de 0,5 mg.L*de BA aumento significativamente
el nimero de brotes y el nimero de yemas por planta mientras que provoco una
disminucién de la altura de las mismas tanto en presencia como en ausencia de AlB
(figura 2 A, B, C).

El AIB no logré disminuir el efecto detrimental del BA sobre la altura de las plan-
tas, no obstante las plantas crecidas en ausencia de BA'y con 0,1 mg.Lde AIB alcan-
zaron la mayor altura (figura 2C).

Figura 2.
Efecto del BA 'y el AIB sobre el nUmero de TN Brotes l l
brotes, nimero de nudosy alturade planta =

durante el establecimiento in vitro de

L. heterophylla después de 45 dias de cul- [
tivo en medio MS diluido a la mitad n=25.
En cada gréafico se presenta el valor de |]| |[| |[|

o

probabilidad hallado en el ANOVA para
cada factor y su interaccion.

o

BAO-AIBO BAO-AIB0,01 BAO-AIBO,1 BAOS5-AIBO BAO5-AIB0,01 BAO5-AIBO,1
Tratamiento

P value BA = 0,000
P value AIB = 0,104
P value BAXAIB = 0,005

@ 9
I1N° Nudos l ‘ 8 I Altura planta (cm) l
20
7
15 l ¢ l I
5 l 1 l
10 l 4
Iy 4l 3
5 2
1
0 BAO-AIBO BAO-AIB0,01 BAO-ABO,1 BAOS5-ABO BAO0S5-AIB001 BAOS5-AIBO,1 0 BAO-AIBO BAO-AIB0,01 BAO-AIBO,1 BAO5-AIBO BAO5-AIB0,01 BA0S5-AIBO1
Tratamiento Tratamiento
P value BA = 0,000 P value BA = 0,000
P value AIB = 0,074 P value AIB = 0,115
P value BAXAIB = 0,003 P value BAXAIB = 0,049
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El aumento en la produccion de brotes se mejoro al reducir la concentracion de
BA a 0,5 mg.L™. Sibien no se observo un aumento significativo del crecimiento de los
explantos al reducir la concentracion de macronutrientes, dicha reduccion representa
en si misma una ventaja al disminuir el costo de la técnica.

Multiplicacion

En el ensayo de multiplicacion no se encontraron diferencias significativas res-
pecto de la sobrevivencia de los explantos en los distintos tratamientos (datos no
presentados). En todos los tratamientos se observo enraizamiento en porcentajes
que fueron del 25 al 66,7 %. Estos porcentajes y el largo y nimero de raices no fueron
significativamente distintos en ninguno de los tratamientos ensayados (tabla 3).

Tabla 3. Efecto de la concentracion de macronutrientes y de sacarosa sobre el por-
centaje de enraizamiento y el largo y nimero de raices durante la multipli-
cacion in vitro de L. heterophylla después de 45 dias de cultivo (n=25).

Concentracién Largo

Mcelﬂ't?\/ge sacargsa Enra|z(z;)m|ento raices N° raices
g.L (cm)

MS 1/2 20 66,7 a 19 a 1,7 a

MS 1/2 40 25 a 04 a 0,9 a

MS 1/4 20 53,8 a 23 a 14 a

MS 1/4 40 66,7 a 14 a 14 a

Letras iguales en las columnas indican que las medias no son estadisticamente diferentes para p < 0,05.

La presencia de raices en esta etapa podria deberse
al tipo de explanto utilizado. En muchas especies los bro-
tes jovenes en desarrollo, como los utilizados en este
ensayo, son una rica fuente de auxinas (9), regulador res-
ponsable de la iniciacion y crecimiento de raices (11).

La calidad del enraizamiento es un factor de suma im-
portancia en el éxito de la aclimatacion y en la uniformidad del
producto final. En este ensayo el enraizamiento fue poco sa- e &
tisfactorio, tanto por los porcentajes como por el nUmero de
raices por planta; seria necesario evaluar la suplementacion
del medio de multiplicacién con alguna auxina.

La concentracion de macronutrientes en el medio de  piantula de L. heterophylla de 45 dias,
cultivo solamente afect6 la altura de la planta; fue menor obtenidaenla etapa de multiplicacion
- - . . in vitro a partir de apices.
cuando se utilizaron diluidos a la mitad, mientras que la
mayor concentracion de sacarosa disminuy6 el nimero de hojas, el nUmero de nudos
y la altura de planta (tabla 4, pag. 98).

En lafigura 3 (pag. 98) se presentan las medias de cada tratamiento de las varia-
bles numero de hojas, nimero de nudos y altura de planta en cm y los respectivos
valores de probabilidad hallados en el ANOVA para cada factor y su interaccion.
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e Lostratamientos MS ¥ con 20 g.L*de sacarosa, MS % con 20y 40 g.L de sacaro-
sa no produjeron diferencias significativas en la variable nimero de nudos.

e Eltratamiento MS % con 40 g.L*de sacarosa afecté el crecimiento de las plantas
reduciendo la altura y el nimero de nudos de las mismas.

A los efectos de la micropropagacion y teniendo en cuenta los costos, el medio de
cultivo mas adecuado seria MS % con 20 g.L"* de sacarosa.

Tabla 4.

Efecto de la concentracion de macro-
nutrientes y de sacarosa sobre el nimero
de hojas, nimero de nudos y altura de
planta durante la multiplicacion in vitro de
L. heterophylla después de 45 dias de
cultivo (n = 50).

Figura 3.

Efecto de la concentracion de macro-
nutrientes y sacarosa en el medio de cul-
tivo sobre el nimero de hojas, nimero de
nudos y altura de planta durante la multi-
plicacion in vitro de L. heterophylla des-
pués de 45 dias de cultivo. Abajo de cada
grafico se presenta el valor de probabili-
dad hallado en el ANOVA para cada fac-
tor y su interaccion (n=25).

I N° Nudos

Lol | |

4 l
2 | ‘
0

Concentracién de macronutrientes

N° hojas  N° nudos Alt. planta
MS 1/2 28a 6,4b 3,8a
MS 1/4 26a 8,2a 49 a

Concentracién de sacarosa

N° hojas  N° nudos Alt. planta
20g.L" 34a 8,2a 45a
40g.L" 1,9b 6,1b 360D

Letras distintas en cada columna indican diferencia
significativa entre tratamiento p < 0,05.

o

IS

w

~

-

11N° Hojas

o 1l

MS1/2-20g.L-1 SAC MS 1/2-40 g.L-1 SAC MS 1/4-20 g.L-1 SAC MS 1/4-40 g.L-1 SAC
Tratamiento

P value MS = 0,783
P value SAC = 0,009
P value MSXSAC = 0,205

[ I1Altura planta (cm)

I
[RININI

MS1/2-20 g.L-1 SAC MS1/2-40 g.L-1 SAC MS 1/4-20 g.L-1SAC MS 1/4-40 g.L-1 SAC
Tratamiento

P value MS = 0,030
P value SAC = 0,005
P value MSxSAC = 0,041
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MS1/2-20g.L-1 SAC MS 1/2-40 g.L-1 SAC MS 1/4-20 g.L-1 SAC MS 1/4-40 g.L-1 SAC
Tratamiento

P value MS = 0,062
P value SAC = 0,008
P value MSxSAC= 0,090
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CONCLUSIONES

Para L. heterophylla la germinacion es funcién no s6lo del momento de recolec-
cién sino también del ambiente en el cual se desarrolla la planta madre.

La época mas adecuada para la cosecha de semillas coincide con plena floracion.

Las semillas recolectadas al final de la floracion presentan bajo poder germinativo,
por lo que se postula la existencia de algin mecanismo de dormicién que sera
objeto de futuros ensayos.

Es posible establecer el cultivo in vitro de L. heterophylla en un medio de cultivo
de MS con macronutrientes diluidos a la mitad y adicionado de 30 g.L*de sacaro-
say 0,5 mg.L1de BA.

Si bien el mejor medio de multiplicacién para esta especie bajo las condiciones
de este ensayo fue MS con macronutrientes diluido cuatro veces y adicionado de
20 g.L*de sacarosa, sin hormonas, es necesario mejorar el enraizamiento por
medio de incorporacion al medio de cultivo de auxinas.
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