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Titulo: Estudios preliminares del cultivo de tejidos in-vitro de Brachychiton
populneus (Schott & Endl.) R. Br.

Resumen

En este trabajo se logré desarrollar un protocolo para el establecimiento in vitro de
braquiquito. Se ajusté un protocolo de desinfeccion de semillas y se obtuvieron
plantulas germinadas in vitro que se utilizaron como fuente de explantes para la fase
de multiplicacion. Se evalué el cultivo de diferentes explantes (tallo, cotiledones, hojas,
raices) en medios de cultivo con sales y vitaminas de M & S (Murashige &
Skoog,1962) al 50%, suplementados con los siguientes reguladores de crecimiento:
IBA (Acido indol butirico) y BAP (Bencil amino purina) en diferentes concentraciones.
Los mejores resultados en la induccion de brotes fueron obtenidos en el tallo con 2/3
brotes promedio por explante en el medio con las sales y vitaminas M&S reducidas al
50% de su concentracion y con reguladores de crecimiento.

INTRODUCCION

Descripcion de la especie

Brachychiton populneus (Schott & Endl.) R.BR es una especie arbérea siempreverde,
que pertenece a la familia Sterculiaceae del orden Malvales (Figura 1). Es conocido
tanto por sus nombres vulgares braquiquito, brachichito, arbol botella y en Australia
como kurrajong. Brachychiton deriva del griego brachys = corto y chiton = tunica o
cubierta, en alusién al corto tomento que recubre a las semillas o la cubierta externa
persistente de las semillas. El epiteto especifico populneus hace referencia al género
Populus L. (familia Salicaceas), del latin populus-i = chopo, alamo, con el sufijo —eus-
a-um, que indica semejanza, por el parecido de sus hojas con el dicho género. Es un
arbol de rapido crecimiento, de hasta 10-12 metros de altura, con hojas perennes o
semicaducas. El tronco es recto con forma de cono y su corteza lisa, verde azulado,
salpicada de cortos surcos longitudinales mas palidos. Presenta una copa densa,
piramidal cuando joven y redondeada en los ejemplares adultos; las ramas exteriores
son colgantes, con ramillas glabras (Martinez Carretero, 2018).
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Figura 1: Brachychiton populneus. Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales. Fuente:
Propia

Las hojas presentan disposicion alterna, de forma lanceolada a ovado-lanceoladas, a
veces cordiformes, rara vez rémbicas, de 6 a 12 cm de longitud, con un largo peciolo
glabro de 3 a 8 cm de largo. A su vez, son de color verde oscuro brillantes arriba, mas
palidas o glaucescentes debajo, enteras o con 1 o 2 l6bulos laterales cortos, o
profundamente 3 (-5) lobulados en subespecie trilobus (Guymer, 1988); las estipulas
son caducas, estrechamente triangulares, acuminadas, escasamente puberulentas, de
4a7mmdelargoy 0.7 a 1.2 mm de ancho.

Las inflorescencias son densas paniculas axilares, con flores unisexuales por aborto
de uno de los sexos, acampanadas, de 1-1,5 cm de diametro, de color crema o verde
palido en el exterior y verde palido o blanco amarillento y manchado o moteado de rojo
por dentro, rara vez rojo por dentro (Guymer, 1988).Las flores masculinas son de color
blanco y glabras arriba, rojas y glandulares puberulentas en la base; las femeninas son
de color crema o verde palido y glabras en la parte superior y rojas y glandulares
puberulentas en la base. Ambas flores tienen alrededor de 20 estambres (Guymer,
1988).

Los foliculos son glabros por fuera, elipsoide-ovoides a anchamente ovoides,
estipitadas, rostradas, de 2-7 cm de largo, 1,5-3 cm de ancho; pericarpio de 1-2 mm de
espesor; estipites retorcidos, 12-50 mm de largo, 1-5 mm de diametro; apices
aristados, deltoides o poco profundos triangulares, acuminados u obtusos, erectos o
curvados, 5-15 mm de largo; pericarpio estrellado hirsuto en el interior (pelos
ocasionalmente con 2 ramificaciones); exotestas estrellado-hirsuto debajo de la mitad
(pelos ocasionalmente con 2 ramificaciones), glabras en la parte superior (Guymer,
1988).
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Las semillas 4-18 por foliculo, ovoides, lisas, 6,5-8 mm de largo, 4,5-5 mm de diametro
(Guymer,1988)

Distribucion

Brachychiton populneus (Sterculiaceae) (Schott & Endl.) R. Br. crece naturalmente
desde las zonas costeras mas humedas hasta el interior semiarido de Victoria, Nueva
Gales del Sur y Queensland (Australia) entre las latitudes 37°30'S y 19°40'S. Se ha
plantado ampliamente como un arbol ornamental en el suroeste de Australia (Figura
2). En Victoria, se limita principalmente al area del rio Nevado, pero tiene una amplia
distribucion en Nueva Gales del Sur, desde la costa hasta las mesetas (hasta 1000 m)
y las laderas occidentales, con ocurrencias aisladas de las llanuras occidentales. En
Queensland, esta restringido a los distritos de Moreton, Darling Downs (este), Wide
Bay y Burnett, con casos aislados en el distrito de Leichhardt, (Guymer, 1988). En
Argentina, asi como en su lugar de origen, suele encontrarse asociado a bosques del
género Eucalyptus sp.

e

Figura 2: Mapa de distribucién del Género Brachychito en Australia. Fuente: Guymer,
G. (1988).

Usos

A lo largo de su historia, se han encontrado diferentes aprovechamientos de especies
del género Brachychiton. Los antiguos aborigenes, se alimentaban de sus semillas al
tostarlas. La madera, suave al tacto y elastica, se utilizaba como escudo protector, y
con las fibras de la corteza se hacian sandalias y ropajes. '

Las poblaciones nativas en tierras agricolas, a menudo los retienen para proporcionar
sombra densa y forraje de sequia. Las hojas cortadas de las ramas son nutritivas y
deseables para almacenar, sin embargo, el consumo de la fruta puede causar

Ihttps://www.antestodoestoeracampo.net/brachichito/
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enfermedades. Los arboles de raices profundas tienen un impacto minimo en el cultivo
y también apoyan la produccién de miel. Las semillas molidas se pueden preparar en
un sustituto del café o agregarse al pan. La raiz primaria hinchada, parecida a la
zanahoria, es nutritiva y agradable y el exudado de la goma también es comestible. La
fibra extraida del tallo se ha utilizado en la fabricacion de cordeles y redes (Taverner,
2000).

Recientes estudios han demostrado que el aceite de las fibras de las semillas es mas
rico en tocoles, clorofilas y carotenoides que el aceite de las semillas. Estos
compuestos poseen propiedades antioxidantes. También se demostré una correlacion
positiva entre el acido oléico en el aceite de semilla de fibra y linolénico y acido
esterculico en el aceite de semilla (Mokbli et al, 2017). El acido linoleico conjugado
(ALC), un acido graso de la serie omega-6 puede influir positivamente sobre el exceso
de grasa corporal (Baddini et al, 2009). Los primeros informes sobre los efectos
positivos del ALC fueron publicados hace mas de 20 afos. Los resultados atribuian al
ALC un papel reductor de la grasa corporal (Pariza & Ha, 1990) y también un efecto
anticarcinogénico. Ademas de otros efectos benéficos tales como son la reduccién de
la grasa corporal acumulada, el aumento de la masa magra, la reduccion de los
sintomas de arteriosclerosis e hipertension, la mejora del sistema inmunoldgico, la
reduccion de la inflamacion y efecto favorecedor de la mineralizacién ésea, asi como
su utilidad en la prevencion y tratamiento de alergias alimentarias (Forga et al, 2006;
Valeille et al, 2005; Gomez Ayala, 2009).

Alia et al (2019) realizaron investigaciones en hojas frescas y secas y también en
ramas frondosas molidas secadas al aire. Por medio de metanol 70% obtuvieron
extracto de B. populneus y dieron como resultado el aislamiento e identificacién de
diecisiete  flavonoides  mediante  diferentes técnicas  cromatograficas vy
espectroscopicas; once de ellos reportados por primera vez desde esta planta.
También investigaron la actividad potencial del extracto de B. populneus contra
aloxano que induce estrés oxidativo y diabetes en ratas macho. El extracto revirtio los
valores de peso corporal de las ratas diabéticas inducidas por aloxano a los de los
animales de control después de 24 h. Ademas, el extracto de B. populneus
contrarrestd el efecto del estrés oxidativo inducido por el aloxano provocando un
aumento significativo en el nivel de contenido de glutation y una disminucion relativa
del nivel de malondialdehido y contenido de 6xido nitrico en suero después de 24 h de
tratamiento en comparacion con ratas diabéticas inducidas por aloxano y con control
normoglucémico.

Propagacion del braquiquito

La propagacién de braquiquito en viveros se puede realizar mediante semillas
(propagacion sexual) o esquejes apicales (propagacién vegetativa).

Segun el sitio web del Centre for Australian National Biodiversity Research (CANBR)
(https://www.anbg.gov.au/gnp/interns-2002/brachychiton-populneus.html) las semillas
germinan facilmente; la inmersion en agua tibia durante 12 horas mejora el porcentaje
de germinacion. Los esquejes de plantas con caracteristicas deseables pueden
injertarse en portainjertos de plantulas. Las plantas de hasta 2 m responden bien al
trasplante si se conserva la raiz principal y se recortan las ramas para reducir la
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pérdida de agua. No se han encontrado otros reportes sobre la propagacion sexual o
asexual, incluida la propagacionin vitro de esta especie.

Cultivo in vitro de especies lefiosas

El cultivo de tejidos vegetales in vitro es un conjunto de técnicas que permiten el
mantenimiento y/o crecimiento de células o tejidos en un medio nutritivo y en
condiciones ambientales controladas. Involucra diferentes técnicas y uno de los
objetivos de la aplicacion de estas es regenerar plantas a partir de explantos o
explantes (apices de raices o de tallos, primordios de hojas, primordios o partes
inmaduras de flores, frutos inmaduros, 6rganos aislados, embriones maduros o
inmaduros, segmentos de o6rganos de tallo o de hojas, ovarios, 6vulos, anteras vy
polen) cultivados en medios nutritivos adecuados y en forma aséptica (Sharry et al,
2015).

El cultivo in vitro se basa en el principio de totipotencia, que indica que cualquier célula
vegetal contiene una copia integra del material genético de la planta a la que
pertenece sin importar su funciéon o posicién en ella, y por lo tanto tiene el potencial
para regenerar una nueva planta completa (Ferl & Paul, 2000). El término cultivo in
vitro de plantas, se refiere a cultivar plantas dentro de frascos de vidrio en un ambiente
artificial (Castillo, 2004). La division y desdiferenciacién de las células se puede inducir
colocando porciones de tejido (explantes) en un medio de cultivo adecuado que
contenga los nutrientes y los aditivos necesarios (Pierik, 1988). En la actualidad, el
cultivo in vitro tiene amplios usos, por ejemplo realizar estudios tedricos sobre
fisiologia y bioquimica general; para la obtencion de plantas libres de patdgenos; para
la conservacion de germoplasma; producir metabolitos secundarios; mejorar la
genética mediante la induccidon de mutaciones, la seleccién in vitro o la hibridacién
somatica; introducir nuevas caracteristicas en las plantas mediante ingenieria genética
y propagar de manera masiva las plantas (micropropagacion) (Roca & Mroginski,
1991).

La micropropagacién es una alternativa importante a la propagacion de plantas
convencionales. Implica la produccion de plantas completas utilizando explantes
(como yemas apicales o laterales, segmentos de hoja, segmentos de raiz o flores,
protoplastos), en condiciones asépticas, controlando las condiciones ambientales de
cultivo y los nutrientes. La misma, puede abordarse cuando los métodos
convencionales no son posibles debido a dificultades técnicas, tiempo de
multiplicacién muy largo, y/o costo de produccién (Pérez Ponce, 1998).

El proceso de micropropagacion de plantas incluye 5 etapas bien definidas (lanicelli &
Escandon, 2015):

Etapa O: el precultivo, que se refiere al tratamiento de la planta madre.

Etapa 1: introduccién in vitro, incluye al proceso de desinfeccién y establecimiento del
cultivo.

Etapa 2: multiplicacién, implica el incremento de la masa de material vegetal.

Etapa 3: enraizamiento en donde se induce el desarrollo de raices
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Etapa 4: aclimatacion, en la que se adapta a la planta a vivir fuera de la condicion in
vitro.

Etapa 0: Preparacion de la planta madre.

Para que el cultivo in vitro sea exitoso y mantenga condiciones asépticas, se deben
utilizar explantes con un nivel nutricional y grado de desarrollo adecuado. Para lo
mismo, se recomienda mantener una planta madre (planta donadora), bajo
condiciones controladas como por ejemplo un invernadero. De esta manera, se podra
controlar la nutricibn y riego que permitirdn un crecimiento vigoroso y libre de
enfermedades. Otra opcion es introducir semillas desinfectadas in vitro, para obtener
plantulas libres de microorganismos, y a partir de ellas, obtener los explantes para
iniciar la etapa de multiplicacion.

Etapa 1: Desinfeccidon del material vegetal.

Una vez elegida la planta madre, se seleccionaran los explantes a partir de los cuales
se llevara adelante el cultivo que puede ser cualquier tejido u érgano de la planta.
Antes de extraer los explantes se desinfectan los fragmentos de la planta madre para
eliminar los contaminantes externos. En el caso de la utilizacion de semillas, las
mismas pasan por un proceso de desinfeccion que debe ajustarse para cada planta.
Una vez desinfectado el material vegetal, se debe mantener en condiciones de
asepsia, por eso se trabaja en cabinas de flujo laminar con materiales esterilizados.
Los explantes esterilizados se introducen en recipientes adecuados a su tamafio y tipo
que varian en funcion del cultivo in vitro al que estan destinados. Se pueden utilizar
botellas de cristal de borosilicato, tubos de ensayo, matraces Erlenmeyer y los propios
biorreactores (Jaiswal et al, 2017).

Etapa 2: Introduccién del material in vitro.

Luego de la desinfeccion superficial, las semillas, las yemas, u otro tipo de explante,
se colocan en medio de cultivo estéril, los que contienen nutrientes esenciales para el
crecimiento in vitro de células y tejidos vegetales. Una seleccion correcta es
importante para obtener un cultivo celular productivo y exitoso. EI medio de cultivo mas
empleado para la micropropagacion y el cultivo de meristemos apicales es el MS
(Murashige & Skoog) (Merillon, 2007).

Etapa 3: Multiplicacién de los brotes.

En esta fase, se espera que los explantes que sobrevivieron las etapas anteriores,
originen brotes, callos y raices, iniciando la morfogénesis. Estos nuevos brotes se
deben subcultivar en un nuevo medio mediante divisiones y resiembras en tubos de
cultivo u otros recipientes adecuados. Estas operaciones se realizan en la camara de
flujo laminar o en un lugar aislado que nos permita mantener las condiciones de
asepsia. De esta forma aumenta el numero de plantas en cada repique o divisién de
las plantas (Rodriguez Amaro, 2018).

Etapa 4: Eleccion de un medio de enraizamiento de los explantes.

Los brotes obtenidos durante la fase de multiplicacion se transfieren a un medio libre
de reguladores de crecimiento o que solo contenga hormonas del tipo auxinas. Las
auxinas participan en la division celular, en la elongacién y en la diferenciacion
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radicular. Algunas son el Acido Indol-3-Acético (AIA), el Acido Indol-3- Butirico (AIB), el
Acido 1-Naftalenacético (ANA) y el Acido 2,4- diclorofenoxiacético (2,4,-D)(Uribe et al,
2012). En las especies herbaceas es relativamente facil mientras que en las lefiosas
es complicado por la limitada capacidad rizogénica, que se relaciona a su vez, con el
genotipo y la edad del material a propagar. El enraizamiento puede realizarse tanto en
condiciones in vitro como ex vitro bajo condiciones de invernaculo.

Etapa 5: Aclimatacion y rusticacion de las plantas.

Se busca una transicion entre las condiciones de cultivo in vitro y las condiciones
naturales del medio externo donde se incorporara la planta. El estrés asociado a la
evapotranspiraciéon acelerada de las plantas durante las etapas iniciales del trasplante
puede reducir considerablemente la tasa de supervivencia. Por ello, es conveniente
contar con instalaciones de invernadero o camaras de crecimiento adecuadas para
brindar temperatura y humedad relativa moderadas, que permitan lograr la rusticacién
de las plantas en forma progresiva. Bajo condiciones ex vitro, se utilizan diferentes
sustratos, mezclas de tierra y arena y/o abonos, los cuales conviene que estén
debidamente esterilizados. En cambio, bajo condiciones in vitro, se induce el
enraizamiento y posteriormente los brotes son establecidos en las condiciones de
adaptacion, usando una humedad relativa alta durante el periodo de aclimatacién, la
cual se va reduciendo gradualmente hasta alcanzar el nivel normal en invernadero o
campo (Pierik, 1990).

El material vegetal y las condiciones fisicas y quimicas que se crean, determinan el
crecimiento y desarrollo in vitro de una planta. En el caso del material vegetal, influye
la constitucidn genética y la edad de la planta, la edad del érgano o tejido, el estado
fisioldgico, el estado sanitario, la posicion del explante dentro de la planta, el tamano,
el ambiente y las condiciones en el que se ha desarrollado la planta madre, el tipo de
corte que se realice y la forma en la que se coloque el explante en el medio (Roca &
Mroginski, 1991).

Los factores fisicos que influyen en el establecimiento in vitro de los explantes son
principalmente la luz (intensidad y fotoperiodo), la temperatura, el pH, la humedad
relativa y la concentracién de O2 y CO2. Las condiciones de luz y temperatura que se
eligen para el cultivo in vitro generalmente son las que constituyen un 6ptimo para el
crecimiento y el desarrollo del material experimental in vivo (Pérez Ponce, 1998). En
cuanto a las condiciones quimicas, quedan establecidas por los componentes
nutritivos del medio de cultivo, agua, azucar, macro y microelementos, reguladores de
crecimiento, vitaminas y agar. El medio nutritivo cumple con dos funciones principales:
proporcionar soporte fisico y todos los nutrientes necesarios para el desarrollo del
explante, es por eso que su investigacion es de crucial relevancia (Roca & Mroginski,
1991).

En lo que concierne a la nutricion mineral, se compone de macro y micronutrientes. Se
han formulado muchas soluciones nutritivas. La mas utilizada es la formulacion MS
(Murashige & Skoog, 1962), otros medios de cultivo son LS (Linsmaier & Skoog, 1965)
que es una revision del medio MS donde se modifica la composicién de las vitaminas;
White (White, 1963); B5 (Gamborg et al., 1968); Nitsch (Nitsch & Nitsch, 1969)
desarrollado para el cultivo de anteras; WPM (Lloyd & McCown, 1980) para el cultivo
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de plantas lefiosas. La planta con la que se trabaja y la etapa de micropropagacion
determinan la eleccion de la solucién nutritiva. El pH suele estar entre 5,0 y 6,5 ya que
pH mas bajo o mas alto frenan el crecimiento y desarrollo in vitro. Con respecto a los
reguladores de crecimiento, pueden dividirse en hormonas, compuestos organicos
sintetizados por las plantas superiores y otros productos sintéticos que actuan de
forma semejante. Estos son responsables de la distribucién de los compuestos que la
planta biosintetiza y que determinan el crecimiento relativo de todos los 6rganos de la
planta (George, 2008).

Las especies lefilosas ornamentales, constituyen cultivos de gran importancia
ambiental y econdmica en el arbolado urbano y parquizado. Para su propagacion, se
utilizan diferentes vias. Estas se relacionan con la especie, los recursos y las
tecnologias disponibles. Una alternativa para multiplicar especies arbéreas es el
empleo de las técnicas de cultivo de tejidos vegetales.

Con el cultivo de tejidos vegetales, utilizando partes aisladas de la planta (semillas,
embriones, hojas, tallos, raices, flores, frutos, anteras, microsporas, células,
protoplastos, etc.) se puede llevar a cabo la clonacion de arboles con el fin de obtener
su mejoramiento genético, propagacion masiva o simplemente recuperarlo si éste se
encuentra dentro de alguna categoria de extincion (Roca & Mroginski, 1993; Pierik,
1997). Varias especies forestales se propagan por esta via, géneros como Pinus,
Thuja, Quercus, Picea, Abies, Sequoia, Pawlonia, Ulmus, Eucalyptus, entre otros ya
sea por medio de la regeneracion de brotes (organogénesis) o por la formacion de
embriones somaticos (embriogénesis somatica) (Nehra et al., 2005).

Sin embargo, la micropropagacion de especies arbéreas esta limitada debido a los
problemas de contaminacion, oxidacién y recalcitrancia, por lo que se requiere
implementar los protocolos para la desinfeccion y multiplicaciéon para cada especie
(Orellana, 1998).

Por ello, uno de los cuellos de botella para la propagacion in vitro de especies lefiosas,
es establecer cultivos libres de contaminantes ya que el éxito de las primeras etapas
del cultivo in vitro puede verse reducido por la presencia de microorganismos. La
etapa 2, de introduccion in vitro de explantes, es dificultosa cuando el material a utilizar
proviene de plantas que crecen a campo. Esta situacion se genera por las condiciones
fisicas del cultivo que conforman un ambiente propicio para su desarrollo. La principal
fuente de contaminacion en el cultivo de tejidos vegetales se produce por la presencia
de microorganismos superficiales y sistémicos de la planta donadora. Se deben
descartar los individuos que estén en mal estado fitosanitario, realizar procedimientos
de desinfeccion adecuados, utilizando desinfectantes superficiales y fungicidas, para
poder controlar la contaminacion superficial. A pesar de esto, el material puede no
quedar completamente estéril, debido a que es probable que se presenten
microorganismos sistémicos como virus, bacterias y hongos. Algunos de estos
contaminantes se pueden tratar con el uso de antibiéticos o de tratamientos de
quimioterapia y termoterapia (Razdan, 2003). A su vez, es necesario trabajar en
ambientes adecuados, esterilizar los medios de cultivo y realizar los cultivos siguiendo
ciertas normas de asepsia (Roca & Mroginski, 1991). Una de las opciones para
obtener un material de partida libre de contaminantes, es utilizar plantulas germinadas
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in vitro, de las cuales se obtendran los explantes para iniciar el proceso de
micropropagacion.

La oxidacién y oscurecimiento de tejidos cultivados in vitro, se puede definir como la
oxidacion, por radicales libres, de diferentes componentes celulares, asi como la
oxidacién de compuestos fendlicos catalizada por la enzima polifenol oxidasa (PPo)
para producir quinonas, las cuales son especies quimicas muy reactivas y propensas a
reaccionar, generando dafo e incluso la muerte celular (Amiot et al. 1996, Bray et al.
2000). El explante, durante su cultivo in vitro, sufre siempre en mayor o menor medida
situaciones de estrés, ocasionadas por danos mecanicos o por las condiciones del
cultivo (como la composicion del medio). Estas situaciones estimulan el metabolismo
de los compuestos fendlicos. Se produciran reacciones de hipersensibilidad por la
sintesis de fenoles, como la exudacion al medio del contenido de las células
deterioradas. Las células vecinas de las que inicialmente fueron lesionadas seran
afectadas, llevando finalmente a una muerte prematura (George, 2008). Como los
fenoles pueden alterar eventos morfogenéticos y/o de crecimiento y desarrollo, se
hace necesario controlar el efecto de la oxidacion en el cultivo de tejidos.

Las especies lefiosas en general son caracterizadas como recalcitrantes al CTV. Una
planta o una fase de su desarrollo, puede ser calificada como recalcitrante al cultivo de
tejidos, cuando a pesar de manipular las condiciones del cultivo (concentracion de
sales, nitrogeno, reguladores de crecimiento, entre otros) no produce la respuesta
deseada (Bonga & Klimaszwewska, 2010; Benson, 2000).

Resulta necesario optimizar las condiciones de cultivo de cada especie, con el objetivo
de mejorar las caracteristicas de crecimiento en condiciones in vitro.

Importancia del estudio

En la actualidad, no se han encontrado reportes de la propagacion in vitro de esta
especie. Por ello, se propone ajustar las condiciones para establecer explantes de
Brachychiton populneus in vitro, que permitan avanzar en la micropropagacion. Esto
permitiria la multiplicacion de individuos a gran escala para uso en silvicultura urbana.

Objetivo general

Ajustar las condiciones de cultivo in vitro de Brachychiton populneus (Schott & Endl.)
R.BR que permitan avanzar en su micropropagacion

Objetivos especificos.

- Establecer las condiciones y medios de cultivo para la germinacion in vitro de
semillas de B. populneus

- Introducir in vitro diferentes explantes provenientes de las vitroplantulas

- Evaluar las respuestas de los explantes cultivados in vitro.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacién del lugar de estudio y obtencion de material vegetal

Los ensayos se desarrollaron en el laboratorio de cultivos de tejidos (ex Ceprove, hoy
parte del LIMAD) de la FCAyF-UNLP en el periodo 2017 a 2018.
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Colecta de semillas

Las semillas de B. populneus se recolectaron de un arbol en fructificacion (mes de
febrero) situado en el Parque Saavedra, localidad de La Plata, Provincia de Buenos
Aires (34°55'50"" S 57°56°31"" O), Republica Argentina. El arbol se seleccion6 en
funcion de su fenotipo que presentd caracteristicas tales como: estado fisioloégico
activo, crecimiento vigoroso, sin enfermedades visibles.

Figura 3: Imagen satelital del Parque Saavedra, Ciudad de La Plata, en donde se
observa en color azul, la ubicacion del arbol semillero de Brachychiton populneus del
cual se recolectaron los frutos. Fuente: Google Earth

Figura 4: Planta madre de Brachychiton populneus en Parque Saavedra, La Plata.
Fuente: Propia.

Germinacion in vitro
Acondicionamiento de las semillas

El pericarpio de los frutos se retiré para obtener las semillas. Las mismas se lavaron
con agua Yy detergente. Posteriormente, se escarificaron con agua corriente
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sumergiéndolas en agua por 24 horas, con la finalidad de remover los inhibidores
quimicos presentes en la cubierta y ablandar la testa (Patifio et al., 1983; Hartmann &
Kester, 1988; FAO, 1991).

Figura 5: A: semilla de Brachychiton populneus, 1 cm de longitud. Fuente: Propia

Desinfeccion de las semillas

Materiales
1. Desinfeccion: Funguicida: Funguicap (Kasumin y Captan); Etanol; hipoclorito
de sodio; tween 80; agua corriente esterilizada; agua destilada esterilizada.
2. Equipamiento e instrumental: destilador de agua; balanza; autoclave; flujo
laminar; tijeras, pinzas y bisturi; botellas de vidrio; frascos de vidrio (55 mm
diametro, 72 mm altura), film y Parafilm®; camara de cria.

Se procedio a esterilizar el material, los envases de vidrio, pinzas y medio de cultivo a
utilizar por autoclavado, durante 20 min a 0,1 MPa de presion.

Procedimiento

Las semillas acondicionadas se desinfectaron como se detalla a continuacion:

—_—

Remocién de la cubierta de las semillas con pinzas.

2. Tratamiento de las semillas con fungicida por 1 hora, agitando cada 15

minutos.

Lavado con agua corriente.

4. Inmersién de las semillas en etanol 70%, luego inmersién de las mismas en
hipoclorito de sodio con gotas de tween 80.

5. Lavado de las semillas con agua destilada estéril, bajo campana flujo laminar

(3 veces)

w

Se ensayaron tres tratamientos que combinan agentes, concentracion de los mismos y
tiempos de inmersion, tal como se detalla en la tabla 1.
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Tabla 1
Tipos de tratamientos empleados para la desinfecciéon de semillas de Brachychiton
populneus.
Tratamiento Concentracion  Tiempo (minutos)
1 Fungicida 1 capsulallitro 60
Etanol 70% 1
Hipoclorito de sodio 10% 30
Tween 80 3 gotas 30
2 Fungicida 1 capsulallitro 60
Etanol 70% 1
Hipoclorito de sodio 50% 30
Tween 80 2 gotas 30
3 Fungicida 1 capsulallitro 60
Etanol 70% 1
Hipoclorito de sodio 30 30
Tween 80 3 gotas 30

Nota. El Tween 80 se utilizé junto con el hipoclorito de sodio, agitando 3 veces cada
10 minutos.

En cada tratamiento se desinfectaron 40 semillas.

Introduccion in vitro de las semillas desinfectadas

Las semillas desinfectadas se sembraron bajo campana de flujo laminar, en envases
con un medio de aislamiento conformado por agar 7 g/L, sacarosa y agua destilada.
Las condiciones de cultivo que se tuvieron en cuenta fueron: temperatura 25 °C con
fotoperiodo de 16 horas luz, durante 45 dias.

Se realizaron dos ensayos diferentes. El primero consistié en analizar la influencia de
la presencia de sacarosa en el medio de aislamiento. Se realizaron dos tratamientos
uno con sacarosa 30 g/L y otro sin sacarosa, ajustando el pH a 5,7. El segundo
ensayo consistio en la utilizacion de recipientes diferentes, frascos de vidrio de 150 ml
y tubos de ensayo de 50 ml, con el fin de poder determinar las condiciones éptimas
para la germinacion y desarrollo de la plantula.

Se sembraron las semillas en frascos de vidrio (6 por frasco) y en tubos de ensayo (1
semilla por tubo), sellando los recipientes con Parafilm.
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Durante el proceso, se realizaron observaciones semanales, para evaluar la presencia
de contaminacion, la germinacion vy el aspecto de las plantulas.

Multiplicacion de brotes

Las plantas axénicas obtenidas por la germinaciéon de semillas in vitro se utilizaron
como fuente de explantes (Figura 6).

"aey
TREw

Figura 6: Planta madre de Brachychiton populneus, en tubo de ensayo con medio de
cultivo de aislamiento conformado por agar 7 g/L, sacarosa y agua destilada. Fuente:
Propia

Se probo la respuesta de diferentes tipos de explantes (Tabla 2) al medio de cultivo
MS (Murashige & Skoog, 1962), con diferentes concentraciones de acido indol butirico
(IBA) y bencil amino purina (BAP) para estimular la multiplicacion (Anexo 1). Se
cultivaron cotiledones, hojas, tallo y raiz en placas de Petri selladas con Parafilm.
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Tabla 2
Tipos de explantes de Brachychiton populneus utilizados para la multiplicacion de
plantas.
Explante Medio de cultivo
P Anexo 1
Cotiledones A

Hojas B

Tallo A

Raiz B

Nota. Explantes en cajas de Petri con medio de cultivo MS (Murashige & Skoog,
1962), Anexo 1.

Enraizado de brotes y desarrollo de plantulas

Los brotes obtenidos de la etapa multiplicacién, se separaron bajo campana de flujo
laminar y cultivados uno por frasco, en medio de cultivo Gamborg (1968) adicionado
con carbon activado 1 g/L (Anexo 1, C) para poder superar problemas de oxidacion
(Roca & Mroginski, 1991).
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RESULTADOS

Germinacion de las semillas in vitro

Se observé que en el tratamiento 1 (Tabla 1) el cual posee una menor concentracion
de hipoclorito de sodio, las semillas se contaminaron al cabo de 7 dias. Por otro lado,
las semillas sometidas a los tratamientos 2 y 3 no se contaminaron y tuvieron un
porcentaje de germinacion del 80%.

Tabla 3
Resultados de los tratamientos realizados a las semillas de Brachychiton populneus.

Tratamiento Resultado

s
Nota. Tratamiento 1: semillas tratadas con fungicida (1 capsula/litro) 60 minutos,
etanol 70% 1 minuto, hipoclorito de sodio al 10 % 30 minutos y 3 gotas de tween 80;
se contaminaron al cabo de 7 dias. Tratamiento 2: semillas tratadas con fungicida (1
capsulallitro) 60 minutos, etanol 70% 1 minuto, hipoclorito de sodio al 50 % 30
minutos y 3 gotas de tween 80; no sufrieron contaminaciéon y germinaron.
Tratamiento 3: semillas tratadas con fungicida (1 capsula/litro) 60 minutos, etanol
70% 1 minuto, hipoclorito de sodio al 30 % 30 minutos y 3 gotas de tween 80; no se
contaminaron y germinaron con mayor vigorosidad.

Con el objeto de obtener plantulas axénicaspara fuente de explantes, las semillas
desinfectadas con el Tratamiento 3 (Tabla 1) se colocaron en un medio de cultivo con
sacarosa.
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En los medios de cultivo sin sacarosa, las semillas no germinaron (Figura 7 A). Las
semillas sembradas en medio de cultivo con sacarosa, germinaron a los 20 dias
(Figura 7 B). Por otro lado, el tipo de envase tuvo influencia en la calidad de las
plantulas obtenidas (vigor y crecimiento radicular), como se puede observar en las
tablas 4 y 5. Las mejores plantulas se obtuvieron en los tubos de ensayo, presentaron
mayor vigorosidad y desarrollo de la raiz.

Figura 7: A: semillas de Brachychiton populneus sin germinar sembradas en frascos
de vidrio con medio cultivo aislamiento sin sacarosa; B: semillas de Brachychiton
populneus germinadas sembradas en medio de cultivo con sacarosa. Fuente: Propia
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Tabla 4

Semillas y plantulas de Brachychiton populneus en medio de cultivo con sacarosa
en frasco de vidrio
Semana
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Tabla 5
Semillas y plantulas de Brachychiton populneus en medio de cultivo con sacarosa
en tubo de ensayo

Semana
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Multiplicacion de brotes

Tabla 6

Respuestas de los explantes de Brachychiton populneus luego de 21 dias de cultivo
in vitro en medio de cultivo MS (Murashige & Skoog, 1962)

Explante

Cotiledon Hoja Tallo Raiz

Inicial

Final

Nota. Diferentes concentraciones de reguladores. Cotiledones: IBA 1 ml/L y BAP 1.5
ml/L; hojas IBA 1.5 ml/L y BAP 1 ml/L; tallo IBA 1 ml/L y BAP 1.5 ml/L; raices IBA 1.5
mi/L y BAP 1 ml/L

Los cotiledones, las hojas y las raices sufrieron oxidacion y poca diferenciacion en el
medio MS (Anexo 1), observandose pequefios callos friables y de coloracién verde.
Sin embargo, el tallo sufri6 un proceso de desdiferenciacion vy, rediferenciaciéon y
formacion de semejantes a los de las hojas, pero en este caso en color verde o
blanquecino, con posterior brotacion (Figura 8).

Figura 8: Brachychiton populneus A-B tallo con 2//3 brotes por seccion de explante; C
tallo con callo color blanco y brote; D. visualizacion del brote y del callo en lupa.
Fuente: Propia.
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Los brotes que se desarrollaron en el medio con 75 % de sales y 0,75 mg L-1 de IBA
enraizaron en 7 dias, y formaron 8,6 raices y 6,4 hojas, en promedio.

Enraizado de brotes

Los brotes obtenidos a partir de segmentos de tallo provenientes de la etapa anterior
se colocaron en un medio de cultivo construido por las sales completas de Gamborg
adicionado con carboén activado, anexo 1. Se obtuvieron plantulas de 4 cm de altura
con una raiz principal de 1,5 cm de largo (Figura 9 B-C).

Figura 9: Brachychiton populneus. A momento inicial, previo a la colocacién de los
brotes en tubos de ensayo con medio de cultivo de Gamborg (1968); B-C momento
final en donde se retira la plantula enraizada de braquiquito para su posterior
rusticacion. Fuente: Propia.

DISCUSION

Recrear las condiciones ambientales con todos los factores que lo conforman
(humedad, temperatura, fotoperiodo, etc) en condiciones de laboratorio es una de las
principales adversidades del éxito del cultivo in vitro, es por esta razén que la
seleccién del material de partida para dicho cultivo es tan importante. La regeneracion
de plantas a partir de cultivo in vitro de ciertas especies lefiosas, exige la busqueda de
técnicas complejas (Perugorria, 2005). Estas deben permitir a las plantas sobrevivir a
los problemas de oxidacion, heterogeneidad de respuesta y sobre todo a la
ambientacién cuando son trasplantadas a un sustrato y expuestas a las condiciones
naturales. En este trabajo se seleccioné una planta madre ubicada en el Parque
Saavedra de la Ciudad de La Plata, que presentaba buenas caracteristicas fenotipicas
en cuanto a crecimiento y vigorosidad, de la cual se recolectaron los frutos para la
obtencion de las semillas.

El establecimiento de cultivos in vitro mediante la siembra de semillas ofrece grandes
ventajas para la propagacion: 1) proporciona de una manera rapida plantulas que
sirven como fuente de explantes para llevar a cabo la micropropagacion; 2) es una
manera de conservar plantulas con variabilidad genética natural, y 3) es un método
que permite la germinacién de semillas que de forma natural no lo hacen o es muy
dificil de hacer en condiciones normales (Fay, 1992; Pierik, 1993).

La germinacion de semillas in vitro permite obtener material vegetal para el
establecimiento de protocolos de propagacion masiva. De esta manera, las plantulas

22



=
A% univERrsiDAD

mmm— Facultad de
FCAvF Ciencias Agrarias

y Forestales %7/ DE LA PLATA

Trabajo Final: Tatiana Cinquetti

obtenidas pueden ser empleadas como fuentes de explantes asépticos en el cultivo de
tejidos.

Para poder iniciar el cultivo y obtener plantas in vitro, es necesario desinfectar los
explantes, ya sean hojas, estacas, estaquillas, semillas. En este aspecto, Biasi et al.
(1994) senalaron que la presencia de microorganismos contaminantes, hongos y
bacterias, es uno de los elementos que puede limitar el establecimiento in vitro de
explantes procedentes de plantas lefiosas. En este punto Padilla-Ramirez et al (1999)
sefala que la presencia de hongos contaminantes en la etapa de establecimiento in
vitro de explantes de guayabo es uno de los principales problemas que limitan el
establecimiento aséptico de segmentos nodales, al igual que en explantes de
Bambusa balcoa, donde el principal problema encontrado durante el establecimiento,
fue la presencia de contaminantes fungicos visibles (Das & Pal, 2005).

Dentro de las sustancias utilizadas en la desinfeccion del material vegetal, se
encuentran el hipoclorito de sodio (NaClO), hipoclorito de calcio (CaClO), peréxido de
hidrogeno (H202), etanol (C250H) y bicloruro de mercurio (HgCl2), donde el
hipoclorito de sodio ha sido el compuesto mas frecuentemente usado por varios
investigadores con buenos resultados para la desinfeccién y el establecimiento in vitro
del material vegetal, a concentraciones y tiempos diferentes. Este producto es efectivo,
econdmico y de facil adquisicion (Borges Garcia et al, 2009). Por ello, con el objetivo
de determinar el efecto de distintos métodos de desinfeccion en el establecimiento in
vitro de explantes primarios de Brachychiton populneus, se ensayaron 3 tratamientos.
En el tratamiento 1 que posee una menor concentracion de hipoclorito de sodio (10%),
las semillas se contaminaron, en cambio en los tratamientos 2 y 3 (50 y 30%) con
mayor concentracion de hipoclorito de sodio, no hubo contaminacién. Aponte (2008)
determiné un procedimiento para la esterilizacion de semillas de Bolaina blanca
(Guazuma crinita) y Cedro (Cedrela odorata), para su germinacioén in vitro. Con
hipoclorito de sodio al 2% durante 40 minutos logré cero contaminaciones para las
semillas de cedro (Cedrela odorata), mientras que para la Bolaina blanca (Guazuma
crinita) se necesitaron 30 minutos para similares resultados.En este trabajo las
concentraciones de hipoclorito de sodio necesarios para desinfectar las semillas de
Brachychiton populneus fueron mayores y contemplaron un tiempo de inmersion de 30
minutos, similar al estudiado por Aponte (2008).

Segun Pierik (1988), el material vegetal, a pesar de ser esterilizado antes del
aislamiento, no siempre es completamente estéril y esto sélo se hace visible cuando el
centro infeccioso es escindido (durante el repicado) y se pone en contacto con el
medio de cultivo.

Con respecto al tipo de envase y su sellado, en este trabajo resultaron mas
convenientes los tubos de ensayos sellados con Parafiim. En los mismos se
observaron plantulas con mayor vigorosidad y desarrollo de raiz. Sin embargo, Sharry
et al (2015) indica que durante la etapa de multiplicacion el uso de frascos de vidrio de
250-300 ml de capacidad, con boca ancha, que permiten introducir y cultivar varios
brotes en cada uno, pueden ser de gran utilidad.

En particular, la respuesta del explante bajo condiciones controladas y asépticas, esta
influenciada por diferentes factores directos, siendo uno de ellos, la disponibilidad de

23



=
A% univERrsiDAD

mmm— Facultad de
FCAvF Ciencias Agrarias

y Forestales %7/ DE LA PLATA

Trabajo Final: Tatiana Cinquetti

nutrientes, tales como la sacarosa y el agua. La sacarosa, es la azucar mas usada in
vitro, es portadora de carbono e inductora de la morfogénesis, siempre y cuando esté
dentro del rango de concentraciéon 1-5 % (Galzy, 1990 & Lees et al., 1991). Rodriguez
et al (2014), estudiaron la germinacién de semillas en condiciones in vitro de la
especie Ugni molinae en medio de cultivo MS en diferentes concentraciones. En dicho
estudio determinaron que los medios de cultivo que contenian alguna concentracion
de MS obtuvieron una germinacion mas baja que el medio sin MS, como también los
medios que contenian algunos de sus componentes. Sin embargo, en lo que respecta
a la germinacién de semillas de braquiquito, se estudioé el comportamiento de la misma
en dos medios de cultivo: uno conformado por agar, sacarosa y agua en donde se
evidencio una germinacion del 80%; y otro conformado por agar y agua, con ausencia
total de plantulas. Por lo antes expuesto, se puede inferir que en esta especie no es
indispensable la adicién de otros nutrientes, con excepcion de la sacarosa, para que la
germinacion sea exitosa y se pueda establecer el cultivo in vitro.

La seleccion de explantes primarios al final de la etapa de establecimiento permitio
que la etapa de proliferacion fuera todo un éxito, ya que se elimind un alto grado de
infeccién de multiplicacion.

El CTV de lefiosas, esta limitado por la ocurrencia de oscurecimientos letales en los
explantes y en el medio de cultivo. Esto constituye un problema serio y frecuente,
desde el inicio y durante el mantenimiento de un tejido cultivado in vitro (George, 1996;
Leukkanen et al., 2000; Murkute, 2003; Tang & Newton, 2004, Cabrera, 2003). Estas
especies presentan, en su mayoria, resistencia a ser propagadas in vitro. Por esta
caracteristica se les conoce como plantas recalcitrantes (Alexander et al., 2000).

Segun Lopez, 2010; Mroginski et al., 2002; Roque & Ardisana, 2006; Collado et al.,
2004; Marquinez, 1998, los explantes que mejores resultados dan son los tomados de
plantas jévenes, debido a que el desarrollo de la morfogénesis (capacidad de
regenerar érganos y tejidos a partir de un explante inicial) es mas rapido. La extraccién
de explantes se debe realizar en cabinas de flujo laminar para garantizar la asepsia.
Varios autores, entre ellos Villalobos et al., 1984 y Bonga, 1980, han encontrado que la
edad del explante es importante en el desarrollo in vitro y critico para las especies
maderables; la micropropagacion es mas facil empleando tejidos juveniles, y mas
dificil, con tejidos adolescentes y maduros. En este caso, se utilizé6 como planta madre
para la etapa de multiplicacién, una plantula de braquiquito obtenida en condiciones in
vitro, por lo que esto redujo la posibilidad de contaminacion de los explantes. Los
explantes obtenidos fueron cotiledones, hojas, segmentos de tallo y de raiz.

En lo referido a brotes adventicios, los mismos pueden ser producidos a partir del
explante directamente, o bien, a partir de callos derivados del explante primario. Para
fines de propagacion, se prefiere producirlos del explante directamente, ya que a partir
de callos su formacion es muy dificil y frecuentemente genera anormalidades. En la
diferenciacion de brotes adventicios existe una interrelacion entre el explante, el medio
y las condiciones ambientales del cultivo (Villalobos & Thorpe, 1991)

En la etapa de multiplicacion, se observaron diferentes respuestas. Algunos explantes,
como hojas y tallos formaron callos. La formacién de callos se atribuye a los
mecanismos de accidon de los reguladores de crecimiento empleados y se debe
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fundamentalmente a la presencia de auxinas que inducen el efecto fisiolégico y que
deben ser transportadas desde el medio de cultivo hasta las células blanco como
mencionan Taiz y Zieger (1998). En este trabajo, se observd la formacion de callo,
principalmente en los segmentos de tallo en medio de cultivo MS adicionado con IBA 'y
BAP.

El medio de cultivo recomendado por Rossi, (2003); Corredoira et al., (2011), Tapia,
(2010), Lopes, et al., (2005), Ocampo & Nufiez, (2007), para el desarrollo de explantes
de plantas lefiosas es: WPM (Woody Plant Medium). A su vez, otro medio utilizado con
frecuencia en el cultivo in vitro de lefiosas es el de las sales basales MS con agar y el
medio organico minimo (Murashige con agar y sacarosa). El mejor medio analizado en
este trabajo para el desarrollo de brotes a partir de explantes de Brachychiton
populneus fue Murashige & Skoog, (1962), suplementado con IBA 1 ml/L y BAP 1,5
ml/L.

Enriquez del Valle et al. (2005) indican que se han utilizado medios de cultivo con
bajas concentraciones de sales inorganicas (MS) y acido indolbutirico (IBA) para
propiciar la formacion de raices adventicias en diferentes especies de agave
cultivadas in vitro. También mostraron que el numero de raices por brote aumenté en
relacién a la concentracion creciente del IBA y la concentracion decreciente de las
sales inorganicas en el medio. Los brotes que se desarrollaron en el medio con 75 %
de sales y 0,75 mg L-1 de IBA enraizaron en 7 dias, y formaron 8,6 raices y 6,4 hojas,
en promedio. Por otro lado, el medio de cultivo Gamborg es 6ptimo para el
enraizamiento por presentar baja concentracién de sales, favoreciendo notablemente
el enraizamiento de los explantes (Pérez, 2001; Aguilar, et al., 2010; Ocampo y Nunez,
2007, Yaya et al., 2005). Es por ello que fue utilizado en la etapa de enraizamiento
para la especie en estudio y se pudieron obtener plantulas con un promedio de altura
de 4 cm, produciendo 1 raiz/plantula de 1,5 cm de longitud.

CONCLUSION

En la presente investigacion se establecieron cultivos in vitro de Brachychiton
populneus, determinando las condiciones éptimas de la germinacion in vitro y de la
regeneracion de plantulas in vitro a partir de diferentes explantes.

Para obtener un método eficiente de germinacién in vitro y la micropropagacion de
Brachychiton populneus se establecieron cultivos in vitro con la siembra de semillas
recién colectadas en época de fructificacion, sometidas a desinfeccion superficial
previo al cultivo in vitro en el medio compuesto por agar 7 g/L, sacarosa 30 g/L y agua
destilada. Después de 15 dias del cultivo, el mayor porcentaje de germinacién fue de
un 80% en semillas tratadas con hipoclorito de sodio 30% durante 30 minutos, lo que
permitié un optimo desarrollo y mayor nimero de plantulas. A los 45 dias del cultivo,
las plantulas alcanzaron 4 cm de altura, con hojas y raices bien desarrolladas. Las
mismas, fueron utilizadas para los protocolos de micropropagacion. La multiplicacién
de brotes se obtuvo mediante la siembra de cotiledones, hojas, tallos y raices en MS
con diferentes concentraciones de auxinal/citocinina (IBA/BAP). La mayor
diferenciacion de tejidos se observé en el tallo, en donde se obtuvieron callos y 2/3
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brotes/explante. Lo mismo se logré con la adicion de acido indolbutirico (IBA) (1 ml/L)
en combinacién con BAP (1,5 ml/L). Los brotes regenerados fueron cultivados en
medio Gamborg con carbén activado mostrando una O6ptima respuesta al
enraizamiento. La adicion de carbon activado al medio, evitd la oxidacién de los
brotes. Las plantulas micropropagadas de B. populneus, presentaron en promedio una
altura de 4 cm, produciendo 1 raiz/plantula de 1,5 cm de longitud, las que fueron
trasplantadas y aclimatadas en condiciones de camara de crecimiento, para
posteriormente ser cultivadas en invernadero. Después de 90 dias de cultivo en
invernadero, se observé un 30% de supervivencia y elongacién de los entrenudos.

ANEXO 1
Tabla 7
Medios de cultivo utilizados en los ensayos de cultivo in vitro de Brachichyton
populneus
Medio de cultivo Adicionado con Concentracién
A Murashige & Skoog, 1962 IBA 1 miiL
g 9 BAP 1,5 mi/L
. IBA 1,5 ml/L
B Murashige & Skoog, 1962 BAP 1 miL
C Gamborg, 1968 Carbon Activado 1g/L
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