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INTRODUCCION

Los bosques nativos de la provincia de Santa Fe sufren un marcado deterioro, debido
fundamentalmente a la deforestacion y la fragmentacion de los mismos. El algarrobo
blanco (Prosopis alba Griseb.) es una especie muy demandada debido a la calidad e
imputrescibilidad de su madera y el mistol del zorro (Castela coccinea Griseb.) posee
gran interés por sus propiedades medicinales e industriales. Actualmente la
deforestacion anual es de 30.000 ha aproximadamente, esto implica una tasa de
deforestacion cercana a las més altas del mundo (Carnevale et al., 2007).

La micropropagacion in vitro de plantas, es una de las herramientas que permite
propagar arboles seleccionados por sus caracteristicas fenotipicas como: altura,
rectitud de fuste, copa, alto rendimiento de madera y produccion de frutos. Ademas,
esta técnica permite incrementar la tasa de multiplicacion, que por la via sexual
dificilmente se pueden alcanzar, y mantener un alto margen de sanidad y estabilidad
genética del material (Rosero, 2004). Sin embargo, para implementar un plan de
propagacion masiva, es necesario seleccionar los genotipos mejor adaptados a las
condiciones de la region. Esto implicara adaptar y ensayar los protocolos previamente
establecidos y mejorar algunos aspectos del pasaje a tierra. Algunos antecedentes
relacionados con esta metodologia los constituyen los trabajos de varios autores
(Domecq, 1985, 1988) en los cuales se acota la técnica de cultivo in vitro de yemas
axilares y se ensayan distintos métodos de enraizamiento.

La micropropagacion es una practica biotecnoldgica usada en especies forestales pero
poco utilizada para especies nativas (Bueno, 2006). El cultivo de tejidos implica una
respuesta rapida para cumplir con el objetivo planteado: propagacién clonal in vitro de
especies nativas lefiosas, ya que se obtendran plantines de alta calidad y mayor vigor
(crecimiento y sanidad). Puesto que esta técnica, a nivel basico, requiere poco
equipamiento también puede ser utilizada como conservacion de germoplasma
(Verzino, 2005).

OBJETIVO

Establecer un protocolo de propagacion clonal in vitro de especies nativas lefiosas de
interés maderero y medicinal, tales como Prosopis alba Griseb y Castela coccinea
Griseb.

Proyecto: Utilizacién de técnicas biotecnoldgicas para la multiplicacién clonal de lefiosas
nativas de interés maderero y medicinal.
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METODOLOGIA DE TRABAJO
1. Produccion de microestacas in vitro de Prosopis alba G. (algarrobo blanco)

Las semillas se obtuvieron a partir de frutos procedentes de rodales puros de P. alba
de la provincia de Coérdoba. Las semillas se escarificaron con lija, se desinfectaron
sumergiéndolas 1’ en etanol y se evaluaron diferentes concentraciones de hipoclorito
de sodio (HCINa) y tiempos de exposicion: 10" HCINa 2%, 10" HCINa 4%, 20’ HCINa
2% y 20’ HCINa 4%. Posteriormente se realiz6 un triple lavado con agua esterilizada.
Se sembraron 120 semillas en medio agar-agua y se evalud: porcentaje de
contaminacién, porcentaje de germinacion y vigor, expresado como tiempo medio de
germinacion maxima (TMG) en dias.

A los 20 dias las plantulas obtenidas fueron repicadas a medio MS en 3 diluciones: MS
Y4, MS % y entero MS 1 con 3% de sacarosa y 0,7 g.I"de agar-agar. Se registro:
namero de nudos, nimero de hojas desplegadas y presencia de ramificaciones. Se
seleccionaron al azar 35 plantas y de cada una de ellas se obtuvieron 4 secciones
nodales, sin tener en cuenta el primer entrenudo. Estas fueron repicadas a MS % y
tres tratamientos: t: MS 2, a: MS 72 + ANA 0,5 uM + BAP 1 uM, B: MS %2 + ANA 0,5
UM + BAP 0,6 UM. Los ensayos se realizaron en camara de germinacién con un
fotoperiodo de 12 horas y una temperatura de 25°C.

Los resultados se compararon con la Prueba de T al 0,05%, mediante el software
InfoStat.

2. Comparacién del crecimiento de las plantas de Prosopis alba G. (algarrobo
blanco) germinadas in vitro con las germinadas en arena

Las semillas se escarificaron con acido sulfarico concentrado y se desinfectaron con
HCINa 2% durante 10 min, con el agregado de 3 gotas de Twin. Se realiz6 el triple
lavado con agua esterilizada. Se sembraron 20 semillas bajo camara de flujo laminar
en medio MS % y otras 20 semillas se sembraron en arena. Estas Ultimas se regaron
con MS ¥ liquido. Todas las semillas se colocaron en cdmara de germinacion con un
fotoperiodo de 12 horas y una temperatura de 25°C. Luego de 4 semanas se
trasplantaron 10 plantas de cada tratamiento a macetas con tierra y perlita. Cada
maceta fue regada con agua y cubierta con una bolsa de polietileno, para disminuir el
estrés del transplante. Diariamente se quit6é la cubierta durante unos minutos hasta
que las plantas estuvieron completamente rusticadas. Se evalué el crecimiento de las
plantas por medio de los parametros: altura, nimero de nudos y numero de
ramificaciones.

3. Evaluacién de la contaminacion in vitro de Castela coccinea G. (mistol del
Zorro)

Se utilizaron ramas (del afio) provenientes de un arbol de la localidad de Rosario, el
mes de noviembre del 2016. Los brotes apicales fueron desinfectados con HCINa
1,5% durante 5. Luego se realiz6 un triple lavado con agua esterilizada. Se realizaron
tres tratamientos: t: MS %2, a: MS %2 + ANA 0,5 uM + BAP 1 uM, B: MS 2 + ANA 0,5
UM + BAP 0,6 pM. Se colocaron en cdmara de crecimiento con un fotoperiodo de 12
horas y una temperatura de 25°C. Durante las cuatro semanas posteriores se evalud
el porcentaje de contaminacién endogeno de los explantes.
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RESULTADOS

1. Produccion de microestacas in vitro de Prosopis alba G. (algarrobo blanco)

Se obtuvo un 100% de germinacién, la desinfeccién fue 100% efectiva. EI TMG fue de
1,09 dias. La desinfeccion adecuada HCINa (2%) y 10’ de tiempo de exposicién. La
altura media de las plantulas y la produccién de brotes no presentd diferencias
significativas entre los tres tratamientos. El tratamiento MS % mostré un mayor numero
de nudos y hojas desplegadas, siendo las diferencias significativas. La produccién de
brotes no varié significativamente entre los tratamientos. Se observd un mayor
crecimiento y vigor en el medio testigo. El promedio de brotes por seccion nodal fue de
1,2. El medio de cultivo mas adecuado para la produccion de brotes consiste en MS Y2
+ 1,5 ppm de BAP.

2. Comparacion del crecimiento de las plantas de Prosopis alba G. (algarrobo
blanco) germinadas in vitro con las germinadas en arena

Se observo un mayor vigor de las plantas generadas a partir de cultivo in vitro. Las
plantas poseen mayor altura, mayor niumero de nudos y mayor longitud de las raices al
momento del transplante.

3. Evaluacion de la contaminacion in vitro de Castela coccinea G. (mistol del
ZOrro)

El total de los brotes apicales sembrados in vitro presentaron contaminacion producida
por bacterias y hongos endégenos, los tratamientos de desinfeccion fueron
insuficientes.

CONCLUSIONES
1. Produccion de microestacas in vitro de Prosopis alba G. (algarrobo blanco)

La desinfeccion adecuada para obtener el 100% de explantes libres de contaminantes
es HCINa (2%) y 10’ de tiempo de exposicion. La concentracion de MS diluido al 50%
favorece el crecimiento de las plantulas de Prosopis alba G. La combinacién de ANA
(auxina) y BAP (citoquinina) no favorece el enraizamiento de las secciones nodales. El
medio de cultivo mas adecuado para la produccién de brotes consiste en MS %2 + 1,5
ppm de BAP. Con el mismo se promueve la neoformacion de brotes a partir de
meristemas preexistentes, logrando una planta por cada yema. Al no favorecer la
formacion de callos, los individuos regenerados muestran mayor estabilidad genética.

2. Comparacion del crecimiento de las plantas de Prosopis alba G. (algarrobo
blanco) germinadas in vitro con las germinadas en arena

Las condiciones del cultivo in vitro favorecen la germinacion y el crecimiento inicial de
la plantula. La semilla no se deshidrata en ningin momento y permanece libre de
patégenos. Se logra una menor mortandad de plantulas, mayor crecimiento radical y
plantulas mas vigorosas.
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3. Evaluacion de la contaminacion in vitro de Castela coccinea G. (mistol del
Zorro)

La desinfeccion de los explantes aéreos de lefiosas es la mayor limitante para lograr
cultivos axénicos. La exposicion a HCINa 1,5% durante 5 resulta ineficiente para
eliminar las enfermedades enddgenas de los brotes.
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