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ARTICULO CORTO

Cultivo in vitro de Schinus fasciculata (Griseb) J.M. Johnst var.
fasciculata (molle)

In vitro culture of Schinus fasciculata (Griseb) J.M. Johnst var.
fasciculata (molle)

Rodrigo Freire™, Nélida J. Carnevale™, Claudia Alzugaray’, Mirian S. Bueno®

Resumen

Schinus fasciculata es un arbol de la ecorregion chaquena argentina. Es una especie de bajo porte, usada como antiséptico,
analgésico, antiinflamatorio y antifdngico. Estudios previos registraron baja germinacion y deficiente sanidad. El objetivo
fue evaluar la germinacion y la respuesta de las plantulas in vitro en dos medios de cultivo. Se recolectaron frutos, se des-
infectaron por 20 min con HCINa y se sembraron en agar-agua. Las plantulas se repicaron a medio MS en dos diluciones:
un cuarto (MS 4) y un medio (MS "2). Se hicieron ensayos de germinacion y vigor (tiempo medio de germinacién maxima
en dias). Se evalué % de contaminacion. A los 20 dias del repique se evalué % de explantos con hojas, nimero de hojas
y altura de plantulas. Paralelamente se hizo un ensayo de germinacion y vigor en arena. La contaminacion fue de 16 %, la
germinacion de 84 %, el vigor de 4,9 dias. El 94 y el 100 % de los explantos en MS V4 y MS 2 presentaron hojas. El nimero
promedio de hojas fue de 7,5y 7,4 y la altura promedio fue de 3,35 cmy 2,98 cm en MS Vs y MS 4, observandose dife-
rencias significativas en altura. La germinacion en arena fue de 46 %y el vigor de 4,6 dias. La utilizacién de la técnica de
cultivo in vitro en S. fasciculata facilita la multiplicacion de esta especie de alto valor farmacolégico, permitiendo aumentar
el porcentaje de frutos germinados y obtener plantulas libres de patégenos todo el ano.

Palabras clave: Schinus fasciculata, germinacién, vigor, cultivo in vitro.

Abstract

Schinus fasciculata is a tree of Argentina Chaco eco-region. It is a low-growing species, used as an antiseptic, analgesic,
anti-inflammatory and antifungal. Previous studies reported low germination and poor health. The object of this work was
to evaluate the germination and in vitro response of seedlings in two culture media. Fruits were collected, disinfected for 20
min with HCINa and sowing in agar - water. The seedlings were seeded onto MS medium in two dilutions: fourth (2 MS)
and half (2 MS). Germination and vigor tests (mean time to maximum germination in days) were made. Contamination
percentage was evaluated. At 20 days of transplanted were evaluated: % of explants with leaves, leaf number and height
of seedlings. Parallel assay germination and vigor in sand was made. Contamination was 16%, germination was 84% and
vigor 4.9 days. The 94 % and the 100% of the explants in MS V4 and 2 MS showed leaves. The average leaf number was
7.5 and 7.4 and the average height was 3.35 cm and 2.98 cm in MS V4 and MS %, with a significant difference in height.
Germination in sand was 46 % and vigor was of 4.6 days. The technique of in vitro culture in S. fasciculata facilitates the
multiplication of this species of high pharmacological value, allowing to increase the percentage of germination and obtain
pathogen-free all year seedlings.

Key words: Schinus fasciculata, germination, vigor, in vitro culture.
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Introduccion

Schinus fasciculata es un arbol de la Familia Anacardia-
ceae originario de América del Sur, ampliamente distri-
buido en Bolivia, Paraguay y Argentina y es tipico de
la region chaquena (Burkart y Bacigalupo, 2005). En la
provincia de Santa Fe, se lo encuentra en los departa-
mentos General Obligado, Las Colonias, 9 de Julio, San
Cristébal y Vera (Pensiero et al., 2005). S. fasciculata,
cominmente llamado “molle”, “molle de curtir”, “mo-
lle pispita” y “moradillo” es poligamo dioico, con ho-
jas dimorfas, flores amarillentas en pseudorracimos y
sus frutos (también denominados semillas), son drupas
globosas de 4 a 5 mm de diametro de color morado
(Burkart y Bacigalupo, 2005). Es una especie rustica,
resistente a frios y sequias, puede llegar a medir entre
1y 8 m de altura. Sus usos medicinales son diversos,
como antiséptico, analgésico, antiinflamatorio en em-
plastos en casos de fracturas y hernias. Ademas presen-
ta particular interés por las propiedades antifliingicas y
antimicrobianas de sus extractos acuosos (Steibel et
al., 2007; Vivot Luppi et al., 2009). Tiene aplicaciones
como especie ornamental, en perfumeria a partir de
la extraccion de aceites esenciales de hojas y frutos,
para arbolado o cercado, para consumo de los frutos
como pimienta por su sabor dulce y picante. En estu-
dios previos se observé que esta especie presentaba
baja germinacién, entre 20 y 40 %, debido a la gran
cantidad de frutos vanos que presenta (Alzugaray y
Carnevale, 2009). Esta caracteristica es compartida
por otras especies de la misma familia, por ejemplo
en Schinopsis balansae Engl., la proporcion de frutos
con semillas viables depende de las condiciones clima-
ticas durante la polinizacion y el periodo del llenado
del fruto (Alzugaray et al., 2005; Gonzalez y Vesprini,
2010). En el pistacho (Pistacia vera L.), el llenado de
los frutos depende de la conduccién vascular hacia los
ovulos, lo que resulta en distintas proporciones de fru-
tos llenos segun la variedad (Polito, 1999). Para Schi-
nus terebinthifolius Raddi, un arbolito tipico de Brasil,
se demostré que la especie funciona como dioica y
que la polinizacién cruzada fue necesaria para lograr
frutos con semillas en una proporcién de 45 a 56 %
(Lenzi y Orth, 2004). Para rescatar la diversidad gené-
tica amenazada y como una importante herramienta
de mejoramiento genético, resulta necesario estudiar
la capacidad de las especies para propagarse vegeta-
tivamente, asi como desarrollar técnicas para obtener
copias génicas (Aparicio et al.,, 2009). La micropropa-
gacion in vitro de plantas, permite la propagacion de
arboles y proporciona una ventaja econémica impor-
tante a la industria forestal (Attrre y Fowke, 1993; Gup-
ta et al; 1980). Entre otras ventajas permite reducir
los largos periodos de maduracion y la baja viabilidad
de las semillas (Trigiano et al., 1992), requiere poco
equipamiento y puede también ser utilizada como
conservacion de germoplasma a bajo costo (Verzino
y Joseau, 2005). Estas técnicas se han utilizado con
éxito a partir de explantos juveniles como cotiledones

y secciones nodales de plantulas germinadas in vitro
para especies nativas de la provincia de Buenos Aires,
Argentina, con usos diversos, entre ellos el medicinal
(Boeri et al., 2000; Sharry et al., 2011).

Con respecto a la micropropagacion de especies de
esta familia existen antecedentes de cultivo in vitro
de Schinus molle L. a partir de brotes axilares (Ayala
Teran, 2011), de Schinopsis balansae Engl. a partir de
hojas (Sansberro et al., 2003) y de embriones de Pista-
cia vera entre otras especies (Benmahioul et al., 2009).
Para S. fasciculata (Bueno et al., 2011) establecieron
que la utilizacién de esta técnica incrementé la germi-
nacion respecto a métodos tradicionales.

Los objetivos del presente trabajo fueron evaluar la
germinacion, el vigor de frutos y el comportamiento
in vitro de esta especie, en dos medios de cultivo de
Schinus fasciculata, para la obtencién de plantas madre
que seran utilizadas posteriormente para micropropa-
gar la especie.

Material y métodos

Durante marzo de 2011 se cosecharon frutos de
S. fasciculata en la localidad de Vera, Santa Fe
(60°18°1.768" " O; 29° 27°5,197°" S) y se dejaron
secar a temperatura ambiente en laboratorio. Los fru-
tos coleccionados, luego de la extraccion del exo y
meso carpo, se desinfectaron durante un minuto en
alcohol 96° y 20 min en HCINa al 2% (5,6 g/l de cloro
activo), con dos gotas de Tween 20 y se lavaron con
agua destilada esterilizada. Se sembraron 98 frutos en
agar-agua (AA) y a los 20 dias las plantulas obtenidas
se repicaron a medio Murashige and Skoog (1962) en
dos diluciones: un cuarto (MS V4) y un medio (MS "2)
con 3 % de sacarosa y 0,7 % de agar-agar por litro de
medio. Se incubaron a 25°C, con fotoperiodo de 12 hs
(dentro del rango de horas de luz en que germina esta
especie en el sitio de recoleccion).

De la siembra en agar-agua se evaluaron: porcentaje
de contaminacion, porcentaje de germinacion fisiolo-
gica (protrusién de la raiz primaria), porcentaje de ger-
minacion y vigor, expresado como tiempo medio de
germinacién maxima (TMG) en dias. Se entiende por
germinacion la aparicion y el desarrollo de las estruc-
turas esenciales que indican la capacidad de la semi-
llas para producir una plantula normal en condiciones
favorables y se expresa como porcentaje de plantu-
las normales (ISTA, 2003). El TMG se calcul6 segin la
metodologia de Kotowiski (1926), citada por Silva y
Nakagawa (1995):

TMG = =CiTi / £Ci

Donde:
Ci= numero de semillas germinadas por dia.
Ti= ndmero de dias desde el comienzo del ensayo en

que germinan Ci semillas.
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Tras 20 dias de incubacién se evalud, el porcentaje
de explantos que desarrollaron hojas y a los 45 dias:
el nimero promedio de hojas por explanto y la altura
promedio de plantulas. Los resultados se compararon
con la Prueba de T al 0,05 % (InfoStat, 2012).

Paralelamente a los ensayos in vitro se efectuaron en-
sayos de germinacion y vigor en arena (ISTA, 2003).
Los frutos se desinfectaron con hipoclorito de sodio al
2 % del valor comercial (5,6 g/l de cloro activo) por 2
min, se lavaron con agua esterilizada y se colocaron
a germinar en cajas pldsticas transparentes con arena
a capacidad de campo. Se realizaron 4 réplicas de 50
semillas cada una y para cada ensayo. Las plantulas
se evaluaron cada 7 dias durante 2 semanas, segin
indicaciones del manual de evaluacién de plantulas
(Association Official Seed Analysts, 1992). Los resulta-
dos de la germinacion se expresaron como porcentaje
de plantulas normales. La prueba de vigor realizada
fue el tiempo medio de germinacién maxima (TMG),
registrandose diariamente durante 15 dias la germina-
cion fisiolégica. Los ensayos se realizaron en camaras
de germinacion con un fotoperiodo de 12 hs y una
temperatura de 25°C.

Resultados

El porcentaje de contaminacion in vitro de semillas
sembradas en AA fue de 16%. El porcentaje de germi-
nacion fisiologica a los 3 dias de la siembra fue de 40%
y a los 7 dias alcanzé el 84%. El TMG fue de 4,9 dias
y la germinacion final se mantuvo en 84 % a los 11
dias del ensayo. En la figura 1 se observa una plantula
normal en AA.

En las plantulas cultivadas en ambas diluciones de MS
se observé la regeneracion de un brote por explanto.
El 94% de los brotes en MS 4 diferenciaron hojas, en
el medio con mayor concentraciéon de sales el nimero
de brotes con hojas alcanzo el 100 % (figura 1). El
promedio de hojas fue de 7,5y de 7,4 en MS Vay MS
1%, sin diferencias significativas. La altura media de los
brotes fue 3,35 cm en MS Y4y 2,98 cm en MS 4, estas

-

diferencias fueron significativas entre los medios ensa-
yados (p< 0,05), tabla 1.

Tabla 1. Regeneracién de brotes, diferenciacién, nimero de
hojas y altura promedio de los brotes para los medios de
cultivo MS 1/4 y MS 1/2

Medios de cultivo

MS1/4 | MS1/2
Regeneracién de brotes 100 100
Diferenciacion de hojas (%) 94 100
Ndmero promedio de hojas 7,5 7,4
Altura media de brotes (cm) 3,35 2,98

La germinacion de plantulas normales en arena fue de
46% y el TMG fue de 4,6 dias.

Las plantulas consideradas normales presentaron uno
o dos cotiledones, sin dafo o con un dano no ma-
yor de un tercio del cotiledén; ademas del hipocétilo
elongado vy raiz primaria (figura 1). Las plantulas anor-
males fueron aquéllas que sufrieron apenas emergidas
podredumbre provocada por patégeno (ISTA, 2003);
plantulas sin raiz primaria, y plantulas con dafos mayo-
res a un tercio de los cotiledones (AOSA, 1992). Estas
representaron un 30% del total de plantulas (figura 2),
el resto no germiné.

Discusién

El protocolo de desinfeccion fue eficiente para este
lote de frutos germinados in vitro (16%), ya que en
trabajos previos, utilizando el mismo protocolo de
desinfeccion, los frutos contaminadas alcanzaron el
60% (Musso et al., 2010), estas diferencias pueden
deberse a las condiciones ambientales durante la ma-
duracién de los mismos. En S. balansae, una especie
de la familia Anacardiaceae, tipica de los bosques en

Figura 1. Pldntula normal: a-en AA, b- en MS, c- de ensayo de germinacién en arena.
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Figura 2. Plantula anormal en medio de cultivo.

donde prospera Schinus fasciculata, los frutos presenta-
ron mayor contaminacién por patégenos flingicos en
anos de elevadas precipitaciones entre la floracién y
la plena madurez. Esto dio como resultado una menor
germinacion (Alzugaray et al.,, 2007). Sansberro et al.
(2003), trabajando en Schinopsis balansae, registraron
un porcentaje de explantos contaminados del 30%,
siendo el tiempo de exposicion en hipoclorito de so-
dio de 10 min, en lugar de 20 min utilizado en este
trabajo. Contaminaciones del 20-30% de los explantos
fueron presentados por Rodriguez et al. (2011) en Gle-
ditsia amorfhoides utilizando 20 min de inmersién en
hipoclorito de sodio. Otros autores completan la des-
infeccion con otros desinfectantes como cloruro de
mercurio o fungicidas que pueden afectar los cultivos,
es el caso de Benmabhioul et al. (2009) en Pistacia vera
y de Rosero (2004) en Tectona grandis que agregan
Cobox a la desinfeccion.

Comparando la contaminacién durante la germina-
cion in vitro y la germinacion en arena, se verifica la
existencia de mayor contaminacién en los ensayos tra-
dicionales, que producen una baja en la produccién
de plantulas completas (Alzugaray y Carnevale, 2009).
Esto puede deberse a que como norma general, en
los ensayos tradicionales de germinacion, los frutos
sembrados no se desinfectan o s6lo se desinfectan si
existen evidencias de contaminacién severa, con el
objetivo de que las semillas expresen completamente
su potencial (Willan, 1991).

La germinacién in vitro mostré un elevado porcentaje
de plantulas normales emergidas (84%) respecto del
ensayo en arena (40%) y de los ensayos informados
por otros autores (Alzugaray y Carnevale, 2009), que
utilizando métodos tradicionales de produccién de
plantulas obtuvieron entre un 20-40% de germinacion.
Las plantulas in vitro fueron vigorosas y sanas, ya que
a los 7 dias la mayor parte de las semillas habian ger-
minado. Estos resultados coinciden con lo observado

por Bueno et al. (2006) para Maytenus vitis-idaea, otro
arbusto de la region chaquena, ya que la germinacion
de las semillas de esta especie en agar-agua acelerd su
germinacion. Otra especie arborea de la familia Ana-
cardiaceae, Pistachia vera L., mostr6 un 100 % de ger-
minacion sembrada in vitro (Garcia et al., 2010).

Los explantos, se comportaron mejor en medio diluido
(MS1/4), estos mismos resultados fueron informados
por Sansberro et al. (2003) en Schinopsis balansae. Ro-
driguez et al. (2001), senalan sin embargo, que en Gle-
ditsia amorphoides, las concentraciones mas diluidas
disminuyen la respuesta in vitro de la especie. Alzuga-
ray et al. (2013) sefialan que las mayores concentracio-
nes de sales mejoran el crecimiento y la proliferacion
de hojas en Schinopsis balansae.

La presencia de un brote por explanto, puede deberse
a que no se utilizaron reguladores vegetales en esta
etapa, ya que el objetico era obtener plantas madres.
Para promover la formacién de brotes, se podrian ha-
ber suplementado los medios con acido indol acético
o cinetina (Rodriguez et al,, 2011), o aumentar la con-
centracion de sales en los medios base (Alzugaray et
al, 2013).

Conclusiones

La utilizacién de la técnica de cultivo in vitro en S. fas-
ciculata facilita la multiplicacion de esta especie de alto
valor farmacoldégico, permitiendo aumentar el porcen-
taje de frutos germinados y obtener plantulas libres de
patégenos durante todo el aiio.
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