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Resumen

Calibrachoa es un género originario de América del Sur que pertenece a la familia Solanaceae. La utilizacidn de semillas de especies de
calibrachoa nativas de la Argentina sirve como fuente de variabilidad natural y con fines de investigacién, por lo que su germinacién
in vitro representa una herramienta rapida y confiable frente a otras técnicas de germinacidn tradicionales. Por ello, en este trabajo se
evalué la germinacién in vitro de C. thymifolia y C. missionica bajo los medios de cultivos Murashige y Skoog y Woody plant
medium, y se vio que ambos son eficientes para la germinacién de estas especies. A su vez, se determiné que, bajo las condiciones de
este experimento, C. thymifolia logra germinar una mayor cantidad de semillas en un menor tiempo con respecto a C. missionica.
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Abstract

Calibrachoa is a genus native to South America wich belongs to the Solanaceae family. The use of seeds of calibrachoa species native
to Argentina serves as a source of natural variability and for research purposes, so their in vitro germination represents a fast and
reliable tool compared to other traditional germination techniques. Therefore, in this work the in vitro germination of C. thymifolia
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and C. missionica was evaluated under Murashige and Skoog and Woody plant medium, and it was found that both are efficient for
the germination of these species. In turn, it was determined that, under these conditions, C. thymifolia germinates more seeds in a
shorter time than C. missionica.

Keywords: Calibrachoa, germination, in vitro, MS, WPM.
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Introduccién

Calibrachoa es un género de plantas nativo de Sudamérica perteneciente a la familia Solanaceae Adans,
subfamilia Cestroideae Schltdl., tribu Nicotianae G.Don [1]. Abarca 27 especies que se distribuyen desde el
Sur de Brasil hasta el Noreste de la Argentina y Uruguay [2]. En la Argentina existen 12 especies nativas de
calibrachoa, las cuales son: C. parviflora, C. pygmaea, C. longistyla, C. caesia, C. irgangiana, C. excellens, C.
linoides, C. thymifolia, C. missionica, C. humilis, C. pubescens y C. ovalifolia [3]. Estas se pueden encontrar
en las llanuras y en los afloramientos rocosos de las regiones subtropicales y templadas del pais [1, 2]. Se
caracterizan por ser hierbas perennes, menos frecuentemente anuales, o subarbustivas pequefias, erectas o
decumbentes. Poseen tallos cilindricos de base lefiosa, hojas sésiles o subsésiles y flores perfectas, generalmente
no aromdticas [4] de una amplia variedad de colores, tales como rosa, violeta, fucsia y amarillo [5]. El
lanzamiento de la primera variedad comercial de calibrachoa fue en la década de 1990, por Suntury Ltp
(Kanaya et al., 2010) y desde entonces se han registrado numerosos cultivares por diferentes compaiias de
mejoramiento genético tales como Goldsmith Plants, Ball Flora Plant y Selecta First Class [6]. En la
Argentina, el Instituto de Floricultura del Instituto Nacional de Tecnologfa Agropecuaria (INTA) se dedica
actualmente a la domesticacién y al mejoramiento genético de calibrachoa con el propésito de obtener, a partir
de especies nativas, variedades ornamentales adaptadas a las condiciones del mercado local e internacional,
dentro de un marco legal y sustentable del uso de los recursos.

La semilla es un elemento esencial para la supervivencia de las especies [7] y su utilizacién como fuente de
propagacién mantiene la variabilidad genética natural, por lo que las plantas obtenidas pueden destinarse a la
repoblacion de 4reas naturales o bien a la investigacién [8]. La germinacidn de semillas se define como un
conjunto de procesos metabdlicos y morfogenéticos que resultan en la transformacién del embrién en una
plédntula que posteriormente serd una planta adulta [7].

El cultivo in vitro constituye una herramienta util para la germinacién de semillas que de otra manera no
serfa posible [8] y favorece al proceso de mejora porque aumenta la variabilidad y la seleccién de individuos.
Ademas, ofrece un medio rapido y confiable para la propagacién debido a las altas tasas de multiplicacién a
pesar del reducido material vegetal de partida requerido, lo cual garantiza el establecimiento de plantas ex vitro
durante todo el ano [9, 10]. Por ello, la germinacién in vitro se utiliza con éxito en varias especies y ha
demostrado ser superior a otras técnicas, tales como la germinacion con papel de filtro o en sustratos [11]. Sin
embargo, el éxito de la germinacién in vitro depende del medio de cultivo, ya que su composicién tiene un rol
clave en el desarrollo de las plantas [12] al proporcionar sustancias esenciales para el crecimiento de los
explantes. A su vez, la respuesta de crecimiento puede resultar diferente entre los distintos medios que se
utilicen. Esta respuesta se basa en la interaccién de los explantes con los diferentes componentes minerales y
sales, y otros elementos presentes en el medio. Estas diferencias constituyen la razén principal de la basqueda
de alternativas de protocolos basados en ambos medios para determinar las ptimas condiciones in vitro para
aquellas especies vegetales que atn no han sido estudiadas [13]. El medio de cultivo utilizado con mayor
frecuencia es el Murashige y Skoog (MS) [14], mientras que el Woody plant medium (WPM) [15] ha
demostrado también ser un medio util para el cultivo in vitro [12].

Dado que existe escasa informacion sobre la germinacién de semillas de las especies de calibrachoa nativas de
la Argentina, el objetivo de este trabajo fue evaluar la germinacién in vitro de C. thymifolia y C. missionica en
dos medios de cultivos diferentes (MS y WPM), a modo de que sirva como antecedente para futuras
investigaciones.

Materiales y métodos

Material vegetal
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Frutos maduros de C. thymifolia y C. missionica fueron colectados de poblaciones naturales del Noreste
argentino. Luego fueron llevados al laboratorio donde fueron cortados en forma longitudinal con bisturies
estériles para extraer las semillas. Seguidamente, se realizé su limpieza y posterior almacenamiento en sobres de
papel para finalmente almacenarlas a 4° C.

Desinfeccién de semillas

En primer lugar, las semillas fueron enjuagadas con agua mas 500 uL de Tween 20 durante 10 minutos.
Posteriormente, fueron inmersas en alcohol 70 % por 1 minuto y transferidas a una solucién de hipoclorito de
sodio 2,5 % mas 500 uL de Tween 20, durante 15 minutos en agitacion. Finalmente, se realizaron 3 enjuagues
con agua destilada estéril bajo flujo laminar.

Seleccidon de medios de cultivo

Se seleccionaron 2 medios de cultivo: MS y WPM. Se emplearon frascos de vidrio de 55 x 75 mm a los cuales
se agregaron 40 mL de medio de cultivo con pH ajustado de 5,6. Posteriormente, fueron esterilizados en
autoclave a 121 °C durante 17 minutos.

Siembra y condiciones de cultivo

Las semillas desinfectadas fueron sembradas en los frascos que contenian los medios de cultivo, bajo flujo
laminar. Se sembraron 5 semillas por frasco vy, al finalizar la siembra, los recipientes fueron sellados con film
pléstico e incubados en oscuridad a 24+2 °C durante 7 dias. Luego, los frascos fueron colocados en una cdmara
de cultivo a 2442 °C bajo un fotoperiodo de 16 h y a una intensidad luminica de 1000 lux.

Transferencia al invernaculo

A los 50 dias desde la siembra, las plantulas fueron trasplantadas a macetas de 9 cm de didmetro que
contenian sustrato estéril compuesto a base de turba de musgo Sphagnum, compost de corteza fina, perlita y
cenizas (tabaco Growmix °), las cuales fueron cubiertas con bolsas de polietileno transparentes para afrontar el
periodo de adaptacién en un inverniculo de aclimatacion. Las bolsas fueron retiradas a los 10 dias y las plantas
fueron llevadas al invernadero de produccién.

Variables evaluadas y andlisis de datos

Se evalud la germinacién acumulada-en porcentaje-(ntimero de semillas germinadas/total de semillas
sembradas) y las mediciones se realizaron cada 10 dfas hasta los 50 dias desde la siembra (dds). Se consideré que
las semillas se encontraban germinadas a partir de la aparicién de la radicula. A los 60 dds se evalu6 la
sobrevivencia ex vitro de las plantas (nimero de plantas que sobrevivieron luego de la aclimatacién/total de
plantas aclimatadas).

Se utilizé un disefio completamente al azar con dos tratamientos (medios de cultivo) y se realizaron 10
repeticiones para cada especie por cada tratamiento. Los datos obtenidos fueron sometidos a un andlisis de
varianza mediante el programa Infostat versién 2020 [16].

Resultados y discusion

La germinacién in vitro de las semillas de C. thymifolia y de C. missionica se inicié a los 10 dds con la
presencia de radicula, seguido de un rdpido crecimiento y desarrollo de las plantas tanto en MS como en WPM
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(Figura 1). Investigaciones llevadas a cabo en otras especies también resultaron en una germinacién in vitro a
los 10 dias, como encontraron Martinez-Cruz y otros [17] en semillas de Rubus adenotrichus.

Figura 1
Pléntulas de C missionica a los 15 dias desde la siembra en MS Ay WPM B

Realizado el andlisis estadistico se observé que no hubo diferencias significativas entre los tratamientos
analizados para cada una de las especies de calibrachoa, por lo que el efecto de los medios de cultivo MS y
WPM sobre la germinacién fue similar. Estos resultados coinciden con los hallados por Urias Valdez [18],
quien encontrd que las semillas de Lippia palmeri germinaron en cantidades significativamente iguales tanto
en MS como en WPM. A su vez, estos 6ptimos valores coinciden con lo obtenido por Flores Garcia y otros
[19], quienes descubrieron una apropiada germinacién de Nolina parviflora en MS. Por su parte, Ruiz y otros
[8] también lograron una adecuada germinacién de semillas de Encyclia adenocaula en este medio de cultivo.
Sin embargo, estos hallazgos difieren de los obtenidos por Rodriguez y otros [11] quienes vieron que la
germinacién in vitro de Ugni molinae en MS se vio afectada, posiblemente, debido a su alto contenido de sales,
el cual disminuye el potencial hidrico y provoca una menor disponibilidad de agua para las semillas. También
difieren de lo expuesto por Quintero-Garcia y otros [20], que afirman que el medio WPM no tiene la
suficiente concentracién de nitrégeno para mantener el crecimiento de los embriones y, por tanto, dificulta el
proceso de germinaciéon. A diferencia de ello y en concordancia con lo obtenido durante esta investigacion,
Costa Araruna [13] indica que se han obtenido resultados positivos con el uso de WPM por tener un
contenido reducido de macronutrientes.

Por otra parte, los resultados de este trabajo demostraron que, a medida que transcurrié el tiempo (en dias),
se increment6 la germinacién tanto para C. thymifolia como para C. missionica en ambos medios de cultivo
(Figuras 2 y 3). Inicialmente, se observd una tendencia exponencial de la germinacién en ambos medios de
cultivo para las dos especies. Particularmente, en C. thymifolia se observé que la germinacién se duplicé a los
20 dds, mientras que en las semillas de C. missionica cultivadas en MS se cuadruplicé y se mantuvo casi
constante en WPM. A su vez, se evidenci6 una diferencia en los tiempos de germinacién para cada una de las
especies en los distintos medios de cultivo. EI 50 % de la germinaciéon de C. thymifolia se dio a los 20 dds,
mientras que en C. missionica entre los 40 y los 50 dds. Estas diferencias pueden deberse a que se trata de dos
especies distintas, en las cuales el espesor y la composicién quimica de la testa pueden variar e interferir en la
permeabilidad del agua en las semillas y, por lo tanto, retrasar la germinacién, tal como alegaron Rodriguez-
Ruiz y otros [21] en semillas de cactdceas, lo cual pudo haber sucedido en el caso de C. missionica.
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Germinacion de C thymifolia en los tratamientos MS y WPM en funcién del tiempo dias
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Figura 3

Germinacién de C missionica en los tratamientos MS y WPM en funcién del tiempo dias

Finalmente, las plantas regeneradas mediante la germinacién de semillas in vitro fueron aclimatadas con
éxito en condiciones de invernadero, ya que su sobrevivencia ex vitro fue de casi el 100 %.

Conclusiéon

Bajo las condiciones de este experimento, tanto el medio MS como WPM son adecuados para la
germinacién in vitro de C. thymifolia y C. missionica. A su vez, ante estas circunstancias, las especies
demostraron una diferencia en tiempos de germinacion, puesto que C. thymifolia resulta la especie que logra
germinar una mayor cantidad de semillas en un menor tiempo. Estos conocimientos sirven de apoyo como
paso previo a futuros estudios de mejoramiento genético. Hasta donde se sabe, este es el primer informe de
germinacion in vitro de especies silvestres de Calibrachoa nativas de la Argentina.
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