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Resumen

El objetivo de este estudio fue desarrollar un sistema eficiente para la regeneracion de
plantas in vitro de Cohniella cepula a partir de apices caulinares, con el propdésito de
multiplicar masivamente aquellos genotipos selectos, asi como para su uso posterior en
estudios de crioconservacion. En este experimento se usaron 4pices caulinares de plantas
etioladas de C. cepula, obtenidas mediante la incubacion de los cultivos en un cuarto
climatizado y oscuridad permanente. Los apices fueron cultivados individualmente en tubos
conteniendo 3 ml de medio de cultivo semisélido. Se ensayaron 31 medios de cultivo con el
propésito de evaluar el efecto del tipo, concentracién y combinacién de los reguladores de
crecimiento vegetal adicionados al medio basal: citocininas [N6-bencilaminopurina (BAP) y
cinetina (CIN)] y auxinas [acido naftalenacético (ANA) y &cido indolbutirico (IBA)]. A los 60
dias del cultivo de los 4pices, la regeneracion de plantulas ocurrié en todos los medios de
cultivo evaluados. Los porcentajes de regeneracion oscilaron entre 85 y 95%, sin registrarse
diferencias entre los distintos medios de cultivo, excepto en el medio basal MS donde dicho
porcentaje fue de alrededor del 50%. Por otra parte, respecto al nimero promedio de
plantulas registrado luego de 60 dias de la transferencia de los cultivos a MS, los mayores
valores se obtuvieron a partir de apices cultivados en los medios constituidos por MS
suplementado con CIN 1 mg/L + IBA 0,01 mg/L, CIN 3 mg/L + ANA 0,1 mg/L y BAP 1-3
mg/L + ANA 0,1 mg/L. En dichos medios de cultivo, se obtuvo un promedio de 5-6
plantulas/apice cultivado, diferenciandose de los valores registrados en MS desprovisto de

reguladores de crecimiento vegetal (1 plantula/apice).
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Introduccion

El género Cohniella Pfitzer pertenece a la
familia Orchidaceae, una de las familias
botanicas mas numerosas y diversas. Es
un género Neotropical distribuido desde el
norte de México hasta el sur de Brasil y
norte de Argentina, principalmente en
tierras bajas. En Argentina, este género
cuenta con dos especies nativas que
habitan en las provincias del norte: C.
cepula y C. jonesiana (Carnevali et al.,
2010; Cetzal-Ix et al., 2012; 2013). Ambas
especies

presentan gran potencial

ormmamental 'y son comercializadas
comunmente en mercados, ferias vy
viveros locales (siendo la mayoria de los
ejemplares en venta producto del
extractivismo); por lo que actualmente
estan casi desaparecidas de sus habitats
naturales (Insaurralde y Radins, 2007).

El uso de especies nativas en los
programas de mejoramiento genético es
una estrategia importante para garantizar
mejor adaptabilidad de los cultivares
obtenidos a las condiciones climaticas vy
de cultivo locales (Faria et al., 2015), lo
que permite ofrecer al consumidor
productos novedosos y de calidad.
Asimismo, a partir de que una especie 0
grupo de especies se tornan Utiles para el
hombre, nace el interés por estudiarlas en
profundidad y conservarlas.

Para la seleccion de plantas ornamentales
de calidad superior, deben considerarse

elementos ornamentales tales como el
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color, el tamafio y la proporcionalidad de

las flores, ademas del vigor vegetativo; y
las caracteristicas agronomicas tales
como el crecimiento rapido y vigoroso,
floracion temprana, durabilidad de las
plagas y
enfermedades, entre otras (Cardoso,
2010).

flores, resistencia a

Objetivos

El objetivo de este estudio fue desarrollar
un sistema eficiente para la regeneracion
de plantas de C. cepula a partir de apices
caulinares de plantas in vitro, con el
propésito de multiplicar masivamente
aquellos genotipos selectos por sus
caracteristicas ornamentales y agroné-
micas, asi como para su uso posterior en
estudios de crioconservacion de dicho

germoplasma.

Materiales y Métodos

Se trabaj6 con plantas in vitro de
Cohniella cepula (Hoffmanns.) Carnevali &
G. Romero obtenidas a partir del cultivo
de explantes florales, de acuerdo a la
metodologia descripta por Dolce et al.
(2016). Las plantas madres usadas como
fuente de explantes para el
establecimiento in vitro fueron obtenidas
en ferias y viveros locales y luego
mantenidas en un umbrculo pertene-
ciente a la catedra de Fisiologia Vegetal
de la FCA-UNNE (Fig. 1A). Los

ejemplares fueron identificados en el
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Herbario CTES.
Para la ejecucion de este experimento se
usaron apices caulinares de plantas
etioladas de C. cepula (Fig. 1B y 1C),
obtenidas mediante la incubacion de los
cultivos en un cuarto climatizado a 27 + 2
°C y oscuridad permanente. Los apices
fueron cultivados individualmente en tubos
de vidrio de 11 ml

conteniendo 3 ml de medio de cultivo

de capacidad

semisdlido. Se ensayaron 31 medios de
cultivo con el propdsito de evaluar el
del

combinacion

efecto tipo, concentracion y
de de

crecimiento vegetal adicionados al medio

los reguladores

basal: citocininas [N6-bencilaminopurina
(BAP) y cinetina (CIN)] y auxinas [acido
naftalenacético (ANA) y acido indolbutirico
(IBA)]. El medio basal utilizado fue el de
Murashige&Skoog, 1962 (MS), con 3% de
sacarosa y 0,65% de agar. En todos los
casos, el pH de los medios fue ajustado a
5,6 con el agregado de KOH o HCI. Previo
al cultivo de los apices, los tubos
conteniendo los medios de cultivo fueron
esterilizados en autoclave a 1,45 kg.cm-2
y 120 °C durante 20 min.

La incubacién de los 4pices se realizo en
un cuarto climatizado a 27+2°C con
fotoperiodo de 14 h e intensidad luminica
de 116 pm.m™?s™. Al cabo de 60 dias de
cultivo, todos los explantes fueron
transferidos a MS libre de reguladores de
crecimiento vegetal suplementado con

carb6n activado (250 mg/L), para la
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subsecuente regeneracion de plantas.

Los tratamientos fueron arreglados en un
disefio completamente aleatorizado, con
tres repeticiones de 10 apices para la
determinacion de los porcentajes de
regeneracion (entendida como la obten-
cion de al menos una planta entera a
partir de un apice cultivado). Posterior-
mente, se trabajé con 10 unidades
experimentales para la determinacion del
namero promedio de plantas regeneradas
por cada 4pice. Los datos fueron sujetos
al analisis de la varianza (ANOVA) vy la
comparacion de las medias fue realizada
usando el test de comparaciones multiples

de Duncan (P<0,05).

Resultados y Discusion

Al cabo de 60 dias del cultivo de los
apices, la regeneraciéon de plantulas
ocurrio en todos los medios de cultivo
evaluados, incluso en MS desprovisto de
reguladores de crecimiento vegetal. Los
porcentajes de regeneracion oscilaron
entre 85y 95%, sin registrarse diferencias
significativas entre los distintos medios de
cultivo, excepto en el medio basal MS
donde el porcentaje de regeneracion de
plantulas fue de alrededor del 50%.

Por otra parte, respecto al numero
promedio de plantulas registrado luego de
60 dias de la transferencia de los cultivos
a MS con carbon activado (120 dias
inicio del los

desde el experimento),

mayores valores se obtuvieron a partir de
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apices cultivados en los medios de
induccién constituidos por MS suplemen-
tado con CIN 1 mg/L + IBA 0,01 mg/L, CIN
3 mg/L + ANA 0,1 mg/L y BAP 1-3 mg/L +
ANA 0,1 mg/L (Fig. 1D y 1E). En dichos
medios de cultivo, se obtuvo un promedio
de 5-6 plantulas por cada apice cultivado,
diferenciandose significativa-mente de los
valores registrados en MS desprovisto de
(1

planta/apice) o suplementado Unica-mente

reguladores de crecimiento vegetal

con una citocinina (2 plantas/apice).

Fig. 1. A) Inflorescencia de un ejemplar de
Cohniellacepula mantenido en un umbraculo
de la FCA-UNNE. B-C) Plantas madres in vitro
creciendo en condiciones de oscuridad
permanente, a partir de las cuales se aislaron
los &pices caulinares. D-E) Regeneracion de
plantas a partir de un apice caulinar inducido
en MS suplementado con CIN 1 mg/L + IBA
0,01 mg/L luego de 60 (D) y 120 dias de
iniciado el cultivo (E).

Es bien conocido que el equilibrio entre

los reguladores de crecimiento vegetal,
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particularmente las citocininas y auxinas,

en el medio de induccion es un
determinante para la regeneracion de
plantas mediante la via organogénica
(Evans et al., 1981). En este estudio, los
apices caulinares mostraron respuestas
diferenciales de acuerdo a la combinacion
y concentracién hormonal utilizada en los
medios de induccion. Si bien los &pices
cultivados en MS libre de reguladores de
crecimiento o]

vegetal suplementado

Gnicamente con BAP o CIN fueron
capaces de regenerar plantas, se logro
una mayor tasa de multiplicacién cuando
las citocininas se usaron en combinacion

con auxinas.

Conclusiones

Este trabajo constituye un interesante
dado
regeneracion de plantas a partir de apices
de

clonacion de genotipos selectos tanto por

aporte biotecnoldgico que la

caulinares, ademas permitir la
sus caracteristicas ornamentales como
agrondmicas, brinda un explante muy
apropiado a la hora de encarar estudios
de

germoplasma, dado que se constituye de

para la crioconservacion su

tejidos organizados y potencialmente
estables desde el punto de vista genético,
lo que garantiza el almacenamiento

seguro de germoplasma.
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