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Resumen

Argyranthemum frutescens (L.) Sch.Bip. (Asteraceae) es una especie ornamental de importancia
comercial a nivel mundial. La micropropagacién y la organogénesis han sido llevadas a cabo en
muchas especies ornamentales de la familia Asteraceae. Estas técnicas de propagacion in
vitro ofrecen un alto potencial en las estrategias de mejoramiento genético de especies y variedades
de alto valor comercial. Sin embargo, el resultado del cultivo de tejidos vegetales se encuentra
influenciado por el ambiente fisico, quimico y gaseoso en el que se encuentren las plantas madre, y
por las caracteristicas del medio de cultivo a utilizar. Por ello, el objetivo de este trabajo fue estudiar
la micropropagacion de A. frutescens mediante organogénesis directa e indirecta a partir de
meristemas apicales de acuerdo con el ambiente en el que se encontraba la planta madre dadora
de explantes y segun diferentes dosis de reguladores de crecimiento en el medio de cultivo base.
Los explantes provenientes de plantas cultivadas in vitro presentan mayor capacidad de respuesta
morfogénica que los provenientes de plantas cultivadas ex vitro, por lo que se resalta el cultivo de
meristemas en el medio Murashige y Skoog (MS) + 0,5 mg I kinetina + 0,03 mg I? acido
naftalenacético como la combinaciéon de mayor respuesta a la regeneracién de plantas mediante
organogénesis directay en MS + 0,5 mg I* 6-bencilaminopurina + 0,03 mg I'* acido indolbutirico para
alcanzar la organogénesis indirecta.

Palabras claves: Argyranthemum frutescens, organogénesis, ambiente, cultivo de meristemas,
regulador de crecimiento.

Abstract

Argyranthemum frutescens (L.) Sch.Bip. (Asteraceae) is an ornamental species of worldwide
commercial importance. Micropropagation and organogenesis have been carried out on many
ornamental species of the Asteraceae family. These propagation techniques offer a high potential in
breeding strategies for species and varieties of high commercial value. However, the results of tissues
culture are influenced by the physical, chemical, and gaseous environment in which the explant-giving
plants are located, and by the medium culture characteristics. Therefore, the aim of this job was to
study the micropropagation of A. frutescens by direct and indirect organogenesis from apical
meristems according to the environment in which the mother plant was located and according to
different doses of growth regulators in the base culture medium. Explants from in vitro-grown plants
show greater morphogenic response capacity than those from ex vitro-grown plants, thus highlighting
meristem culture in Murashige and Skoog (MS) medium + 0.5 mg I-1 kinetin + 0, 03 mg I-1
naphthaleneacetic acid as the combination with the highest response to plant regeneration by direct
organogenesis and in MS + 0.5 mg I-1 6-benzylaminopurine + 0.03 mg I-1 indolbutyric acid to achieve
indirect organogenesis.

Key Words: Argyranthemum frutescens, organogenesis, environment, growth regulator, meristem
culture.
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Introduccién

El género Argyranthemum Webb ex Schutz-
Bip pertenece a la familia Asteraceae, tribu
Anthemidae. Es originario de las Islas
Canarias e incluye 25 especies con
numerosas subespecies (Kjos et al., 2010). Su
cultivo como planta ornamental se ha vuelto
popular en los Ultimos afios (Schroeter y
Kleiber, 2012), ya que se utiliza a nivel
mundial como planta en maceta, como
cubierta vegetal o para decorar jardines
debido a su follaje, al color de sus flores y a su
largo periodo de floracién (Hu et al., 2020).
Argyranthemum frutescens es una especie
ornamental de importancia comercial con
amplios programas de reproduccion y
multiplicacion. Su propagacién es vegetativa,
por lo que precisa ser sometida a procesos de
limpieza de enfermedades sistémicas, tales
como las virosis (Kjos et al., 2010).

Las técnicas de propagacion in vitro como la
organogénesis o la embriogénesis somética
ofrecen un gran potencial en las estrategias de
mejoramiento  genético de especies y
variedades de alto valor comercial. Estas
metodologias pretenden alcanzar la obtencion
de plantas con caracteristicas genéticas y
morfolégicas deseadas (Pérez et al., 2008;

Bustamante et al., 2022) Yy permiten la
obtencién de un alto nimero de plantas en
corto tiempo (Salazar et al., 2005). En
particular, la  micropropagacion y la
organogénesis han sido llevadas a cabo en
muchas especies ornamentales de la familia
Asteraceae (Salazar et al., 2005). La
organogénesis representa una de las posibles
vias  morfogénicas que permite la
diferenciacion de plantas (Pérez et al.,, 2008).
Cuando la formacion de brotes ocurre a partir
del explanto utilizado, sin la intervencién de la
fase de callo, se habla de organogénesis
directa, mientras que cuando se observa la
formacién de callos en el explanto
(desdiferenciacién del tejido) y la posterior
generacion de brotes a partir de su
diferenciacion, se trata de organogénesis
indirecta (George & Debergh, 2008). La
primera es una herramienta eficiente para
para propagar genotipos élite (Hernandez et
al., 2013) que, ademas, posibilta la
produccion de plantas con cualidades
fitosanitarias que aseguran la calidad
comercial (Castafieda-Castro et al., 2009),
mientras que la segunda puede utilizarse en el
mejoramiento genético de plantas, ya que
posibilita la obtencion de variantes genéticas
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con resistencia o tolerancia a las adversidades
del medio. Un callo es una masa amorfa de
células indiferenciadas que puede tener
potencial para desarrollar raices normales,
brotes y embriones que posteriormente
formaran plantas. Su caracteristica general de
crecimiento abarca una compleja relacién
entre el explante, la composicién del medio y
las condiciones experimentales durante el
periodo de incubacién (Lallana y Lallana,
2003).

A diferencia del medio exterior, el ambiente
in vitro se caracteriza por tener alta humedad
relativa, humedad constante, bajos niveles de
densidad de flujo de fotones, fluctuacién en la
concentracion de COz, alta concentracion de
azlUcar y ausencia de microorganismos.
Generalmente, estas circunstancias causan
bajos niveles de transpiracion, de absorcion
de agua y nutrientes, y de COz2, pero un alto
nivel de respiracién en la oscuridad, lo que
desencadena un crecimiento celular escaso
(Barb6n Rodriguez, 2003). Por ello, las
caracteristicas fisiolégicas y morfolégicas de
las plantas in vitro estan influenciadas por el
ambiente fisico, quimico y gaseoso, el cual
incidirhA en la optimizacibn de los
procedimientos de micropropagacion (Cafial
et al, 2001). Ademas de ello, Ilas
caracteristicas del medio de -cultivo son
determinantes para lograr un cultivo de tejidos
exitoso. El agregado de reguladores de
crecimiento al medio, tales como auxinas y
citoquininas, posibilita el rapido desarrollo de
las plantas in vitro (Aros et al., 2017), ya que
interfieren en la diferenciacion de tejidos, y en
la induccién y formacién de yemas y raices
(Duan et al., 2016).

El objetivo del presente trabajo fue estudiar
la micropropagacion de A. frutescens
mediante organogénesis directa e indirecta a
partir de meristemas apicales de acuerdo con
el ambiente en el que se encontraba la planta
madre dadora de explantes y segun diferentes
dosis de reguladores de crecimiento en el
medio de cultivo base, ademas de
proporcionar un fundamento teérico para el
cultivo de tejidos vegetales.

Materiales y métodos

Material vegetal

Esquejes de A. frutescens fueron colectados
de plantas cultivadas en un invernaculo sin
control de temperatura del Instituto de
Floricultura del INTA, en Hurlingham (34°36'0"
S; 58°37'60" O), Argentina, durante el otofio.

20



Articulos

Las temperaturas promedio registradas fueron
de 20° C, bajo un fotoperiodo de 12 h.

Por otro lado, se utilizaron plantas de A.
frutescens de entre 8 y 13 cm de altura
conservadas en condiciones in vitro en medio
de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962) a
25°C de temperatura y bajo un fotoperiodo de
16 h.

Desinfeccion de los esquejes provenientes de
plantas ex vitro

En primer lugar, los esquejes fueron llevados
al laboratorio donde fueron cortados en
fragmentos de 2 a 3 cm y lavados con agua.
Posteriormente, las fracciones fueron
sometidas a alcohol 70 % durante 10 s y
transferidas a una solucion 30 % (v/v) de
hipoclorito de sodio por 10 min.
Seguidamente, fueron desinfectadas con una
solucién de kasugamicina 0,27 % (v/v) durante
10 min y, finalmente, enjuagadas 3 veces con
agua destilada estéril bajo campana de flujo
laminar.

Tabla 1. Conformacién de los diferentes tratamientos analizados

Preparacion de explantes

Los meristemas (0,5-0,8 mm) provenientes de
las plantas cultivadas in vitro y de los esquejes
desinfectados previamente fueron extraidos
mediante bisturies a partir de la ayuda de una
lupa binocular (Nikon ® modelo SMZ-10,
Tokio, Jap6n) en una camara de flujo laminar.
Se emplearon tubos de ensayo de 24 x 115
mm que fueron completados con 10 ml de
medio de cultivo y se introdujo un meristema
por cada tubo.

Tratamientos

Se utilizaron 8 tratamientos, los cuales fueron
conformados segun el ambiente en el cual se
encontraba cultivada la planta madre (in vitro
0 ex vitro-en invernaculo-) en combinacién con
un medio de cultivo (compuesto por un medio
base mas un regulador de crecimiento) (Tabla
1). Cada medio fue ajustado a pH 56 vy
pasado en autoclave a 121 °C durante 17 min.

Tratamiento Cultivo de la planta Medio de cultivo
madre
1 In vitro MS (Murashige y Skoog, 1962)
In vitro MS + 0,5 mg I'* kinetina (KIN) + 0,03 mg I*
acido naftalenacético (ANA)
3 In vitro MS + 0,5 mg I'* 6-bencilaminopurina (BAP) +
0,03 mg I &cido indolbutirico (AIB)
4 In vitro MS + 0,5 mg I'* BAP + 0,03 mg It ANA
5 EX vitro MS
6 Ex vitro MS + 0,5 mg I KIN + 0,03 mg I ANA
7 Ex vitro MS + 0,5 mg I'* BAP + 0,03 mg 1 AIB
8 Ex vitro MS + 0,5 mg I'* BAP + 0,03 mg It ANA

Mantenimiento de explantes

Los tubos de ensayo que contenian los
meristemas fueron llevados a una camara de
cultivo durante 60 dias bajo un fotoperiodo de
16 h a una intensidad de 1000 lux y una
temperatura constante de 25 °C para
promover la diferenciacion de tejidos.

Variables evaluadas
Sesenta dias después de la extraccion de los
meristemas se registraron las siguientes
variables:

e Organogénesis directa:
- Regeneracion de plantas (%): N° de
explantes que lograron dar origen a una planta
con mas de una hoja verdadera, raices y
ausencia de callo/total de explantes;
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- N° hojas/explante: cantidad de hojas
obtenidas por cada explante (sin callo);
- Longitud radical: largo de la mayor raiz
del explante (sin callo), medido en cm.

e Organogénesis indirecta:
- Formacion de callo (%): N° de callos
producidos/total de explantes;
- Formacién de brotes a partir de callo (%):
N° de callos que lograron dar origen a brotes
y raices/total de explantes;
- N° hojas: cantidad de hojas obtenidas a
partir de callo
- Longitud radical: largo de la mayor raiz
originada a partir de callo, medido en cm.
e Mortandad (%): cantidad de explantes
muertos (de aspecto necrotico)/total
de explantes.
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Analisis estadistico

Se utilizaron 32 meristemas por cada
tratamiento. Se realizé un disefio en bloques
completamente aleatorizados con arreglo
factorial 4x2. Las variables N° de hojas y
longitud radical fueron transformadas a raiz
cuadrada por no cumplirse los supuestos de
normalidad y, a su vez, en el caso de n° de
hojas, por ser un valor entero. Se realiz6 un
andlisis de la varianza con un nivel de
confianza del 95 %. Al observar diferencias
significativas entre los tratamientos, se realizé
la prueba de diferencia de medias de Duncan
(p £ 0,05) mediante el software estadistico
Infostat versién 2020 (Di Rienzo et al., 2020).

Resultados y discusion

Efecto del ambiente del material vegetal y de
los medios de cultivo sobre la organogénesis
directa

De acuerdo con el andlisis estadistico, no
hubo evidencia estadistica de interaccion en
la regeneracion de plantas. Esta variable
estuvo influenciada por el ambiente del cual
provenian los explantes, ya que aquellos que

procedian de plantas cultivadas in vitro
lograron superar en un 8 % a los provenientes
de plantas cultivadas en invernaculo (Tabla
2.a). Si en investigaciones futuras se tuviera
como objetivo la regeneracion de plantas,
deberia considerarse tomar el material
meristematico de una fuente in vitro. Uribe et
al. (2008) determinaron que las condiciones
fisioloégicas de la planta donante de explantes
tiene una marcada influencia sobre la
respuesta in vitro. Un entorno donde la
temperatura es constante, la humedad
elevada, la concentracion de azlcares alta, la
densidad del flujo de fotones baja y donde
existe fluctuacion de los niveles de COz, como
lo es el cultivo in vitro (Barbén Rodriguez,
2003), posiblemente causd un balance de
hormonas enddgenas en las plantas dadoras
de explantes que tuvo efectos benéficos para
la regeneracion de plantas, a diferencia de las
plantas cultivadas ex vitro, cuya proporcion de
nutrimentos, de niveles hormonales y de
aminoacidos libres varia de acuerdo con las
distintas épocas del afio (Jiménez-Martinez et
al., 2013).

Tabla 2.a. Efecto del ambiente en el que fue cultivada la planta madre dadora de explantes sobre la regeneracién de plantas
de A. frutescens mediante organogénesis directa a los 60 dias de la introduccién in vitro de los meristemas

Ambiente de la planta madre

Regeneracion de plantas (%)

In vitro

14 a

Ex vitro

6b

Medias con una letra en comudn no son significativamente diferentes (p>0,05) de acuerdo con la prueba de Duncan

Por otro lado, la composicion de los medios
también repercutié sobre la regeneraciéon de
plantas, ya que de acuerdo con los valores
expresados en el Tabla 2.b, se puede notar
que el medio MS + 0,5 mg I'* KIN + 0,03 mg I
1 ANA fue significativamente superior por
lograr regenerar un 26 % de plantas (Figura 1
B, arriba), a diferencia del resto que no logré
superar el 10 %. La kinetina es una citoquinina
que posee un rol importante en varias fases
del desarrollo de las plantas. Ello involucra la
desinhibicién y diferenciacion de yemas, el

alargamiento celular y el flujo de asimilados y
nutrientes (Lagoutte et al., 2009). Por tanto, si
se considerara a la regeneraciéon de plantas
como un objetivo de importancia en préximas
investigaciones, la combinacion MS + 0,5 mg
I1 KIN + 0,03 mg I'* ANA deberia ser tenida en
cuenta. Similares resultados  fueron
encontrados por Zhang et al. (2015), quienes
vieron que la presencia de una citoquinina
combinada con ANA es indispensable para la
regeneracion y el desarrollo de los explantes.

Tabla 2.b. Efecto de los medios de cultivo sobre la regeneracion de plantas de A. frutescens mediante organogénesis directa

a los 60 dias de la introduccién in vitro de los meristemas

Medio de cultivo Regeneracion de plantas (%)

MS + 0,5 mg It BAP + 0,03 mg Oa
I ANA

MS 5a

MS + 0,5 mg I BAP + 0,03 mg 10a
I1 AIB

MS + 0,5mg It KIN + 0,03 mg I 26 b
1 ANA

Medias con una letra en comun no son significativamente diferentes (p>0,05) de acuerdo con la prueba de Duncan
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Figura 1. Diferencias de comportamiento de los explantes de A. frutescens en los medios MS (A), MS + 0,5 mg I* KIN + 0,03
mg I ANA (B), MS + 0,5 mg I BAP + 0,03 mg I'*AIB (C) y MS + 0,5 mg I'* BAP + 0,03 mg It ANA (D). Arriba: explantes
provenientes de plantas cultivadas in vitro. Abajo: explantes provenientes de plantas cultivadas ex vitro

Con respecto a las variables morfométricas,
segun los resultados observados en el Tabla
3, se produjo una interaccién significativa
entre los medios de cultivo y el ambiente del
cual provenian los explantes para el nimero
de hojas y la longitud radical de las plantas
regeneradas via organogénesis directa. Los
explantes del tratamiento ex vitro:MS y ex
vitro:MS + 0,5 mg It BAP + 0,03 mg I* AIB
lograron la menor cantidad de hojas, mientras
que los tratamientos que contenian kinetina
(ex vitro:MS + 0,5 mg I KIN + 0,03 mg I'* ANA
e in vitro:MS + 0,5 mg It KIN + 0,03 mg I
ANA) fueron estadisticamente superiores
(Figura 2). Por su parte, la longitud radical de

estas plantas fue menor en los tratamientos ex
vitro:MS, ex vitro:MS + 0,5 mg I’ BAP + 0,03
mg It AIB y ex vitro:MS + 0,5 mg I KIN + 0,03
mg I ANA, y significativamente superior en in
vitro:MS + 0,5 mg I KIN + 0,03 mg I ANA
(Figura 3). La kinetina es una citoquinina que
estimula la generacion de brotes axilares, asi
como también puede inducir la iniciacién y la
elongacion de las raices (Alcantara Cortéz et
al., 2019), lo cual explicaria estos valores.
Resultados similares obtuvieron Leiva Mora &
Aleaga (2023), quienes mediante el agregado
de KIN al medio de cultivo incrementaron el
numero de brotes de plantas de papa.

Tabla 3. Efecto de la interaccion entre del ambiente en el que fue cultivada la planta madre dadora de explantes y el medio
de cultivo para nimero de hojas y longitud radical de plantas de A. frutescens obtenidas mediante las dos vias de

organogénesis

Interaccién

Ambiente de la planta madre x
medio de cultivo

Tipo de N° Longitud
organogénesis | hojas radical
Directa 6,40* 5,21*
Indirecta 5,33* 4,86*

*valor significativo nivel del 5% (p < 0,05) de acuerdo con la prueba de Duncan
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NUMERO DE HOJAS

20 C
15
10 b
5 a =
0.81
0 = == =

Ex vitro: MS Ex vitro: MS + 0,5 Exvitro: MS +0,5 Invitro: MS +0,5
mg -1 BAP + 0,03 mgl-1KIN +0,03 mgl-1KIN +0,03
mg -1 AIB mg -1 ANA mg |-1 ANA
Ambiente de la planta madre * medio de cultivo

Medias con una letra en comun no son significativamente diferentes (p>0,05) de acuerdo con la prueba de Duncan

Figura 2. NUmero de hojas de las plantas regeneradas mediante organogénesis directa segiin el ambiente de la planta madre
y el medio de cultivo

LONGITUD RADICAL (CM) b
2.94

3.5

a 0.85

EX vitro: MS Ex vitro: MS + 0,5 Exvitro: MS + 0,5 In vitro: MS + 0,5
mg I-1 BAP + 0,03 mgl-1KIN +0,03 mgI-1KIN + 0,03

i mg |-1 AIB mg |-1 ANA ~ mgl-1ANA
Ambiente de la planta madre * medio de cultivo

Medias con una letra en comun no son significativamente diferentes (p>0,05) de acuerdo con la prueba de Duncan

Figura 3. Longitud radical de las plantas regeneradas mediante organogénesis directa segun el ambiente de la planta madre
y el medio de cultivo

Efecto del ambiente del material vegetal y de significativa entre los medios de cultivo y el
los medios de cultivo sobre la organogénesis ambiente en el que se encontraban las plantas
indirecta madre dadoras de explantes para la formacion
A partir de los resultados observados en el de callo y la formacién de brotes a partir de
Tabla 4, se puede decir que existié interaccién callo.

Tabla 4. Efecto de la interaccion entre el ambiente en el que fue cultivada la planta madre dadora de explantes y los medios
de cultivo para la formacién de brotes a partir de callo y la formacién de A. frutescens

Formacion
Interaccién de brotes a | Formacion
partir de de callo
callo
Ambiente de la planta madre x 4,26 * 3,82 *
medio de cultivo

*valor significativo nivel del 5% (p < 0,05) de acuerdo con la prueba de Duncan

De acuerdo con la Tabla 5, la formaciéon de vitro:MS, in vitro:MS, ex vitro:MS + 0,5 mg I*
brotes a partir de callo no ocurri6 en los KIN + 0,03 mg 1 ANA, in vitro:MS + 0,5 mg I
meristemas cultivados en los tratamientos ex KIN + 0,03 mg It ANA y ex vitro:MS + 0,5 mg
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I-1 BAP + 0,03 mg I* ANA. Los tratamientos
ex vitro:MS + 0,5 mg I'* BAP + 0,03 mg I AIB
e in vitro:MS + 0,5 mg I'* BAP + 0,03 mg I*
ANA produjeron brotes, pero no fueron
estadisticamente superiores al medio in
vitro:MS + 0,5 mg 1 BAP + 0,03 mg I AIB,
que alcanzé la mayor producciéon de brotes a
partir de callo (41 %).

Por otro lado, in vitro:MS y ex vitro:MS no
formaron callo. El tratamiento in vitro:MS + 0,5
mg I KIN + 0,03 mg I* ANA fue
significativamente similar, pero también fue
semejante estadisticamente ex vitro:MS + 0,5
mg I* KIN + 0,03 mg I'* ANA. Los tratamientos
ex vitro:MS + 0,5 mg I'* BAP + 0,03 mg I'* AIB
einvitro:MS + 0,5 mg I'* BAP + 0,03 mg I'1 AIB
consiguieron generar callo en un 30 y un 59
%, respectivamente. Por su parte, los
tratamientos in vitro:MS + 0,5 mg It BAP +
0,03 mg It ANAy ex vitro:MS + 0,5 mg I’ BAP
+ 0,03 mg I ANA alcanzaron los mayores
valores de produccion de callo (Tabla 5). En el
cultivo de tejidos vegetales, las auxinas y las
citoquininas, especialmente, interactian en
varios procesos del desarrollo de las plantas y
juntas pueden alterar la morfogénesis del
vegetal (Nordstrém et al.,, 2004). Si se

considerara a la formacién de callo como un
objetivo de futuras investigaciones, las
combinaciones de MS + 0,5 mg I'* BAP + 0,03
mg It AIB'y de MS + 0,5 mg I BAP + 0,03 mg
I ANA brindan adecuados resultados con el
material proveniente de in vitro, al igual que la
combinacién MS + 0,5 mg I'1 BAP + 0,03 mg I
1 ANA ex vitro. Las auxinas como el ANA y el
AIB tienen un rol importante en la formacion
de estos tejidos no organizados, de los cuales
también es posible inducir la formacion de
hojas, ademas de participar activamente en la
formacién de raices (Jordan y Casaretto,
2006). Similares respuestas se encontraron
en otros estudios, donde vieron que ANA y
BAP en el medio de cultivo también inducian
la formacién de callo y la produccién de brotes
a partir de callo (Duan et al., 2016). Por su
parte, Fajinmi et al. (2014) encontraron la
mayor produccion de callo en los medios de
cultivos conformados por auxinas,
principalmente en los que contenian ANA,
mientras que Cordova et al. (2014)
encontraron que la combinacion de una
auxina fuerte (2,4-D) con BAP es suficiente
para inducir la formacién de callo in vitro.

Tabla 5. Efecto del ambiente en el que fue cultivada la planta madre dadora de explantes y del medio de cultivo sobre la
formacién de brotes a partir de callo y la formacion de callo a los 60 dias de la introduccion in vitro de los meristemas

Ambiente de la Medio de cultivo Formacion de Formacion de callo
planta madre brotes a partir de (%)
callo (%)
In vitro MS Oa Oa
In vitro MS + 0,5 mg I'* KIN Oa 6 ab
+ 0,03 mg I’ ANA
In vitro MS + 0,5 mg I'* BAP 41c 59d
+ 0,03 mg I AIB
In vitro MS + 0,5 mg I'1 BAP 25b 72d
+ 0,03 mg It ANA
EX vitro MS Oa Oa
Ex vitro MS + 0,5 mg I'* KIN Oa 21 bc
+ 0,03 mg 'L ANA
Ex vitro MS + 0,5 mg I'* BAP 17b 30c
+ 0,03 mg I AIB
Ex vitro MS + 0,5 mg It BAP Oa 78 d
+ 0,03 mg It ANA

Medias con una letra en comudn no son significativamente diferentes (p>0,05) de acuerdo con la prueba de Duncan

En cuanto a las variables morfométricas,
segun los resultados observados en el Tabla
3, se produjo una interaccion significativa
entre los medios de cultivo y el ambiente del
cual provenian los explantes para el nimero
de hojas y la longitud radical de las plantas
regeneradas via organogénesis indirecta. Los
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explantes del tratamiento in vitro:MS + 0,5 mg
I BAP + 0,03 mg I'* AIB lograron obtener el
mayor numero de hojas a partir de callo (5) en
comparacion con los tratamientos restantes
(in vitro:MS + 0,5 mg I'* BAP + 0,03 mg I'* ANA
y ex vitro:MS + 0,5 mg It BAP + 0,03 mg I
AIB), los cuales no lograron superar las 2
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hojas (Figura 4). Con respecto a la longitud como la desinhibicién y diferenciacién de
radical, el tratamiento ex vitro:MS + 0,5 mg |1 yemas, el a|argamient0 celular y el f|uj0 de
BAP + 0,03 mg I* AIB fue estadisticamente asimilados y nutrientes, por lo que producen
superior al resto, por haber producido una mayor cantidad de ramificaciones y mayor
longitud media de 0,76 cm (Figura 5). Tanto produccién aérea de las plantas (Lagoutte et
BAP como AIB pudieron haber sido los al., 2009), mientras que las auxinas son

responsables de la obtencién de los mayores

;’a'oftesd Io(gj]_radlos para mtj)mero de hct’laf) y celular, y de la formacién de raices si se las
ongitud radical, ya que ambas se encontraban emplea en bajas concentraciones segun el

presentes en los tratamientos superiores. Las requerimiento del material vegetal (Jordan y
citoquininas juegan un rol importante en Casaretto, 2006).

diferentes fases del desarrollo de las plantas,

promotoras de la divisién y la elongacion

6 NUMERO DE HOJAS 515 b
5

4 a

3 a 2.58

) 1.7

1

0

In vitro: MS + 0,5 mg I-1 Ex vitro: MS + 0,5 mg |-1 In vitro: MS + 0,5 mg I-1
BAP + 0,03 mg|-1 ANA BAP +0,03 mgl-1AIB BAP + 0,03 mg I-1 AIB

Ambiente de la planta madre * medio de cultivo

Medias con una letra en comun no son significativamente diferentes (p>0,05) de acuerdo con la prueba de Duncan

Figura 4. Efecto de la interaccién entre el ambiente en el que fue cultivada la planta madre dadora de explantes y el medio
de cultivo sobre el nimero de hojas de plantas de A. frutescens obtenidas mediante organogénesis indirecta a los 60 dias
de la introduccién in vitro de los meristemas

LONGITUD RADICAL (CM) 0.76 b

a d d
0.5 0.5 0.5

0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

Ex vitro: MS In vitro: MS +In vitro: MS + Ex vitro: MS In vitro: MS + Ex vitro: MS
+0,5mgl-1 05mgl-1 05mgl-1 +05mgl-1 05mgl-1 +05mgl-1
KIN+0,03 BAP+0,03 BAP+0,03 BAP+0,03 KIN+0,03 BAP+0,03
mgl-1ANA mgl-1AIB mgl-1ANA mgl-1ANA mgl-1ANA mgl-1AIB
Ambiente de la planta madre * medio de cultivo
Medias con una letra en comun no son significativamente diferentes (p>0,05) de acuerdo con la prueba de Duncan

Figura 5. Efecto de la interaccion entre el ambiente en el que fue cultivada la planta madre dadora de explantes y el medio
de cultivo sobre la longitud radical de las plantas de A. frutescens obtenidas mediante organogénesis indirecta a los 60
dias de la introduccion in vitro de los meristemas
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Efecto del ambiente del material vegetal y de los medios de cultivo sobre la mortandad

Segun la Tabla 6, existio interaccion significativa entre los medios de cultivo y el ambiente en el que
se encontraban las plantas madre dadoras de explantes para la variable mortandad. Los tratamientos
ex vitro:MS + 0,5 mg It BAP + 0,03 mg I* AIB, in vitro:MS + 0,5 mg I'* BAP + 0,03 mg It AIB, ex
vitro:MS + 0,5 mg It BAP + 0,03 mg It ANA e in vitro:MS + 0,5 mg I* BAP + 0,03 mg I ANA
obtuvieron los menores valores. Por su parte, los tratamientos ex vitro:MS e in vitro:MS + 0,5 mg I
KIN + 0,03 mg I ANA fueron estadisticamente similares entre si y semejantes, también, al
tratamiento ex vitro:MS + 0,5 mg I’ KIN + 0,03 mg I'* ANA (Tabla 7). Nas y Read (2004) indicaron
que la composicion del medio de cultivo puede causar desérdenes fisiol6gicos o la muerte de los
tejidos debido a que la interaccion entre los reguladores de crecimiento y las sales minerales
utilizadas tiene un papel clave en el éxito de la micropropagacion. El tratamiento que logré la mayor
mortandad (63 %) fue in vitro:MS (Figura 1 A, arriba), lo cual pudo deberse a la composicion del
medio. Al no contar con reguladores de crecimiento, los explantes no lograron adquirir los nutrientes
requeridos para alcanzar su desarrollo y, en consecuencia, se necrosaron (Surakshita et al., 2019).
Por tanto, el agregado de reguladores de crecimiento al medio, como BAP combinado con ANA o
AlB, podria aumentar la supervivencia de los explantes en experimentos futuros.

Tabla 6. Efecto de la interaccion entre el ambiente en el que fue cultivada la planta madre dadora de explantes y los medios
de cultivo para la mortandad de A. frutescens

Interaccioén Mortandad
Ambiente de la planta madre x medio 6,24*
de cultivo

*valor significativo nivel del 5% (p < 0,05) de acuerdo con la prueba de Duncan

Tabla 7. Efecto del ambiente en el que fue cultivada la planta madre dadora de explantes y del medio de cultivo sobre la
mortandad a los 60 dias de la introduccion in vitro de los meristemas

Ambiente de la planta Medio de cultivo Mortandad
madre (%)
In vitro MS 63 c
In vitro MS + 0,5 mg I'* KIN + 0,03 25 ab
mg - ANA

In vitro MS + 0,5 mg I’ BAP + 0,03 6a
mg It AIB

In vitro MS + 0,5 mg I’ BAP + 0,03 16 a
mg It ANA

EX vitro MS 22 ab

Ex vitro MS + 0,5 mg I'* KIN + 0,03 41b
mg It ANA

Ex vitro MS + 0,5 mg I BAP + 0,03 10a
mg I AIB

Ex vitro MS + 0,5 mg I BAP + 0,03 6a
mg It ANA

Medias con una letra en comun no son significativamente diferentes (p>0,05) de acuerdo con la prueba de Duncan

Conclusion el medio MS + 0,5 mg I BAP + 0,03 mg 1 AIB
Los explantes de A. frutescens provenientes es apropiado para alcanzar la organogénesis
de plantas cultivadas in vitro presentan mayor indirecta. Estos avances quedan disponibles
respuesta morfogénica que los provenientes para futuras investigaciones en las que se
de plantas cultivadas ex vitro. El cultivo de desee implementar el cultivo de tejidos como
meristemas en el medio MS + 0,5 mg I'* KIN + técnica de saneamiento, de micropropagacion
0,03 mg It ANA es una combinacién o para el mejoramiento vegetal de A.
adecuada para la regeneracion de plantas frutescens.

mediante organogénesis directa, mientras que
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