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Resumen

La diversidad biologica es crucial para amortiguar los efectos del cambio climatico y
la desertificacion. Sin embargo, continda perdiéndose a tasas sin precedentes. Estas
problematicas han afectado de forma irreversible el suelo y su productividad en
ambientes aridos y semiaridos como los de la Patagonia argentina, con
consecuencias graves tanto en la economia regional como en la salud de la poblacion.
Las préacticas de restauracion activas se convierten en una herramienta fundamental
para avanzar en acciones capaces de revertir esta situacion. Sin embargo, para ello
se requiere contar con una gran cantidad de individuos, adaptados a las condiciones
locales, lo que constituye una de las principales limitantes. Asi, el Cultivo de Tejidos
Vegetales in vitro (CTV) es una biotécnica capaz de producir un gran namero de
individuos, en tiempo y espacios reducidos. Ademas, a través de la técnica de
unidades encapsulables, el CTV posibilita la propagacion y conservacion ex situ de
los recursos fitogenéticos a mediano y largo plazo.

Bougainvillea spinosa, conocida como “monte negro”, es una especie del monte,
nativa de Per0, Bolivia, Paraguay y Argentina. Si bien ésta ha sido poco estudiada y
documentada, se han llevado a cabo diversas investigaciones sobre la micropagacion
en otras especies lefiosas nativas de la region y en algunas bougainvilleas.

El objetivo general de este trabajo plantea evaluar la propagacion sexual y asexual de
Bougainvillea spinosa a través del cultivo in vitro, a fin de contribuir a su conservacion
y uso sustentable. Asi, se estudié la germinacién in vitro de las semillas de esta
especie, las condiciones adecuadas para la introduccion al cultivo in vitro, la expresion
morfogénica de explantes juveniles, la multiplicacion de plantas y el almacenamiento
en frio de unidades encapsulables, como estrategia de conservacion a mediano plazo.
Se alcanzé una germinacion de 98,67% + 2,31 y se logré obtener plantulas libres de
contaminacion, al cabo de dos semanas, con una desinfeccion en H202 (30%, 4 min),
etanol (70%, 5 min) y OCINa (20%, 10 min). Los parametros germinativos evaluados
fueron comparables con los obtenidos por otros autores para la misma especie (EG:
61,33% * 9,24 en el primer dia en ensayo; TMG: 1,79 dias + 0,35; IV: 76,80 + 3,53).
El medio de cultivo de Murashige-Skoog, a la mitad de su concentracion y
suplementado con BAP (3 mg/l) y AGs (0,01 mg/l) obtuvo los mejores resultados para
la formacion de brotes (90% * 10 explantes con brotes y 3,47 £ 2,56 brotes/explante);
mientras que con la adicion de IBA (2,5 mg/l) y sin reguladores, también presentaron
caulogénesis. Asimismo, la formacién de callo fue la respuesta morfogénica mas
frecuente, aun en medios libres de reguladores de crecimiento. Sélo se logro un 10%
de enraizamiento en medios nutritivos suplementado con IBA (5 mg/l). Por otra parte,
las unidades encapsulables sobrevivieron, e incluso germinaron, luego de una y dos
semanas de almacenamiento en frio (13,33% en ambos casos), sin presentar
diferencias significativas con aquellas sin este almacenamiento. No obstante, al cabo
de seis semanas de su germinacion se evidencio mas del 70% de unidades oxidadas
4



Aplicacion de biotecnologias para la propagacion y conservacion de “monte negro”
(Bougainvillea spinosa (Cav.) Heimerl.)

en todos los casos. Se deberan disefiar nuevos ensayos, tendientes a mejorar el
porcentaje de enraizamiento, asi como a ajustar las condiciones de germinacién de
las unidades encapsulables, de modo de evitar su oxidacion.

En conclusién, se obtuvo por primera vez, una metodologia de desinfeccion de las
semillas y de germinacion in vitro eficiente, que permitido establecer los primeros
avances en el cultivo in vitro y en la aplicacion de unidades encapsulables de
Bougainvillea spinosa para el desarrollo de nuevos protocolos de propagacion y
conservacion ex situ de la especie.

Palabras clave: cultivo de tejidos vegetales in vitro (CTV), germinacion,
unidades encapsulables, reguladores de crecimiento (PGR), organogénesis
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1. Introduccién

En los dltimos afios, nuestra comprension sobre la biodiversidad, los ecosistemas y
su importancia para la supervivencia y el bienestar de la humanidad, ha aumentado.
La diversidad biolégica constituye el sustento de la mayoria de las actividades
humanas; es parte esencial de nuestras culturas e identidades y es crucial para
amortiguar los efectos del cambio climatico y la desertificacion, especialmente en las
regiones mas secas del planeta. Pese a esto, continla perdiéndose a tasas sin
precedentes y con ello, la capacidad de la naturaleza para contribuir al bienestar de
las personas. La degradacion ambiental, el cambio climético, la sobreexplotacion y el
uso no sostenible de los recursos naturales, son algunos de los principales impulsores
(IPBES, 2019).

La desertificacion en ambientes aridos y semiaridos, provocada principalmente por la
erosion eolica, ha afectado de forma irreversible al suelo y su productividad, con
graves consecuencias tanto en las economias regionales como en la salud de la
poblacién. Particularmente, en la Patagonia argentina esta problematica tiene su
origen en la produccion ganadera intensiva y la expansion de la frontera agropecuaria.
En los Ultimos afios, esta degradacion ambiental ha quedado en evidencia con la
aparicién de eventos extremos, como las altas temperaturas que se produjeron en el
2019 en la Patagonia, o las fuertes nevadas que afectaron el noroeste de esta region,
habiéndose superado incluso, los récords anteriores (Informe del estado del ambiente,
2019). Cabe mencionar que estos ecosistemas son vulnerables y presentan una
recuperacion natural muy lenta después de las perturbaciones (Safriel et al., 2005;
Bainbridge, 2007; Reynolds et al., 2007; Busso y Fernandez, 2018; Pérez et al., 2020).
Por ello, las practicas de restauracién activas se convierten en una herramienta
fundamental: proponen modelos y tecnologias que permiten avanzar en acciones
capaces de revertir la degradacion y desertificacion (Hernandez y Pérez, 2021). Sin
embargo, el éxito de futuros programas de restauracion en estas regiones depende
en gran parte de la reintroduccidon de especies nativas, para lo cual se requiere
disponer de grandes cantidades del material vegetal adecuado, de calidad y adaptado
a las condiciones ambientales del lugar. En este sentido, el Cultivo de Tejidos
Vegetales (CTV) es una de las biotecnologias que permite la propagacién de
especies, incluso aquellas que presentan dificultades de reproduccién, en tiempo y
espacios reducidos. Por otra parte, permite la aplicacion de técnicas como la
produccion de semillas sintéticas y/o unidades encapsulables para la propagacion y
conservacion ex situ, a mediano y largo plazo, de recursos fitogenéticos que en
muchos casos no podrian ser conservados mediante técnicas convencionales (Cano
Castillo, 2013). Cabe destacar que estas biotécnicas permiten tanto la conservacion
de clones de determinadas especies, como de la diversidad genética presente en una
region o centro de origen (Sharry, 2015), para lo cual es fundamental iniciar el cultivo
de tejidos a partir de semillas colectadas de diferentes plantas madres.
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Por otra parte, las técnicas de CTV presentan la posibilidad de producir metabolitos
secundarios a partir de plantas cultivadas in vitro. Si bien éstos no cumplen una
funcion aparente en el metabolismo primario de las mismas, tienen una participacion
ecoldgica vinculada con mecanismos de defensa contra herbivoros, virus, hongos,
bacterias, sustancias alelopaticas, fitoalexinas, entre otros. Ademas, estos
compuestos metabdlicos suelen ser de importancia comercial para las industrias
farmacéutica, alimentaria, de cosméticos y como fuentes de numerosas sustancias de
importancia agroquimica (Karuppusamy, 2009).

En la Patagonia existen varias especies de interés para la aplicaciébn de estas
biotecnologias. Sin embargo, muchas de ellas han sido poco estudiadas, como es el
caso de Bougainvillea spinosa, una especie lefiosa caracteristica del monte. No
obstante, hay un vasto registro de otras especies del género que han sido
micropropagadas, principalmente por su valor ornamental, ya que poseen flores
protegidas por bracteas de colores muy llamativos. Por otro lado, también es un
género de interés debido a su potencial farmacéutico/medicinal, como, por ejemplo,
Bougainvillea glabra, especie en la que se han determinado propiedades
antiinflamatorias y antimicrobianas, y de reconocido uso ancestral en el tratamiento
de afecciones gastrointestinales (Saleem et al., 2020). En este contexto, este Trabajo
Final de Carrera pretende aplicar diferentes biotécnicas en Bougainvillea spinosa con
el fin de contribuir a su propagacion, conservacion y uso sustentable.

2. Objetivos
2.1 Objetivo general

Evaluar la propagacion sexual y asexual de Bougainvillea spinosa a través del cultivo
in vitro, a fin de contribuir a su conservacion y uso sustentable.

2.2 Objetivos especificos
1. Evaluar la germinacion in vitro de semillas de B. spinosa.

2. Establecer las condiciones de cultivo in vitro que permitan la obtencion y
multiplicacion masiva de plantas.

3. Evaluar la expresion morfogénica de explantes juveniles asociada al uso de
reguladores de crecimiento.

4. Obtener unidades encapsulables como estrategia de conservacion a mediano
plazo.

3. Hipotesis

El cultivo de tejidos vegetales y la propagacion sexual in vitro de Bougainvillea spinosa
constituyen una alternativa para su propagacion y conservacion ex situ.

8



Aplicacion de biotecnologias para la propagacion y conservacion de “monte negro”
(Bougainvillea spinosa (Cav.) Heimerl.)

4. Marco Tebérico

4.1 Contexto regional de la investigacion: la degradacion ambiental de la regién
norpatagénicay el alcance de las biotecnologias.

En el territorio argentino existe una creciente tendencia a la degradacion de las tierras
y desertificacion, con un 12% de la superficie con altas tasas de erosién concentrada
principalmente en zonas aridas y semiaridas, como la Patagonia (Informe del estado
del ambiente, 2019). En el noreste de esta region, que comprende el sector mas
austral de la provincia fitogeografica del Monte, las actividades ganadera y agricola,
han acelerado el proceso de desmonte (Gabella, 2015). Esta degradacién, junto con
los incendios, cada vez mas frecuentes producto del cambio climético global, han
contribuido a la pérdida de la biodiversidad, la erosion de los suelos y su deterioro
fisicoquimico (Schumacher y Bugmann, 2006; Funk, 2016). En conjunto, todo ello ha
puesto en crisis el concepto de sostenibilidad ecolégica y social en la region.

En el orden internacional, se ha sefialado la imperiosa necesidad de tomar medidas
para conservar y usar de forma sostenible la biodiversidad (CDB, 1992; FAO, 2015;
IPBES, 2019). Impera entonces la necesidad de emprender acciones que faciliten la
conservacion de la biodiversidad y la recuperacion de areas degradadas, al mismo
tiempo que se promueva el desarrollo sostenible, especialmente en estos ambientes
vulnerables. En este sentido, la biotecnologia, y especialmente las técnicas de cultivo
in vitro o de micropropagacion, estan siendo utilizadas para la produccién de un gran
namero de individuos, en espacios reducidos y corto tiempo. Estas, junto con las
unidades encapsulables o semillas sintéticas permiten la conservacion ex situ de los
recursos fitogenéticos (Clemente y Fay, 1997; Boeri y Dalzotto, 2018), y la creacion
de bancos de germoplasma in vitro.

El cultivo de tejidos ha sido ampliamente utilizado en diferentes etapas de programas
de conservacion de muchas especies nativas como el ombusillo (Phytolacca
tetramera) (Cordal et al., 2014), zampa (Atriplex lampa) (Estomba et al., 2010),
algarrobo blanco (Prosopis alba) (Castillo de Meier y Bovo, 2000), caldén (Prosopis
caldenia) (Verdes, 2007), entre otras. Sin embargo, todavia existen especies poco
estudiadas y multiplicadas en estas condiciones, como es el caso de Bougainvillea
spinosa.

4.2 Caracteristicas de Bougainvillea spinosa

Bougainvillea spinosa (Cav.) Heimerl (sinbnimos: Bougainvillea patagonica Decne.,
Bougainvillea spinosa (Cav.) Heimerl f. eubracteata, Bougainvillea spinosa (Cav.)
Heimerl f. microbracteata, Bougainvillea spinosa (Cav.) Heimerl f. parviflora, Tricycla
spinosa Cav., Tricycla spinosa Cav. var. parviflora, Bougainvillea patagonica Decne.
f. eubracteata, Bougainvillea patagonica Decne. f. microbracteata, Bougainvillea
spinosa (Cav.) Heimerl var. conferta,), es un arbusto ramificado de la familia
Nyctaginaceae que alcanza una altura de entre 1-3 metros. Las ramas adquieren color
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oscuro en periodo de reposo. Presenta espinas rigidas tipicamente bifurcadas en el
apice y hojas espatuladas, levemente carnosas. B. spinosa presenta una flor solitaria,
central, con tres bracteas, caracteristica que la ubica como la Unica representante de
la seccion Trycicla (figura N°1). Estas son ovado-cordadas, de 1-20 x 1-20 mm,
glabras, blanco-amarillentas a rosado-lilaceas, membranaceas, con nervios
manifiestos (Lopez y Anton, 2006). El resto de las especies del género (ubicadas en
la seccidn Bougainvillea) presentan tres llamativas bracteas, cada una unida a una
flor solitaria. Cada bractea involucral permanece fusionada a un fruto y actia como un
ala, funcionando asi como una unidad de dispersion (Ridley, 1930).

Figura N° 1. Bougainvillea spinosa: aspecto general de la planta y detalle de la flor.

Se distribuye desde Peru, Bolivia, Paraguay hasta la patagonia argentina en las
Provincias Biogeograficas del Monte (Catamarca, Chubut, La Rioja, San Juan,
Mendoza, Neuquén y Rio Negro), Punefia (Jujuy y Salta), del Espinal (Buenos Aires)
y Chaquefia (Cérdoba, Chubut, La Pampa y San Luis) (Zuloaga y Anton, 2020).

A pesar de que existen varios estudios sobre la micropropagacion de otras especies
de este género, Bougainvillea spinosa, en particular, ha sido poco explorada y
documentada (Abarca-Vargas y Petricevich, 2018).

4.3 Germinacion in vitro

La germinacion de semillas en condiciones in vitro permite obtener material estéril
(plantulas), de calidad y con variabilidad genética, en cualquier época del afio y en
condiciones fitosanitarias apropiadas para los trabajos de cultivo in vitro (Hernandez

10



Aplicacion de biotecnologias para la propagacion y conservacion de “monte negro”
(Bougainvillea spinosa (Cav.) Heimerl.)

y Gonzalez, 2010). Para ello, las semillas (sin dafios y signos de deterioro aparentes)
deben ser colectadas de plantas madres de buen estado fitosanitario, fisiolégico y
genético, y luego, ser sometidas a un tratamiento de desinfeccion. Este proceso,
permite controlar y prevenir la contaminacion microbiana, aspecto que determinara en
gran medida el éxito del sistema de propagacion (Alvarado, 1998). Sin embargo, es
muy complejo obtener un cultivo completamente aséptico, especialmente cuando se
trata de especies lefiosas. Para lograrlo, es necesario trabajar en ambientes
adecuados, esterilizar los medios de cultivo y desinfectar superficialmente el material
vegetal (Mroginsky y Roca, 1991). La proliferacion de microorganismos en el cultivo
puede afectar a los mismos, competir con el explante por el medio nutritivo o
modificarlo. Si bien se utilizan varios compuestos quimicos en el proceso de
desinfeccién, el empleo de etanol y el hipoclorito de sodio es el mas generalizado
(Mroginsky y Roca, 1991). Otras sustancias pueden ser afiadidas en este proceso
como el peréxido de hidrégeno (Sharry, 2015), que ademas es un estimulante de la
germinacién (Barba-Espin et al., 2010).

Para la germinacion en condiciones in vitro, las semillas deben ser incubadas en
medios de cultivo compuestos principalmente por agua, sales minerales y fuentes de
carbono, como la sacarosa. Si bien los carbohidratos son necesarios para el desarrollo
adecuado de las plantulas (Mroginsky y Roca, 1991), también pueden causar efectos
indeseados, como el crecimiento de microorganismos patégenos (Martin, 2004,
Martinez-Villareal et al., 2016), la hiperhidricidad (Yaseen et al., 2013) y el desarrollo
de células indiferenciadas (callo) (Rafiqgue et al., 2013). Asi, el control de estas
condiciones permitird el éxito de la germinacion de las semillas y posterior cultivo
(Levitus et al., 2010).

Por otra parte, especialmente en las plantas de zonas aridas y semiaridas, existen
diversos mecanismos naturales que ejercen un control sobre la germinacion, de
manera de que ésta se produzca en los momentos mas adecuados. Asi, en los
ambientes mas secos, la latencia impuesta por el tegumento seminal (latencia fisica)
es un mecanismo frecuente, por lo que es necesario aplicar algun tipo de
pretratamiento para lograr una germinacion rapida y uniforme (Baskin y Baskin, 2003).
En este sentido, es importante destacar que existe un amplio rango de tipos e
intensidades de latencia. Asi, Baskin y Baskin (1998) reportaron que la latencia fisica
y fisiologica resultan efectivas y son las estrategias mas frecuentes en arbustos de
regiones aridas (85%). La latencia fisica es causada por tegumentos o frutos que
impiden la imbibicion de agua por parte de la semilla, y, por ende, el inicio de la
germinacion (Baskin y Baskin, 2014), mientras que la fisiologica se produce cuando
las semillas son permeables al agua, pero poseen mecanismos fisiol6gicos de
inhibicién en el embrién, que evitan la emergencia de la radicula (Nikolaeva, 1977). El
analisis de diferentes parametros de germinacion, tales como la capacidad
germinativa, energia germinativa, tiempo medio de germinacion y germinacién diaria
acumulada, permite identificar si las semillas presentan algun tipo de latencia. Sin
embargo, los estudios sobre la germinacion de este género se han llevado a cabo
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mayoritariamente en especies tropicales y aun es limitada esta informacion en las
Bougainvilleas de ecosistemas desérticos (Baskin y Baskin, 2014; Chaparro et al.,
2005; Beider, 2012; Rodriguez Araujo, 2021).

Por dltimo, la obtencion de plantulas axénicas a partir de la germinacion in vitro
garantiza la disponibilidad continua de material vegetal y la variabilidad genética
(Bonga y Durzan, 1987).

4.4 El Cultivo de Tejidos Vegetales in vitro: caracteristicas y su aplicacién en el
género Bougainvillea

El “Cultivo de Tejidos Vegetales in vitro” (CTV) consiste en un conjunto de técnicas
que tienen como caracteristica el uso de células, tejidos u 6rganos para propagar
gracias a la totipotencialidad celular. Consiste en regenerar plantas completas a partir
de explantes (apices, 6rganos aislados, embriones, segmentos de 6rganos, évulos,
anteras, polen, entre otros) cultivados en medios nutritivos y condiciones adecuadas.
Esta forma de cultivo tiene dos caracteristicas fundamentales: la asepsia (ausencia
de microorganismos contaminantes, como hongos y bacterias), y el control de los
factores que afectan el crecimiento (Sharry, 2015).

Estas técnicas de propagacion presentan grandes ventajas respecto a las
metodologias in situ. Por un lado, permiten la produccion de material vegetal para el
establecimiento de cultivos libres de patégenos, a partir de una cantidad minima de
material inicial y en espacios reducidos. Por el otro, la obtencion de nuevos
compuestos de interés en la industria farmacéutica (metabolitos secundarios) a partir
del cultivo de células indiferenciadas (callos) o de raices u otros 6rganos vegetales
(Pérez-Alonso y Jiménez, 2011; Bonilla y Hernandez, 2012; Pandino et al., 2017).

Bajo condiciones de CTV, los diferentes explantes pueden producir distintas
respuestas morfogénicas como (Mroginski y Roca, 1991; George y Sherrington,
1984):

a) organogénesis directa, que consiste en la multiplicacion de raices o brotes
provenientes de yemas axilares, terminales o laterales. El tejido inicial utilizado
es meristematico;

b) organogénesis indirecta, en este caso la formacidon de oOrganos (brotes
adventicios o raices) ocurre en presencia de un callo. Este consiste en una
masa de células no organizadas (desdiferenciacién celular acompafiada de
crecimiento tumoral) que ha derivado inicialmente de un érgano, tejido u otra
parte escindida de la planta. El tejido usado como inicial es parenquimatico;

c) embriogénesis somatica, los embriones somaticos pueden formarse
directamente en el explante primario, o indirectamente a partir de células de
callo cultivadas en suspension o en un medio liquido.
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Por otra parte, el cultivo de tejidos también es una herramienta para generar
variabilidad genética. Las células desdiferenciadas obtenidas del cultivo de callos, de
células o de protoplastos pueden generar variantes somaclonales (Sharry, 2015), es
decir, plantas regeneradas que presenten mutaciones heredables a sus progenies
(Tabares et al., 1991). Asi, a través de la via indirecta (presencia de callo) y con la
iniciacion del cultivo in vitro a partir de material vegetal con alta variabilidad genética
(como semillas), el CTV permite también conservar y propagar la diversidad genética.

4.4.1 Cultivo de tejidos in vitro

La respuesta obtenida in vitro dependera de la planta madre, el tipo de explante, el
medio de cultivo y las condiciones de aclimatacion. En términos generales, para la
micropropagacion de especies lefiosas, la eleccion y acondicionamiento de las
plantas madres y de los explantes a utilizar (juveniles), es seguida de una etapa de
multiplicacién. Durante la misma, los explantes estériles se siembran en medios
nutritivos suplementados con distintos reguladores de crecimiento, de acuerdo a la
respuesta morfogénica esperada. Skoog y Miller (1957) plantean que todo proceso de
diferenciacion esta regulado por el balance entre auxinas y citocininas. En general,
segun este modelo, se espera que cuando la relacién auxina/citocinina es alta (A/C>1)
se formen raices (rizogénesis), cuando es baja se produzcan vastagos (caulogénesis)
y con relaciones cercanas a 1 se obtengan callos (Krikorian, 1995; Segura, 2008).

La obtenciéon de brotes in vitro en el género Bougainvillea ha sido lograda
exitosamente con el suplemento de reguladores de crecimiento (PGR) como
bencilaminopurina (BAP) y acido giberélico (AGs) (tabla N° 1). Sin embargo, es
importante tener en cuenta la variabilidad asociada al genotipo de la planta. Es muy
frecuente que, en idénticas condiciones nutritivas y ambientales, las respuestas in
vitro del cultivo de un determinado explante, o de una especie, difieran con el genotipo
empleado (Anand et al.; 2016). Por ejemplo, en ambientes aridos y semiéridos, el
crecimiento y desarrollo de las plantas estan influenciados criticamente por factores
abidticos impredecibles (Bielach et al., 2017), situaciones que favorecen la sintesis de
metabolitos, como las hormonas. Estas, en forma individual o combinadas, participan
de diferentes procesos fisioldgicos, bioquimicos y moleculares que otorgan tolerancia
al estrés abidtico (Wani et al., 2016). Asi, en varias especies lefiosas de ambientes
xerofiticos ha sido observado la formacion de brotes adventicios aun en ausencia de
PGR, lo que podria estar relacionado con la presencia de elevados niveles de
hormonas endogenas en los tejidos cultivados (Boeri et al., 2019).

Por otra parte, la obtencion de callos es una respuesta muy frecuente en el género
Bougainvillea, tanto en cultivos suministrados con reguladores de crecimiento como
en ausencia de ellos (tabla N° 1). Como se mencioné antes, la callogénesis presenta
varios beneficios como la variacibn somaclonal, la obtencion de embriones somaticos
y la produccion de metabolitos secundarios. Este ultimo aspecto adquiere mayor
relevancia, especialmente cuando se trata de especies a las que se les atribuyen
numerosas propiedades medicinales, como es el caso de las bougainvilleas
13
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(Rodriguez Beraud et al., 2014; Figueroa, 2021). En relacion a ello, se ha confirmado
que los extractos de diferentes partes aéreas de Bougainvillea spp. tienen multiples
actividades farmacoldgicas, habiéndose determinado la presencia de hidrocarburos
alifaticos, acidos grasos, alcoholes grasos, compuestos volatiles, compuestos
fendlicos, peltogindides, flavonoides, fitoesteroles, terpenos, carbohidratos vy
betalainas (Abarca-Vargas y Petricevich, 2018).

El enraizamiento es una de las etapas finales del cultivo de tejidos y resulta
fundamental para continuar con la aclimatacion, etapa critica del CTV ya que
determina la supervivencia fuera de las condiciones in vitro y posterior establecimiento
a campo de las plantas (Espinosa et al., 2005). En este sentido, si bien algunos
autores han documentado la rizogénesis de Bougainvillea spp. bajo condiciones de
cultivo de tejidos (tabla N° 1), otros han mencionado también la dificultad de
enraizamiento que presentan los esquejes (Shah et al. 2006; Fanego et al., 2009;
Lakhotia et al., 2014; Ibironke, 2016).

Medio nuftritivo, PGR y Especie Respuesta Autor y
concf-:r_:-tracfdn y explante morfogénica ario
utilizada
MS + BAP (5 mgfl) + AGa E. spectabilis y B. E. spectabilis: 127 Kumari et
(0,1 mg/) peruviana brotes/explante al, 2016
segmentos nodales E. peruwviana:
2,10 brotes/explante
MS + BAP (2 mg/l) + ANA E. glabra 66% explantes Rodriguez
(1 mgfl) - desarrollaron callo Salazar et
hojas al. 2018
MS + BAP (diferentes Bougainvillea spp (no  En todos los casos Escanddn
concentraciones, de 0 a 1 especifica) desarrollo callo et al, 2003
mgfl) + AGa (diferentes
concentraciones 0 y 0,1 segmentos nodales
mg/)
5in PGR
MS + diferentes Bougainvillea spp En todos los casos  Anand ef
concentraciones de 2 4-D (cultivar: Bahbha) desarrolld callo al, 2016
hojas y entrenudos
2 MS + IBA (2.5 mg/l) E. spectabilis 75% explantes Ahmad et
desarrollaron raiz al., 2007

brotes

Tabla N° 1. Estudios de organogénesis en especies del género Bougainvillea.
MS: medio nutritivo de Murashige & Skoog (MS); 2,4-D: acido 2,4-diclorofenoxiacético; IBA: acido

indol-butirico.
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4.4.2 Algunas dificultades del CTV y de su aplicacidén en especies lefiosas

Generalmente, la propagacion natural de especies lefiosas se produce a través de
semillas, las cuales son fuertemente dafiadas por parasitos y depredadores, y
frecuentemente presentan recalcitrancia o diferentes estrategias para regular su
germinacion (como la latencia). Por ello, la propagacion vegetativa mediante técnicas
biotecnolégicas puede ser importante para el suministro adecuado de vitroplantas
como material vegetal para futuros programas de forestacion.

Entre las principales dificultades del cultivo in vitro de especies lefiosas se destacan:
la contaminacion microbiana (Alvarado, 1998), el necrosamiento de los explantes, y
la presencia de alteraciones morfolégicas y fisiolégicas como la hiperhidricidad y la
oxidacion fendlica (Guzman y Gomez-Limm, 1997; Hernandez y Gonzalez, 2010). Asi,
para lograr una micropropagacion exitosa es necesario prevenir y controlar este tipo
de probleméticas.

4.4.2.1 La hiperhidricidad

Uno de los problemas frecuentes en el cultivo de tejidos de especies lefiosas es la
hiperhidricidad. Esta tiene lugar cuando existen desarreglos anatémicos, morfologicos
y fisiolégicos en las plantas cultivadas in vitro, debido a la acumulacion de agua en el
protoplasto. Entre los desérdenes anatomicos se pueden mencionar la presencia de
epidermis y cuticulas delgadas, grandes espacios intercelulares, menor desarrollo del
sistema vascular, estomas anormales y escasos, ausencia de parénquima en
empalizada. Las anormalidades morfoldgicas consisten en la presencia de entrenudos
cortos, color anormal (aspecto vitreo, transparente), arrosetamiento, hojas mas
gruesas, elongadas y arrugadas, tallos de mayor diametro (Olmos et al., 2010). Entre
los desérdenes fisiologicos, se encuentran la mayor absorcion de agua, menor
contenido de clorofila, menor capacidad fotosintética, hipolignificacion, pérdida de
dormancia apical y desarrollo de callo en la base del tallo (Debergh et al., 1981;
Debergh et al., 1992; Cassells y Curry, 2001; Matsumoto et al., 2001; Yuan-Long et
al., 2005). Entre las posibles causas de estas alteraciones se encuentran: el
desequilibrio del potencial osmotico (Lara y Monter, 2002), las altas concentraciones
de citocininas y la presencia de hidratos de carbono en el medio, que puede
desencadenar una hipoxia y acumulacion de etanol en las células, comportdndose
como un factor de estrés que conduce a la hiperhidricidad (Yaseen et al., 2013).
Asimismo, esta respuesta también esta influenciada por el tipo de explante, medio de
cultivo y envases utilizados (Debergh, 1992)

4.4.2.2 La oxidacion de los tejidos

Otro proceso que puede limitar el establecimiento in vitro exitoso es la oxidacion
fendlica de los tejidos, y constituye uno de los problemas mas graves en la
micropropagacion de especies lefiosas.
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Generalmente, todos los vegetales, como producto de su metabolismo secundario,
biosintetizan un elevado nimero de compuestos fendlicos, algunos de los cuales son
indispensables para sus funciones fisiologicas y otros son de utilidad para defenderse
ante situaciones de estrés (hidrico, luminoso, etc.) (Ortega, 2008). Los tejidos adultos
de especies lefiosas, particularmente de angiospermas, liberan al medio de cultivo
pigmentos constituidos principalmente por polifenoles y taninos (Marks y Simpson,
1990). La sintesis de los precursores de fenoles esta directamente influenciada por el
contenido de sales y reguladores del crecimiento en el medio nutritivo. Existen
diferentes alternativas tendientes a controlar la oxidacion fenélica, como la incubacion
de los explantes en oscuridad, la adicion de sustancias antioxidantes o de carbon
activado a los medios de cultivo, el aumento de la frecuencia de los subcultivos, entre
otras (George y Sherrington, 1984; Hernandez y Gonzalez, 2010).

4.5. Unidades encapsulables: consideraciones generales

Inicialmente, la técnica de encapsulacion consistia en recubrir embriones somaticos
con una cubierta gelatinosa como, por ejemplo, de alginato de sodio, para la
produccién de semillas sintéticas. Luego, también se usaron estructuras unipolares
como brotes apicales o axilares, segmentos de raices, etc., capaces de convertirse
en una plantula completa. A estas semillas sintéticas no embriogénicas se las
denomina “unidades encapsulables” y constituyen una alternativa en aquellas plantas
en las que la embriogénesis somatica no esta bien establecida (Khan et al., 2018). Se
define entonces a la tecnologia de la semilla sintética como el revestimiento de
cualquier material vegetal meristematico, ya sea embriones somaticos, meristemas,
brotes o microestacas (Navarro Urefia, 2002).

La matriz de alginato de sodio dentro de la que se encuentra inmerso el explante, le
confiere a éste resistencia a la desecacién y proporciona la presion mecanica
necesaria para retenerlo dentro de la capsula, durante el almacenamiento (West et
al., 2006). Ademas, esta matriz puede desempefiarse como un endosperma sintético,
al ser suplementada con nutrientes y fuentes de carbono (Nieves et al., 1998;
Antonietta et al., 1999; Navarro Urefia, 2002; Alatar y Faisal, 2012).

Por ultimo, la aplicacion exitosa de unidades encapsulables en programas de
conservacion depende de varios factores, tales como la luz, la temperatura y las
condiciones de almacenamiento (Ray y Bhattacharya, 2008). Generalmente, estos
programas utilizan temperaturas proximas a los 4°C para cultivos de clima templado
y entre 10 y 15°C cuando se trata de germoplasma tropical (Keller et al., 2006).

5. Materiales y métodos
5.1 Recoleccion de semillas

Sitio de recoleccion. La colecta se realiz6 en la region fitogeografica del Monte, en el
territorio de la localidad de Carmen de Patagones, partido de Patagones, sur de la
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provincia de Buenos Aires, en las proximidades del “Cerro de la Caballada”, 40°48°'40”
S 62°58°08” O (figura N° 2).
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Figura N° 2. Ubicacion geografica del sitio de recoleccion.

Plantas madres. Se seleccionaron un total de 10 plantas madres de buen porte,
aspecto vigoroso y optimo estado sanitario.

Epoca de recoleccion. La colecta de los frutos se realiz6 entre los meses de octubre
y noviembre de 2018 y 2019.

Manejo de la semilla. Se procedi6 a retirar las bracteas que recubren la semilla y se
seleccionaron aquellas de mejor aspecto (voluminosas y de color verde-amarillento).

5.2 Optimizacion del protocolo de desinfeccion

Se realizaron diferentes tratamientos para la desinfeccion. Para ello, las semillas
previamente aisladas fueron sumergidas en diferentes tiempos de inmersion,
concentraciones y combinaciones de soluciones desinfectantes como etanol,
hipoclorito de sodio (OCINa) y peréxido de hidrégeno (H202) (tabla N° 2).
Posteriormente, bajo la campana de flujo laminar, las semillas se enjuagaron tres
veces con agua destilada estéril (2, 5 y 5 minutos, respectivamente). Luego, las
semillas fueron sembradas en placas de Petri (0,90 x 0,15 cm) con medio nutritivo de
Murashige & Skoog (MS) (1962) diluido a la mitad de su concentracion (%2 MS) y

17



Aplicacion de biotecnologias para la propagacion y conservacion de “monte negro”
(Bougainvillea spinosa (Cav.) Heimerl.)

suplementado con 30 g/l de sacarosa (para los tratamientos t1, t2 y t3) o con 20 g/l de
sacarosa (t4), en condiciones de esterilidad. Para ello, tanto las placas de petri como
los medios de cultivo fueron previamente esterilizados en autoclave por 30 minutos a
120°C de temperatura y 1 atmdosfera de presion.

Soluciones y tiempo Concentracion de
de inmersion sacarosa en el medio
Tratamiento N° 1 | Etanol (70%, 5 min) 30 g/l
(t1) OCINa (20%, 10 min)
Tratamiento N° 2 | Hz20z (30%, 4 min) 30 g/l
(t2) Etanol (70%,1 min)
OCINa (20%, 10 min)
Tratamiento N° 3 | H20z (30%, 4 min) 30 gfl
(t3) Etanol (70%, 5 min)
OCINa (20%, 10 min)
Tratamiento N° 4 | Hz20z (30%, 4 min) 20 g/l
(t4) Etanol (70%, 5 min)
OCINa (20%, 10 min)

Tabla N° 2. Tratamientos de desinfeccion aplicados a la especie en estudio.

Las semillas previamente desinfectadas fueron incubadas en un cuarto de cultivo con
condiciones de luz y temperatura controladas (fotoperiodo de 16 hs luz / 8hs oscuridad
y 21 £ 2°C). Para cada tratamiento se registré el porcentaje de semillas contaminadas
y el porcentaje de semillas germinadas semanalmente, hasta que no se observaron
nuevos eventos germinativos y contaminacion.

5.3 Evaluacion de la germinacién in vitro: pardmetros germinativos y cinéticade
la imbibicion

Las semillas previamente desinfectadas de acuerdo al protocolo establecido en el
punto anterior fueron dispuestas bajo condiciones de esterilidad (campana de flujo
laminar) en placas de petri con medio ¥>2 MS adicionado con 20 g/l de sacarosa. Se
realizaron tres repeticiones de 25 semillas cada una (N=75). Finalmente, se incubaron
en un cuarto de cultivo con condiciones de luz y temperatura controladas (fotoperiodo
de 16 horas luz / 8 horas oscuridad y 21 + 2° C). Se realiz6 un recuento diario de las
semillas germinadas hasta que no se observaron nuevos eventos germinativos (2
semanas).

En este trabajo se consideré6 como semilla germinada a aquella que contaba con la
radicula visible. Finalmente, se evaluaron los siguientes parametros germinativos:
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Capacidad Germinativa (CG): porcentaje de germinacion total, al finalizar el ensayo
(Pece et al., 2010).

Energia Germinativa (EG): porcentaje de germinacién acumulada diaria cuando la
tasa de germinacion fue la mas alta (Gonzalez et al., 2008). EG es uno de los
pardmetros considerados como indicadores del vigor de las semillas (Pece et al.,
2010).

Tiempo Medio de Germinacion (TMG): indica el nUmero promedio de dias utilizados
en la germinacion (Rodriguez Araujo, 2021). Mide la velocidad y la dispersion del
proceso (Bewley y Black, 1986). Se calcula de acuerdo a la siguiente formula:

2D =*ni
TMG = ————
rnt
Donde D: es el numero de dias registrados desde el comienzo de la germinacion, n:
es el numero de semillas germinadas en el dia D y nt: nimero total de semillas
germinadas.

indice de Vigor (1V): expresado bajo la formula

IV= (a/1+b/2+c/3...+z/n) x 100/s

Donde a,b,c...z: es el numero de semillas germinadas en el dia 1,2,3...n; n: es el
numero total de dias que dura el ensayo; s: niumero total de semillas sembradas (Jain
y Saha, 1971)

Los valores de este pardmetro, que también cuantifica la velocidad de la germinacion,
pueden oscilar entre 1-100, habiéndose determinado los siguientes valores:

IV< 5: velocidad de germinacion lenta.

5 £ IV =11,11: velocidad de germinacion mediana.

11,11 S IV £ 33,33: velocidad de germinacion ligera.

IV > 33,33: velocidad de germinacién rapida. (Bradbeer, 1988)

Germinacion Diaria Acumulada (GDA):

GDA=n*100 / Nt

Donde n= es el numero de semillas germinadas por dia y Nt nimero total de semillas
(Trujillo, 1996).

Curva de imbibicién
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Dado que la permeabilidad de las semillas esta intimamente influenciada por las
caracteristicas del tequmento seminal (Méndez et al., 2008), se evalud la cinética de
imbibicién de las semillas desprovistas de bracteas. Para ello, se registro el peso seco
inicial (Pi) de 10 semillas de B. spinosa que luego fueron sumergidas en agua
destilada. Los pesos se registraron y se pesaron al finalizar cada periodo de
imbibicién. El primer registro fue a los 20 minutos del inicio de la imbibicién, y luego
se pesaron cada 30 minutos, hasta que no se observaron variaciones. Entre cada
periodo de imbibicion, las semillas fueron mantenidas en oscuridad, a 25°C. El
aumento en masa de las semillas fue calculado segun Baskin et al. (2004):

% incremento en masa= [(Wi-Wd) /Wd]x100.

Donde, Wi= masa de imbibicion y Wd= masa de semillas secas (previo al ensayo, Pi).

5.4 Multiplicacién de B. spinosa in vitro: induccién a la organogénesis
(caulogénesis, callogénesis y rizogénesis)

Para la inducciébn de organogénesis se realizaron diferentes ensayos de tres
repeticiones de n=10 (N=120). Los explantes (segmentos nodales de
aproximadamente 1,5 cm de alto, provenientes de plantulas in vitro) se cultivaron en
¥%.MS, suplementado con diferentes combinaciones y concentraciones de auxinas,
como el acido indol-butirico (IBA); citocininas, como bencilaminopurina (BAP); y
giberelinas, como el acido giberélico (AG3s) (tabla N°3). Luego, los explantes fueron
incubados bajo condiciones de luz y temperatura controladas (fotoperiodo de 16 hs
luz / 8hs oscuridad y 21 + 2°C).

Medio nutritivo, reguladores de crecimiento y
concentraciones

Tratamiento N°0 | = M5 (sin PGR)
(t0)
Tratamiento N° 1 | 2 MS + BAP (3,0 mg/l) + AG: (0,01 mg/l)
(1)
Tratamiento N° 2 | 72 MS + IBA (2,5 mg/l)
(t2)
Tratamiento N° 3 | 12 MS +IBA (5 mg/l)
(t3)

Tabla N° 3. Tratamientos para organogénesis aplicados a la especie en estudio.
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Las respuestas organogénicas evaluadas fueron: la obtencion de explantes con
brotes; el numero de brotes por explantes (brotes/explante); presencia de callo y
obtencién de raices.

5.5. Unidades encapsulables

Para la formacion de unidades encapsulables (UE) se utilizaron como explante
secciones nodales de vitroplantas. Se realizaron tres repeticiones, de n=10 por
tratamiento (N=90). Bajo la campana de flujo laminar, estos explantes fueron
sumergidos en una matriz de alginato de sodio al 2% (p/v) y recogidos en pequefias
gotas, que posteriormente se dispusieron en una solucion de cloruro de calcio (100
mM), con un tiempo de inmersion de entre 30 segundos y 1 minuto.

Las unidades encapsulables fueron cultivadas directamente en %2 MS (t0) y luego de
una (t1) y dos semanas (t2) de almacenamiento en frio a 4°C (tabla N° 4). Las
unidades encapsulables obtenidas fueron incubadas en condiciones de luz y
temperatura controladas (fotoperiodo de 16 hs luz / 8hs oscuridad y 21 + 2°C).

Condiciones de almacenamiento y cultivo de las UE

Tratamiento N°0 | UE cultivadas en 2 MS directamente, sin almacenamiento
(0) en frio

Tratamiento N°1 | UE cultivadas en 12 MS luego de una semana de
(1) almacenamiento (4°C)

Tratamiento N°2 | UE cultivadas en Y2 MS luego de dos semanas de
(t2) almacenamiento (4°C)

Tabla N° 4. Tratamientos aplicados a las unidades encapsulables de la especie en
estudio.

Al finalizar el ensayo (6 semanas para cada tratamiento), se registré el porcentaje de
unidades que se convirtieron, es decir, en las cuales se observé la aparicion de brotes
por la ruptura de la matriz de las unidades (Ray y Bhattacharya, 2008). Asimismo, se
registro el porcentaje de UE con presencia de callo y con oxidacion.

5.6 Tratamiento estadistico de los datos

Los ensayos de este trabajo fueron realizados con un disefio completamente al azar.
Las repeticiones y el numero de muestra fueron ajustados de acuerdo al tipo de
explante y metodologia utilizada. Las respuestas obtenidas fueron analizadas
mediante el uso del test no paramétrico de Kruskal-Wallis, mediante el programa
Infostat-Stadistical Software libre (Di Rienzo et al., 2020).
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6. Resultados y discusién
6.1 Optimizacion del protocolo de desinfeccion

Entre los diferentes tratamientos de desinfeccion evaluados, el t4 fue el Unico en el
gue no se registraron eventos de contaminacion microbiana. Ademas, el mayor
porcentaje de contaminacion (24%) se obtuvo en el tratamiento t2 (grafico N° 1).

120

100 T T I =

Cantidad de semillas
(%)

tl t2 t3 t4

no contaminadas contaminadas

Gréafico N° 1. Porcentajes de semillas no contaminadas y contaminadas por

tratamiento.
t1: etanol (70%, 5 min), OCINa (20%, 10 min) (30 g/l sacarosa); t2: H202 (30%, 4 min), etanol (70%, 1
min), OCINa (20%,10 min) (30 g/l sacarosa); t3: H202(30%, 4 min), etanol (70%, 5 min), OCINa
(20%, 10 min) (30 g/l sacarosa); t4: H202(30%, 4 min), etanol (70%, 5 min), OCINa (20%, 10 min) (20
g/l sacarosa).

De la comparacion entre tratamientos realizados, surge que la contaminacién
disminuyd junto con la concentracion de sacarosa en el medio de cultivo (de 30 g/l a
20 g/l) y el incremento del tiempo de inmersion en etanol (de 1 a 5 minutos). Como se
menciono en el apartado 4.3, la adicion de hidratos de carbono y otros compuestos
organicos al medio nutritivo lo convierte en un sustrato propicio para el desarrollo de
microorganismos como hongos, levaduras y bacterias. Asi, estos resultados se
condicen con lo informado por Martin (2004) quien indic6é que los medios
suplementados con sacarosa presentaron mayor susceptibilidad a la contaminacion
microbiana. Ademas, la concentracion de este hidrato de carbono incide sobre el
potencial osmatico del medio de cultivo, y éste, sobre el desarrollo fungico.

Cabe mencionar que en todos los casos donde se observo contaminacion (i1, t2 y t3),
ésta fue provocada por microorganismos fungicos (figura N° 3).

22



Aplicacién de biotecnologias para la propagacion y conservacion de “monte negro”
(Bougainvillea spinosa (Cav.) Heimerl.)

Figura N° 3. Contaminacién fungica en semilla de B. spinosa.

Junto con la menor concentracion de sacarosa se observaron otros efectos como la
disminucién de la hiperhidricidad y callogénesis de las plantulas germinadas.

Por un lado, en el t4 se pudo observar que, a diferencia de los demas tratamientos,
las plantulas aqui desarrolladas no presentaron hiperhidricidad (figura N° 4). Asi, la
hiperhidricidad manifiesta en los cultivos con mayor concentracion de sacarosa podria
estar relacionada con el estrés de la plantula causado por hipoxia y acumulacion de
etanol durante la metabolizacion de los carbohidratos (Yaseen et al., 2013). Asimismo,
Lara y Monter (2002) mencionaron al potencial osmético como una de las principales
causas de este fendmeno. Asi, conforme éste se hace mas negativo, cambia el
potencial matricial del medio y ello afecta tanto la absorcién de agua de los tejidos
como el proceso de hiperhidratacion.

Por otro lado, la ausencia de callos en el tratamiento con menor concentracion de
sacarosa (t4) (figura N°4) coincide con lo informado por Rafique et al. (2013) quienes
indicaron que un aumento de sacarosa en el cultivo in vitro resulta en un mayor
crecimiento de callo.

Figura N° 4. Plantulas germinadas en tratamientos con sacarosa 30 g/l y 20 g/I.

A. Plantula germinada en medio ¥2 MS suplementado con 30 g/l de sacarosa; B. Plantula
germinada en medio ¥2 MS suplementado 20 g/l sacarosa.
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En relacién al porcentaje de semillas germinadas, se pudo apreciar que el uso del
peréxido de hidrogeno durante el proceso de desinfeccion y el tiempo de inmersién
en el mismo (en t2, t3 y t4), condujo a una mejora del proceso germinativo (60%,
92,80% y 98,68% de semillas germinadas, respectivamente) en relacion al t1 (50%)
donde no se utilizé peroxido (grafico N° 2). Sin embargo, mientras que el t3 y t4
alcanzaron porcentajes de germinacion proximos al 100%, el t2 no superé el 60%,
resultado que podria relacionarse con el mayor porcentaje de semillas contaminadas
obtenidas en este caso (16,80% semillas contaminadas mas que el t3).

Semillas germinadas
(%)
[=3]
[
—_

1l 12 13 @

Gréafico N° 2. Porcentajes de semillas germinadas por tratamiento.

t1: etanol (70%, 5 min), OCINa (20%, 10 min) (30 g/l sacarosa); t2: H202 (30%, 4 min), etanol (70%, 1
min), OCINa (20%,10 min) (30 g/l sacarosa); t3: H202(30%, 4 min), etanol (70%, 5 min), OCINa
(20%, 10 min) (30 g/l sacarosa); t4: H202(30%, 4 min), etanol (70%, 5 min), OCINa (20%, 10 min) (20
g/l sacarosa).

Por otra parte, la incorporacion de peroxido de hidrogeno en la desinfeccion pudo
haber favorecido la germinacion debido a que este compuesto promueve la
produccion de oxigeno en los tejidos, la ruptura del tegumento seminal y la oxidacion
de inhibidores de la germinacion, como compuestos fendlicos y alcaloides, que suelen
encontrarse en la cubierta seminal (Barba-Espin et al., 2010). Ademas, de la
comparacion de los tratamientos t3 y t4 surge que, si bien el maximo porcentaje de
germinacion obtenido fue similar en ambos casos, el t4 lo alcanz6 en menor tiempo
(segunda y octava semana, respectivamente) (grafico N° 3). Esta aceleracion del
proceso germinativo posiciona al t4 como el mejor tratamiento obtenido, hecho que
podria deberse a la combinacion del uso de perdxido de hidrogeno, previo a la
siembra, con una menor concentracion de sacarosa en el medio de cultivo (de 30 a
20 g/l).
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Grafico N° 3. Porcentaje de semillas germinadas por semana por tratamiento.
t1: etanol (70%, 5 min), OCINa (20%, 10 min) (30 g/l sacarosa); t2: H202 (30%, 4 min), etanol (70%, 1
min), OCINa (20%,10 min) (30 g/l sacarosa); t3: H202(30%, 4 min), etanol (70%, 5 min), OCINa
(20%, 10 min) (30 g/l sacarosa); t4: H202(30%, 4 min), etanol (70%, 5 min), OCINa (20%, 10 min) (20
g/l sacarosa).

6.2 Germinacion in vitro

El ensayo de germinacion mas efectivo (t4) alcanzé una mayor energia germinativa
(EG: 61,33%) en relacién a otras Nyctaginaceas, durante el primer dia de ensayo
(grafico N° 4 y tabla N° 5). Por su parte, Ferrando Pardo et al. (2008) informaron una
EG de 17% al cuarto dia para semillas de Boerhavia repens L. subsp., incubadas en
condiciones similares de temperatura y luz. Asimismo, la maxima capacidad
germinativa registrada en este tratamiento (t4) se obtuvo durante la segunda semana
desde el inicio del ensayo (98,67%) (tabla N° 5), mientras que en B. repens ésta se
alcanzo en la cuarta semana (41%). En cuanto al indice de Vigor establecido por
Bradbeer (1988) se determind para B. spinosa, una velocidad de germinacion rapida
(Iv>33,33), resultado que mejoro lo obtenido para B. repens, cuya velocidad de
germinacion fue ligera (1V:11,11 < 33,33). Esta diferencia puede deberse a las
condiciones experimentales llevadas a cabo para cada una las especies, debido a las
caracteristicas propias del cultivo in vitro, tales como alta humedad relativa y el
contenido de carbohidratos (La Rosa y Quijada, 2020).
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CG EG TMG v
(%) (%) (dias)

0867+231 6133+924 179+035 76.80+353

Tabla N° 5. Parametros germinativos evaluados para B. spinosa.
CG: capacidad germinativa; EG: energia germinativa; TMG: tiempo medio de germinacién; IV: indice
de vigor.
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Grafico N° 4. Germinacion Diaria Acumulada (GDA).

Dado que B. spinosa tiene la caracteristica de dispersar sus semillas dentro del
perigonio, que conserva ademas sus tres bracteas membranosas, Chaparro et al.
(2005) evaluaron el efecto de estas estructuras maternas sobre la germinacién. Los
resultados de este trabajo indican que las mismas ejercen un efecto inhibitorio
obteniendo un valor maximo de germinacion (80%) en ausencia de dichas estructuras.
Por otra parte, Rodriguez Araujo (2021), report6 altos porcentajes de germinacion (94-
100%), tanto en el control como en aquellas semillas que recibieron pre-tratamientos
de escarificacion quimica (durante 5 minutos) y frio-himedo (durante 7 y 30 dias). Los
porcentajes de germinacion informados por estos autores para las semillas de B.
spinosa (sin estructuras maternas) son comparables con los obtenidos en el presente
estudio, donde ademas se obtuvo un TMG menor (1,79 dias) que aquellos informados
para esta misma por Rodriguez Araujo (2021).

Si bien Baskin y Baskin (1998) reportaron que la latencia fisica y fisiolégica son las

estrategias mas frecuentes en arbustos de regiones aridas, en este estudio se pudo

observar que las semillas de B. spinosa desprovistas de bracteas, alcanzaron una

capacidad germinativa alta y lo hicieron rapidamente. Ademas, la energia germinativa
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obtenida también fue superior respecto de lo informado para otras especies de la
familia Nyctaginaceae. Asi, los valores de estos parametros indican que las semillas
de B. spinosa desprovistas de estructuras maternas no presentan mecanismos de
latencia. Esto fue ademas confirmado por la cinética observada en la curva de
imbibicion de las semillas, la cual demostré6 que el proceso germinativo se inicio
inmediatamente junto con la absorcidbn de agua (primera etapa del proceso de
germinacion) (figura N° 5).
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Gréafico N° 5. Curva de imbibicion de las semillas estudiadas.

La cinética de imbibicion observada se manifiesta con un constante incremento de
masa en funcion del tiempo y en el TMG obtenido, cuyo valor fue incluso menor al
reportado por Rodriguez Araujo (2021). Asi, los resultados sobre la germinacién aqui
obtenidos, junto con los informados para esta especie por Rodriguez Araujo (2021),
Beider (2012) y Chaparro et al. (2005), refuerzan la idea de falta de latencia en las
semillas de B. spinosa cuando éstas son despojadas de las estructuras maternas. Sin
embargo, como se menciond anteriormente, este mecanismo representa una ventaja
adaptativa frente a ambientes hostiles, como los del noreste patagonico. Asi, la falta
de latencia podria vincularse con el fenomeno de veceria, es decir, la variacion ciclica
en la produccion de frutos/semillas en los distintos afios, que ha sido observada en
esta especie. Este fendmeno se produce frecuentemente en muchas especies
nativas, especialmente en aquellas que habitan ambientes con marcada amplitud
térmica, en las cuales se ha observado diferencias en las tasas de produccién de
frutos/semillas e incluso en la viabilidad, en un mismo afo (Varela y Aparicio, 2011,
Karlin y Accietto, 2014).

Por otra parte, los resultados de nuestro trabajo indican que las condiciones 6ptimas
propias del cultivo in vitro favorecen los procesos germinativos. De esta manera, este
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estudio constituye la primera evaluacion de la germinacion de B. spinosa bajo
condiciones in vitro.

6.3 Multiplicacion de B. spinosa in vitro: organogénesis
6.3.1 Respuesta: “induccion y proliferaciéon de brotes”

A partir de estudios preliminares en el cultivo in vitro de esta especie, se observé que
la adicion de IBA en los medios nutritivos podria estar asociada a la obtencién de
brotes adventicios de calidad (datos no informados). Por ello, se evalud la induccion
de brotes (caulogénesis) en medios de cultivo suplementados con diferentes
reguladores de crecimiento, entre los cuales se incluyo la adicion de esta auxina (IBA).

Como se menciond en el apartado 4.4.1, segun el modelo de Skoog-Miller, se espera
qgue cuando la relaciéon auxina/citocinina es alta (A/C>1) se induzca la formacién de
raices (rizogénesis), cuando es baja se produzcan vastagos (caulogénesis) y con
relaciones cercanas a 1 se obtengan callos (Krikorian, 1995; Segura, 2008). Sin
embargo, del analisis de las respuestas morfogénicas observadas en el cultivo in vitro
de B. spinosa surge que, a pesar de la adicidon de diferentes reguladores de
crecimiento (t1: BAP 3 mg/l + AGs 0,01 mg/l; t2: IBA 2,5 mg/l), los explantes
presentaron una tendencia a producir brotes adventicios, aun en ausencia de PGR
(t0). Esta respuesta ha sido previamente informada en otras especies lefiosas de
ambientes xerofiticos y podria estar relacionada con mayores concentraciones
enddégenas de hormonas ante las condiciones de estrés donde estas plantas crecen
(Boeri et al., 2019). Estas condiciones favorecen la sintesis de metabolitos
secundarios, especialmente aquellos que median la respuesta de las plantas frente a
situaciones de estrés, como el acido abscisico (ABA) y las citocininas (como el BAP)
(Martinez Pérez et al.,, 2014; Wani et al., 2016). De esta manera, el aumento
significativo en la produccion de brotes observada en t1, podria deberse a que los
niveles totales de citocininas aumentaron producto del efecto conjunto del BAP
adicionado al medio y aquellas citocininas propias del tejido/explante. Asi, en el
tratamiento t1, se obtuvo un incremento tanto en el nimero de brotes/explante (p<
0,0001), como de explantes con brotes (p=0,0071) (graficos N° 6 y 7). En este sentido,
la adicion de auxinas (t2) podria contrarrestar el efecto de las citocininas endégenas
y provocar asi una disminucion en la produccion de brotes, aun por debajo de los
valores obtenidos en el control (t0), a pesar de no verse reflejado en las diferencias
halladas entre éste (t0) y t2 (p>0,05). Asi, estos resultados sugieren la posibilidad de
desarrollar nuevos protocolos de multiplicacion de B. spinosa en medios nutritivos
libres de PGR, disminuir los costos de manejo, especialmente para la
micropropagacion clonal y minimizar los efectos negativos que puedan ser causados
por el uso de reguladores de crecimiento (Boeri et al., 2019).
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Gréfico N° 6. Explantes con caulogénesis, por tratamiento.

t0: sin PGR; t1: BAP 3 mg/l + AGz 0,01 mg/l; t2: IBA 2,5 mg/I
Medias con una letra comUn no son significativamente diferentes (p > 0,05).

Mumero de brotes por explante
L

Gréfico N° 7. Numero de brotes/explante, por tratamiento.
t0: sin PGR; t1: BAP 3 mg/l + AGs 0,01 mg/l; t2: IBA 2,5 mg/|
Medias con una letra comUn no son significativamente diferentes (p > 0,05).

Por otra parte, el resultado obtenido en t1 (3,47 brotes/explante) fue superior al
informado por Kumatri et al. (2016) en segmentos nodales de Bougainvillea spectabilis
y Bougainvillea peruviana (1,27 y 2,10 brotes/explante, respectivamente). Ademas,
para obtener este resultado, Kumari et al. (2016) aplicaron mayores concentraciones
de medio nutritivo (MS) y de reguladores de crecimiento (BAP y AG3s), respecto a los
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adicionados en nuestro trabajo. Por otra parte, el 100% de los explantes con brotes
obtenidos en el tratamiento t1 surgieron de un callo basal (organogénesis indirecta).

Respecto a la morfologia de los brotes obtenidos, en el t1 presentaron un aspecto
vitreo y transparente, con tallos de mayor diametro, entrenudos cortos, hojas
hinchadas, turgentes y fragiles, caracteristicas propias de la hiperhidricidad (Sharry,
2015). Como se mencion6 anteriormente, este fendmeno, estad relacionado a
desordenes fisiologicos como la pérdida de dominancia apical y el desarrollo de callo
en la base del tallo (Cassells y Curry, 2001), respuestas que también fueron
observadas en t1. Por lo contrario, los brotes obtenidos en t0 y t2 no presentaron
hiperhidricidad y, en este Ultimo caso, los brotes alcanzaron una mayor elongacion
respecto al t0 y t1 (figura N° 5). Estos resultados reflejan la influencia de factores como
el tipo de explante, el medio nutritivo y los envases utilizados para el cultivo in vitro,
sobre la hiperhidricidad (Debergh, 1992). Ademas, ante situaciones de alta retencion
de agua en los envases, la presencia de BAP (t1) en el medio nutritivo, podria inducir
este tipo de desordenes, tal como lo informé Debergh (1981).

Figura N° 5. Morfologia de los brotes segun el tratamiento.
A. 10 (sin PGR); B. t1 (BAP 3 mg/l y AGs 0,01 mg/l); C. t2 (IBA 2,5 mgl/l).

6.3.2 Respuesta: “induccion de callos”

Si bien un balance A/C cercano a 1 induce la callogénesis, la presencia de callos aun
en medios de induccién de brotes, tal como fue observada en el ensayo anterior, nos
permitié incluir este tratamiento en la evaluacién de callogénesis. Se analizaron
entonces los tratamientos t0, t1, t2 y t3 (apartado 5.4, tabla N° 3).

En todos los casos se observo la formacion de callo en la base del explante, sin que
se obtuvieran diferencias significativas entre tratamientos (p>0,05) (tabla N° 6). Como
se menciono en el apartado 4.4.1 y tabla N° 1 esta respuesta ha sido obtenida en
explantes de Bougainvillea spp. cultivados en medios nutritivos suplementados con
PGR y en ausencia de ellos.
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10 t1 12 3

667% 2517  9667/% 577 9667/% 577 90%= 14,14

Tabla N°6. Explantes con callogénesis, por tratamiento.
t0: sin PGR; t1: BAP 3 mg/l + AG3 0,01 mg/l; t2: IBA 2,5 mg/l.; t3; IBA 5 mg/l.

Por un lado, Rodriguez-Salazar et al. (2018) obtuvieron un 66% de callos a partir de
hojas introducidas in vitro de B. glabra, con BAP (2 mg/l) y &cido naftalenacético (ANA
1 mg/l). Por otro lado, Escandon et al. (2003) informaron la formaciéon de callos en
diferentes concentraciones de BAP y en ausencia de reguladores, en otras
bougainvilleas. Sin embargo, la callogénesis ha sido también promovida Unicamente
con la adiciéon de auxinas (Anand et al., 2016). Asi, en concordancia con los resultados
obtenidos anteriormente (apartado 6.3.1) la presencia de callo en todos los
tratamientos evaluados podria también asociarse con el balance endégeno hormonal
de estos explantes.

Respecto a las caracteristicas morfologicas de los callos obtenidos en los diferentes
tratamientos, todos ellos fueron friables; presentaron principalmente aspecto vitreo a
verde (sin oxidacion) y, en menor medida, se evidenciaron algunos callos fendlicos
(amarronados, con oxidacién) (figura N° 6). Ademas, se observaron diferencias en
cuanto al tamafo alcanzado. Los callos desarrollados en los medios suplementados
con PGR, presentaron aproximadamente el doble de tamafio que aquellos obtenidos
en t0, transcurrido el mismo periodo de tiempo (3 £ 0.5 cm y 1,5 cm = 0.4,
respectivamente).

Figura N° 6. Tipos de callos.
A. Callo vitreo-fendlico; B. Callo vitreo-verde.
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Como se menciond en el apartado 4.4.1, la obtencion de callos favorece la variacion
somaclonal, la produccion de embriones somaticos vy, particularmente, el desarrollo
de callos vitreos como los obtenidos en este trabajo, lo cual representa una ventaja
para la obtencién de metabolitos secundarios in vitro, aspecto relevante debido al
potencial farmacolégico de esta especie (Rodriguez Beraud et al., 2014).

6.3.3 Respuesta: “induccion de raices”

Respecto a la formacién de raices, nuestros resultados indican que, con la adicion de
IBA (5 mg/l) (t3) se obtuvo un 10% + 10 de explantes con raices (figura N°7), resultado
esperado debido a que las auxinas favorecen la rizogénesis. Sin embargo, el
porcentaje obtenido fue relativamente bajo y no se observaron diferencias
significativas con los tratamientos tO (sin PGR) y t2 (IBA 2,5 mg/l), ambos sin
formacion de raices. Estos resultados difieren con los informados por Ahmad et al.
(2007) quienes obtuvieron un mayor porcentaje de explantes con raices (75%) en B.
spectabilis, cuando adicionaron 2.5 mg/l de IBA al medio nutritivo.

Figura N° 7. Explante con formacion de raices.

El bajo porcentaje de explantes con raices obtenido en este estudio podria estar
relacionado con el balance enddgeno de las auxinas y citocininas en la especie, tal
como se explico en los apartados 6.3.1. y 6.3.2. Al respecto, Fanego et al. (2009)
indicaron que los bajos porcentajes de enraizamiento de las estacas cultivadas de B.
glabra estarian relacionados con la reducida produccién de auxinas endégenas en
esta especie.

De esta manera, nuestros resultados sugieren que B. spinosa, podria presentar
dificultades para el enraizamiento, tal como se describi6 en otras especies del género
(Shah et al., 2006; Fanego et al., 2009; Lakhotia et al., 2014; Ibironke, 2016).

6.4 Unidades encapsulables (UE)

La viabilidad y conversion de los tejidos meristematicos encapsulados depende en
gran medida de factores como la luz, la temperatura y el periodo de almacenamiento.
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Sin embargo, la incubacién bajo condiciones controladas de luz y temperatura de las
UE sin pretratamiento de frio (t0) produjo un porcentaje de conversion similar (10%)
al de aquellas que fueron previamente almacenadas a 4°C, durante 1 (t1) y 2 semanas
(t2) (13,33%, en ambos tratamientos) (grafico N° 8). Ademas, los brotes obtenidos
bajo esas condiciones no presentaron los sintomas de etiolacion (pérdida de color,
tallos delgados y débiles) observados por Ray y Bhattacharya (2008) en Boerhavia
diffusa. No obstante, bajo la misma temperatura (4°C), periodo de almacenamiento (2
semanas) y tipo de explante, el porcentaje de conversion informado por estos autores
fue del orden del 90%, valor superior al obtenido en el presente estudio (13,33%) para
B. spinosa. Estas respuestas podrian estar relacionadas con que, a diferencia de las
unidades encapsulables de B. spinosa, las de B. diffusa fueron suplementadas con
nutrientes (MS) y sacarosa. Como se mencioné en el apartado 4.5, los carbohidratos
presentes en las unidades encapsulables favorecen el proceso de conversion
(Navarro Urefa, 2002).
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Gréafico N° 8. Porcentaje de unidades encapsulables convertidas, por tratamiento.

t0: cultivadas directamente en % MS sin almacenamiento previo; t1: cultivadas en %2 MS luego de una
semana de almacenamiento (4°C); t2: cultivadas en %2 MS luego de dos semanas de almacenamiento
(4°C).
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05).

La conversion de las UE de B. spinosa se inici6 con la activacion de los brotes o yemas
axilares de los explantes nodales y posterior ruptura de la matriz de encapsulamiento
(figura N° 8). Sin embargo, luego de 6 semanas de incubacion en condiciones in vitro,
las plantulas obtenidas presentaron oxidacion. Tanto en t1 como t2, el porcentaje de
unidades encapsulables oxidadas aumentd conforme transcurrio el tiempo de ensayo
(de 0% a 83,33% y de 0% a 73,33%, respectivamente).

33



Aplicacion de biotecnologias para la propagacion y conservacion de “monte negro”
(Bougainvillea spinosa (Cav.) Heimerl.)

Figura N° 8. Unidad convertida.

Mientras que las unidades encapsulables del t0O (sin almacenamiento en frio),
permanecieron sin oxidacién durante las primeras dos semanas y luego mostraron la
misma tendencia que los demas tratamientos (de 0% a 87%) (grafico N° 9). Esta
respuesta podria explicarse con el mayor tiempo de exposicién luminica al que
estuvieron sometidas las UE. En este sentido, George y Sherrington (1984) indicaron
qgue las enzimas involucradas tanto en la biosintesis como en la oxidacion de los
fenoles se incrementan con la luz, por lo que se recomienda mantener los explantes
en la oscuridad unos dias antes de pasarlos a una intensidad luminica baja. Ademas,
el almacenamiento a bajas temperaturas ha sido indicado como una estrategia para
reducir los problemas de oxidacién en explantes (Azofeifa, 2009), lo que explicaria la
ausencia de ésta en los tratamientos t1 y t2 durante el periodo que permanecieron a
4°C.
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Gréfico N° 9. Unidades encapsulables que presentaron oxidacién, por tratamiento.
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t0: cultivadas directamente en %2 MS sin almacenamiento previo; t1: cultivadas en %2 MS luego de una
semana de almacenamiento (4°C); t2: cultivadas en ¥ MS luego de dos semanas de almacenamiento
(4°C).

Por otra parte, el proceso de oxidacion, que se manifiesta con el oscurecimiento y
necrosis de los tejidos, ocurre muy frecuentemente en especies lefiosas cultivadas en
condiciones in vitro y puede comprometer tanto el crecimiento como la viabilidad de
los explantes (Guzman y Gomez-Limm, 1997; Hernandez y Gonzalez, 2010).

Otras respuestas morfogénicas fueron evidenciadas durante el periodo de incubacion
de las UE. En aquellas correspondientes al t0 y al t2 se observé la ruptura de la matriz
de alginato y la emergencia de los explantes por elongacién de los mismos, sin que
éstos produjeran nuevas hojas (20% y 3,33%, respectivamente). Por otro lado, en
todos los tratamientos se obtuvo explantes que desarrollaron callos en el interior de
las unidades, algunos de los cuales aumentaron su tamafio hasta, incluso, emerger
de la capsula (gréafico N° 10 y figura N° 9). Generalmente, estos callos se originaron
en la zona de corte del explante encapsulado (figura N° 9), coincidentemente con lo
informado por Ahmad et al. (2010), quienes postularon que la acumulacion de auxinas
en el punto de lesién estimula esta proliferacion celular.

(%)

UE con callogenesis

Ll ul 12

% Callo emergido % Callo
sih emerger

Gréafico N° 10. Unidades con formacion de callo (callogénesis).

t0: cultivadas directamente en % MS sin almacenamiento previo; t1: cultivadas en ¥ MS luego de una
semana de almacenamiento (4°C); t2: cultivadas en % MS luego de dos semanas de almacenamiento
(4°C).
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Figura N° 9. Unidades encapsulables con callos.
A. Callo dentro de la capsula; B. Callo fuera de la capsula (emergido) y en zona de cortes.

Los resultados obtenidos a partir del encapsulamiento de secciones nodales indican
gue es posible establecer un procedimiento de conservaciéon para B. spinosa, durante
dos semanas, a 4°C, sin que éstos pierdan la viabilidad y capacidad de conversion.
En este sentido, existen evidencias que confirman la idoneidad de una temperatura
de incubacion baja (4°C o alrededor de ella) para el almacenamiento de semillas
sintéticas y la conservacion exitosa de diversas especies como Punica granatum y
Boerhavia diffusa (Naik y Chand, 2006; Ray y Bhattacharya, 2008).

De esta manera, la técnica de encapsulacion mediante propagulos sigue siendo una
alternativa prometedora, especialmente en el caso de las especies lefiosas, que
presentan ciertas dificultades para la propagacion y conservacion (Bapat y Mhatre,
2005). No obstante, sera necesario profundizar este conocimiento de modo de lograr
el control de ciertas respuestas asociadas al cultivo de tejidos in vitro de especies
lefiosas, como el de la oxidacién y la hiperhidricidad.

7. Conclusiones

e La combinacion de la adicion de peroxido durante la desinfeccion y la
disminucion de la concentracion de sacarosa en el medio de cultivo de las
semillas permitié disminuir la contaminacién microbiana y beneficié el proceso
germinativo, tanto por el mayor porcentaje de germinacién obtenido como por
el tiempo en lograrlo.

e Los resultados de los parametros germinativos evaluados y la cinética de
imbibicién de las semillas desprovistas de bracteas demuestran la falta de
latencia fisica de B. spinosa.

e Los brotes adventicios obtenidos ain en medios nutritivos libres de PGR, como
consecuencia de un balance hormonal endégeno favorable, generan la
posibilidad de multiplicar plantas sin la adicion de éstos, y disminuir asi los
costos de manejo asociados al CTV.

e Es posible aplicar protocolos de micropropagacion de B. spinosa por via
organogénica.
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La presencia de callos en diferentes condiciones y medios de cultivo permite a
futuro desarrollar protocolos de produccion masiva de metabolitos secundarios
in vitro.

Ante la escasa formacion de raices obtenidas en este trabajo, resulta necesario
evaluar nuevas metodologias y condiciones experimentales de enraizamiento.

Es posible establecer protocolos de conservacion de esta especie a través de
unidades encapsulables. Sin embargo, el éxito de los mismos dependera en
gran medida, del control o prevencion de la oxidacién fendlica.

Este trabajo constituye el primer reporte de la aplicacion de unidades
encapsulables de Bougainvillea spinosa, y su posibilidad de aplicarlas para
desarrollar protocolos de propagacion y conservacion ex situ de la especie.

Esta tesis permitié generar los primeros avances en el conocimiento sobre la
propagacion sexual y asexual de Bougainvillea spinosa a través del cultivo in

vitro y contribuir asi a su conservacion y uso sustentable.
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