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RESUMEN

La Selva Misionera es considerada una de las eco-regiones del pais con mayor
diversidad bioldgica. Sin embargo, la explotacion extractiva de sus principales especies
arboreas maderables y la falta de acciones complementarias de manejo, provocan un
alto grado de erosion genética que compromete la sustentabilidad del sistema;
requiriéndose de acciones concretas que promuevan la restauracion de la biodiversidad
mediante la implantacion de las especies de mayor consumo. En este contexto, el
objetivo general del trabajo fue desarrollar procedimientos de propagacién masiva que

permitan la obtencidn de plantas de las especies amenazadas o en peligro de extincion.

A partir de la recoleccion de frutos y semillas de ejemplares de Balfourodendron
riedelianum (guatambu blanco), Cedrela fissilis (cedro misionero), Cordia trichotoma
(peteribi), Handroanthus heptaphyllus (lapacho rosado) y Myrocarpus frondosus
(incienso) que crecen en la Reserva de Usos Multiples de la Facultad de Ciencias
Forestales (Universidad Nacional de Misiones), se desarrollaron sendos experimentos
que permitieron el establecimiento in vitro y germinacion de las semillas de la mayoria
de las especies estudiadas, excepto M. frondosus; las que fueron utilizadas como fuente

dadora de explantes en los ensayos de organogénesis y micropropagacion.

Los resultados obtenidos indican la posibilidad de propagar estas especies ya sea
a través de un proceso de organogénesis indirecta (B. riedelianum), micropropagacion a
partir del cultivo in vitro de segmentos caulinares (C. fissilis, C. trichotoma, H.
heptaphyllus); o bien, por combinacion de ambas técnicas (B. riedelianum), cuyas
plantas resultantes se adaptan rapidamente a las condiciones ambientales externas
durante la fase de aclimatacion.



ABSTRACT

The Misiones rainforest is considered one of the eco-regions with the greatest
biodiversity. However, the extractive exploitation of its main timber tree species and the
lack of additional management actions, cause a high degree of genetic erosion that
compromises the system sustainability; requiring specific actions to promote restoration
of biodiversity by implanting the most widely consumed species. Along these lines, the
main objective was developing procedures of mass propagation that will produce plants

from endangered species.

Fruits and seeds were collected from Balfourodendron riedelianum Cedrela
fissilis, Cordia trichotoma, Handroanthus heptaphyllus, and Myrocarpus frondosus
wild plants growing in the wildlife reserve (Facultad de Ciencias Forestales,
Universidad Nacional de Misiones). The obtained results allowed the in vitro
establishment and germination of seed from the majority of the studied species, except
M. frondosus, which were used as source of explants in the assays of organogenesis and
micropropagation. The results indicate the possibility of spreading these species either
through a process of indirect organogenesis (B. riedelianum), micropropagation from in
vitro culture of stem-segments (C. fissilis, C. trichotoma, H. heptaphyllus); or, by
combining both techniques (B. riedelianum). The propagated plants swiftly adapt to the

external environmental conditions during acclimation.
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INTRODUCCION

SITUACION ACTUAL DE LOS BOSQUES
En el contexto mundial

Basado en la Ley Nacional N° 13.273, se denomina “Bosque” a toda formacion
lefiosa, sea ésta de origen natural o artificial. Los bosques nativos son aquellos
ecosistemas forestales que se caracterizan por presentar una maxima complejidad,
conformada por una enorme diversidad de especies de plantas y animales que
interactian entre si (polinizacién, predacion, ciclo de nutrientes, dispersion) y una
limitada capacidad de auto-conservacion y autorregulacion. Presentan caracteristicas
intrinsecas y multiples funciones que, en su estado natural, comprenden una gran
variedad de beneficios tangibles e intangibles que propician la continuidad de la vida en
el planeta tales como diversidad de microclimas, refugio de fauna y flora, proteccién de
los suministros de agua potable y fertilidad de suelos, fuente de energia, lugar de vida
de comunidades campesinas y aborigenes (Ley N° 26.331; Brown, 2009); a la vez que
proporcionan diversos productos que permiten satisfacer las necesidades alimentarias,
medicinales, industriales y recreativas de la humanidad (Bertonati, 2009).

En el mundo, los bosques abarcan una extension de 4.000 millones de hectéreas,
equivalente al 31% de la superficie terrestre. La mayor parte (3.720 mil millones ha),
pertenecen a bosques nativos, de las cuales 1.640 millones ha son bosques templados y
boreales con predominio de diversas especies de coniferas; mientras que 1.760 millones
ha corresponden a bosques y selvas tropicales que se caracterizan por su vasta
biodiversidad (FAO, 2006). De hecho, el 53% del area afectada corresponde a los cinco
paises con mayor riqueza forestal (Rusia, Brasil, Canada, Estados Unidos de América y
China). Cerca del 8% (330 millones de ha) de la superficie boscosa tiene como funcién
principal la proteccion del suelo y los recursos hidricos para su conservacion, control de
aludes, estabilizacion de dunas y proteccion costera (FAO, 2010).

Basado en el ultimo relevamiento realizado en el afio 2010, el 49% de la
superficie de América Latina y el Caribe es ocupada por bosques, alcanzando 891
millones de hectareas que albergan el 57% de los bosques nativos existentes en el
planeta (FAO, 2011). Sin embargo, el crecimiento demogréafico y consecuentemente, el
incremento de la actividad econdmica suscitado en las Ultimas décadas, afectd
negativamente la existencia de los bosques nativos, disminuyendo notablemente la

cobertura forestal en la mencionada region (1zoko y Burneo, 2003; FAO, 2011; 2012).




Tomando en consideracion que la tasa de crecimiento de la poblacién mundial
ascenderia 22% para el afio 2030 (FAO, 2009) y que ésta, ocurriria principalmente en
los paises en vias de desarrollo, traeria consigo una creciente demanda de productos
naturales determinando una mayor necesidad de tierras arables para satisfacer la
demanda de productos agricolas. Este hecho, sin lugar a dudas, acrecentard el uso
desmedido de los recursos naturales del monte (Celestino et al., 2005). En este contexto,
se prevé que la produccion y el consumo de productos madereros y dendro-energéticos
aumenten, siguiendo el ritmo de las tendencias historicas (FAO, 2009).

Esta fuerte presion de la demanda de productos forestales, como asi también, de
alimentos, fibras y combustibles refleja un serio problema de deforestacion mundial,
especialmente de bosques tropicales. Cerca de 13 millones de hectareas son
deforestadas anualmente con fines agricolas, principalmente en Sudamérica (65%),
donde la cuenca amazonica sufre una disminucion de 3,1 millones de hectareas por afio
(FAO, 2006). En tal escenario, los paises de América del Sur registraron una pérdida
neta en la superficie forestal durante el periodo 2000-2005, excepto Chile y Uruguay,
quienes presentaron tendencias positivas debido a programas de plantacion industrial a
gran escala. Los nuevos bosques implantados con fines industriales en Argentina,
Uruguay y Colombia, podrian contrarrestar la desaparicion de bosques nativos en
términos de recursos maderables, sin embargo no evitarian el dafio ecoldgico causado
por la disminucidn de la biodiversidad (FAO, 2009).

En el contexto nacional
El primer inventario nacional indica que el 12% de la superficie continental

corresponde a bosques nativos (33,2 millones de hectareas), distribuidos en 5 de las 6
regiones forestales (Tabla 1) identificadas en el pais (Atlas de los Bosques Nativos
Argentinos, 2003).

Los Bosques Nativos fueron sometidos a importantes proceso de degradacion, a
partir de fines del siglo XIX como consecuencia de un conjunto de factores tales como
la falta de conocimiento, de prevision a largo plazo y de un ineficiente control estatal
(Salusso, 2008).



Tabla 1: Superficie cubierta por bosques nativos diferenciada por regién forestal.

Reqi6n Eorestal Tierras Bosques Rurales Total Bosque
g Forestales (ha) (ha) Nativo (ha)
Selva Misionera 914.823 538.588 1.453.381
Selva Tucumano Boliviana 3.697.483 29.352 3.726.835
Bosque Andino Patagdnico 1.985.495 - 1.985.495
Parque Chaquefio 22.040.637 1.327.347 23.367.984
Monte - - -
Espinal 2.488.066 168.681 2.656.747

Fuente: UMSEF (2002).

La actividad forestal se baso principalmente en la produccion de madera de tipo
extractivo, con cortes indiscriminados y selectivos de las especies mas valiosas y sin
ningin plan de manejo racional del recurso determinando un rapido deterioro de la
calidad de los bosques (SAyDS, 2005). En 1940 se disponia de méas de 2 ha de bosque
nativo por persona; mientras que en la actualidad este valor es inferior a 1 ha (UMSEF,
2007), generandose una pérdida de dos tercios del capital forestal en el transcurso del
ultimo siglo (Bertonati, 2009).

Durante la década del 80, nuestro pais comenzé un periodo de deforestacion que
fue favorecido por la inversiéon en infraestructura, los avances tecnolégicos (cultivos
transgénicos y siembra directa) y el contexto internacional de globalizacion,
acentuandose en los ‘90 y continuando hasta nuestros dias. En la mencionada década se
registrd una disminucién boscosa de 293.000 hectareas por afio; hecho por el cual,
Argentina se situd entre los 10 paises con mayor pérdida de bosques (FAO, 2010).

Segun datos recopilados por la Unidad de Manejo del Sistema de Evaluacion
forestal (UMSEF), la superficie cubierta por bosques en el afio 1987 fue de 35.180.000
ha reduciéndose continuamente por cambio del uso de la tierra (Fig. 1). En tal escenario,
Argentina transform¢ la superficie boscosa en tierras agricolas alrededor de 200.000
ha/afio durante el periodo 1998/2002, ascendiendo a 300.000 ha/afio entre 2002 y 2006,
debido principalmente al avance de las plantaciones de soja (UMSEF, 2007; Brown,
2009). Hecho por el cual, el porcentaje de perdida anual de bosques nativos en la
Republica Argentina en el periodo 1998-2002 promediaba un 0,82% anual, elevandose
a 1,23% a partir del afio 2002, manteniéndose en la actualidad. Las provincias con
mayor pérdida de superficie boscosa incluyen a Santiago del Estero (619.850 ha), Salta
(414.517 ha), Chaco (168.588 ha) y Formosa (153.257 ha) (Fig. 2); mientras que las

regiones del Parque Chaquefio, Selva Misionera y Selva Tucumano-Boliviana

6



soportaron el mayor impacto con una tasa anual de deforestacion en los Gltimos 20 afios
de -1,44; -1,13 y -0,42 respectivamente (UMSEF, 2012; SAyDS, 2012).
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Fig. 1: Superficie de bosque nativo en hectareas de la Republica Argentina durante el periodo 1915-2011.
Recopilacién de datos de Zarrilli, 2008 y SAyDS, 2014. A la derecha de cada barra se expresa en porcentaje la
superficie remanente de bosque nativo con respecto al afio 1915.
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Fig. 2: Pérdida de bosques nativos por provincia en el periodo 2006-2011. Datos tomados de UMSEF, 2012.

Dado el grado de explotacion al que fueron sometidos los bosques nativos con el

propo6sito de extraer madera y extender la frontera agricola, éstos se encuentran

altamente degradados y empobrecidos

requiriéndose de manera urgente la

implementacién de programas de manejo que favorezcan su recuperacion (UMSEF,

2007). En este marco, en el 2007 el Congreso de la Nacion sancioné la Ley N° 26.331

de “Presupuestos Minimos para la Proteccion Ambiental de los Bosques Nativos”,



donde se establece, que cada provincia debe realizar el Ordenamiento Territorial de sus
Bosques Nativos, con la finalidad de regular la proteccién, enriquecimiento,
restauracion, aprovechamiento y manejo de los bienes y servicios ambientales que
producen los bosques, zonificando territorialmente la superficie remanente en tres
categorias; Categoria | 0 Roja, comprende las areas de bosques que deben conservarse
sin actividades extractivas; Categoria Il o Amarilla, las areas que no podran ser
desmontadas, pero si someterse a actividades de uso sustentable y Categoria 11 0 Verde,
a las tierras forestales que podran ser convertidas a otro tipo de uso (Fig. 3), a fin de
promover la conservacion y uso sustentable de los mismos (lzquierdo y Clark, 2012;
UMSEF, 2012).

70%
60%
50%
Categorias de conservacion 40%
I categoria |
’ 30%
Categoria Il
I categoria i 20% -
No Bosque 10%. ll I II
o 0% Bu L ==
ias sin N Q c
[ Provine % 4028885308088 5S
S e ESESEs PSS 3L 530
S 74 Es8cgs"3°"8E=222xc2338¢F
S £ 3E S 3 2802 8wYE g
w o b = LRESID cEZz0
apmints &6ttt Gubebswy ¢ SN © i) s A
% e e e s g
30 S
=

Fig. 3: Bosques nativos de la Republica Argentina y participacion de cada categoria segun la Ley N° 26.331. A,
Ubicacion en el pais. B, Participacion de cada categoria a nivel nacional. C, A nivel provincial (SAyDS, 2013).

En la actualidad, 21 provincias han finalizado y aprobado por ley su
Ordenamiento Territorial de Bosque Nativo. Cérdoba, La Rioja y Neuquén ain no
cuentan con la acreditacion de la Secretaria de Ambiente y Desarrollo Sustentable;
mientras que, Buenos Aires y Entre Rios, se encuentran en etapa de desarrollo. La
superficie total de bosques nativos categorizada como roja es de 8.490.821 ha, amarillo
de 29.405.523 ha y verde de 10.982.240 ha (SAyDS, 2013).



Selva Misionera
La Provincia de Misiones presenta dos regiones ecoldgicas bien diferenciadas, la

Selva Misionera o Paranaense y los campos y malezales. La primera region constituye
una selva densa, hidrofila y semi-decidua compuesta por una comunidad climaxica, con
numerosos estratos encontrandose casi toda forma de vida bioldgica, predominando los
fanerofitos de hojas perenes y se localiza desde la region centro de la provincia hasta el
norte en el limite con Brasil (IPEC, 2012). El ecosistema de los campos y malezas se
ubica en la franja sur de la provincia y se distinguen dos ambientes ecoldgicos, uno de
selvas bajas con arboles de menor fuste donde se destacan ejemplares arbdreos como el
Urunday (Astronium balansae), el Aguaribay (Schinus molle), el Curupay
(Anadenanthera macrocarpa) y Tatané (Pithecellobium scalare), que forman pequefios
bosques que acompafan los cursos fluviales; y otro, de pastizales, donde la vegetacion
caracteristica son las gramineas y predominan especies como Paspalum sp., Panicum
sp. y Eragrostis sp., que forman sabanas que alternan con los bosques (Atlas de los
Bosques Nativos de la Argentina, 2003; IPEC, 2012).

La Selva Misionera ocupa la tercera parte del territorio provincial y posee un
clima subtropical humedo con precipitaciones todo el afio que varian entre los 1.000 a
2.200 mm anuales. La temperatura media anual es de 16-22°C, con minimas y maximas
absolutas de -2,5°C y 42°C, respectivamente. Presenta una frecuencia de heladas de 2,1
entre los meses de junio y agosto (Dimitri, 1975; Di Bitetti et al., 2003). Constituye una
de las eco-regiones del pais con mayor diversidad bioldgica, conformada por 4-5
estratos verticales de 30 a 40 metros de altura que forman una densa cobertura arbdrea
con unas 330 especies; de las cuales, mas del 40% se encuentran bajo diversos grados
de riesgos de conservacion. Del total de especies arbdreas autoctonas registradas sélo se
aprovechan aproximadamente unas 20 especies que revisten una elevada cotizacién en
el mercado, entre ellas, “incienso” (Myrocarpus frondosus), “laurel” (Nectandra
saligna), “guatambu blanco” (Balfourodendron riedelianum), ‘“cedro misionero”
(Cedrela fissilis) y “peteribi” (Cordia trichotoma) (SAyDS, 2001; UMSEF, 2007;
Gartland y Bohren, 2008).

El mayor impacto del modelo extractivo reside en la erosion genética causada
por la presion de seleccion que se origina al eliminarse los mejores ejemplares adultos
dejando en pie aquellos generalmente enfermos, de escaso valor genético para la futura
generacion (Rodriguez et al., 2005). Sumado a este hecho, las tasas excesivas de corte y

la falta de acciones complementarias de manejo, dan como resultados la aparicién de



bosques degradados con una excesiva proliferacion de cafias de las especies Chusquea
ramosissima y Merostachys clausenii que, junto con la proliferacién de lianas
Adenocalymna sp. y Arrabidaea sp., impiden la regeneracion de las especies arboreas
del bosque requiriendo de periodos prolongados para su establecimiento (Campanello et
al., 2007 a, b).

La Selva Misionera con una superficie actual de 1.161.497 ha y una profusa
diversidad bioldgica, es la unidad de vegetacion menos estudiada del pais y con el ritmo
méas acelerado de urbanizacion y deforestacion. A fin de frenar la permanente
degradacion de los bosque nativos y fomentar el uso sustentable de los mismos, resulta
imprescindible promover la restauracion de su biodiversidad mediante la implantacion
de las especies de mayor consumo; para lo cual es necesario contar con un sistema de
propagacion y crioconservacion del germoplasma nativo, a fines de su utilizacién en
programas estratégicos de recuperacion en esta region de alto desarrollo que representa
uno de los ultimos remanentes de vegetacion de ecosistemas subtropicales himedos en
la region noreste del pais (Rodriguez et al., 2005; SAyDS, 2012).

La explotacién con fines comerciales se remonta a la época jesuitica (1609-
1767), extrayéndose principalmente dos productos, yerba mate y madera (Atlas de los
Bosques Nativos de la Argentina, 2003). A partir del siglo XX la Selva Misionera es
considerada como un freno al progreso sobre el cual se deberia avanzar para
transformarla en un area productiva, este hecho condujo a la promocién de la actividad
forestal y a la colonizacion de pequefios y medianos productores rurales. Siendo el
colono el principal actor de la expansion agraria con un tipo de produccion basada en el
trabajo familiar y el cultivo de especies anuales (tabaco) y perennes (yerba mate y té)
(Carpinetti, 2009).

La actividad forestal consistio principalmente en la extraccion maderera de
especies como el Cedrela fissilis, Handroanthus heptaphyllus, Cordia trichotoma y
Myrocarpus frondosus conocidas como “maderas de ley” (Cabrera, 1994).
Posteriormente, se incorporaron otras especies como Balfourodendron riedelianum,
Apuleia leiocarpa (grapia), Enterolobium contortisiliquum (timbd), Peltophorum
dubium (cafiafistola), Cabralea canjerana (cancharana), Parapiptadenia rigida (anchico
colorado) y otras de menor calidad maderera. Este aumento en el nimero de especies
gener0 una intensa explotacion forestal resultando en un empobrecimiento del bosque y
pérdida de biodiversidad, conservandose relictos de selva solo en lugares de dificil
acceso (SAyDS, 2005).
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La explotacion forestal intensiva sin criterios ecoldgicos o de conservacion
disminuyé rapidamente la superficie boscosa, transforméndose en una de las regiones
del pais méas afectada denotando una pérdida de 15.603 ha anuales (SAyDS, 2012). En
tal sentido, de las 2.000.000 de hectareas de masa boscosa que cubrian la provincia de
Misiones, en la actualidad solo quedan 40.000 ha de bosques pristinos, 800.000 ha de
bosques secundarios y 700.000 ha son sometidas al cultivo agricola; hecho por el cual,
solo el 30% de la Selva Misionera esté cubierta por bosques nativos que se distribuyen
homogéneamente, donde el 47% corresponde a fragmentos o parches menores de 100
ha y solo el 22% se presentan en parches mayores a 1.000 ha que se encuentran en
distintos estados de uso, principalmente bosques degradados y no productivos desde el
punto de vista maderero (Mac Donagh y Rivero, 2006; Drozd et al., 2010).

En tal sentido, resulta meritorio destacar una serie de acciones para detener los
procesos de deterioro ambiental por el avance de la deforestacion, como destinar el
1,7% de sus bosques a reservas naturales provinciales, nacionales e internacionales
(Izquierdo et al., 2008). Asimismo, la provincia cuenta con instrumentos legales para
apoyar a la conservacion como la Ley provincial N° 3.631 de corredor verde que
promueve el desarrollo sostenible e intenta evitar el aislamiento de las areas protegidas.
La Ley de Planificacion del Paisaje que es la adhesion provincial a la Ley Nacional
N° 26.331 ("Ley de Bosques™) que establece las areas de alto valor de conservacion
donde no se permiten actividades productivas (zona roja) abarcando una superficie de
224 km? (Fig. 4), los sectores de mediano valor de conservacion, donde se permite
actividades sostenibles sin pérdida de la cobertura forestal, tales como aprovechamiento
sustentable, turismo, recoleccion e investigacion cientifica (zona amarilla) que
comprenden unos 967 km?, y las regiones de bajo valor de conservacién donde el uso de
la tierra puede ser convertida a otros usos (zona verde) alcanza unos 448 km? (Izquierdo
y Clark, 2012; Alcobé, 2009).
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Fig. 4: Selva Misionera. A, Distribucién de la Selva Paranaense en la Provincia de Misiones B, Ordenamiento
territorial segun la Ley 26.331. Fuente: Izquierdo y Clark (2012).

SITUACION ACTUAL DE LAS ESPECIES OBJETO DEL ESTUDIO

Balfourodendron riedelianum (Engl.) Engl.

Descripcién taxondmica y botanica.

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta (Angiospermae)
Clase: Magnoliopsida (Dicotiledonae)
Orden: Rutales

Familia:  Rutaceae
Género:  Balfourodendron
Especie:  riedelianum
NC: Guatambu blanco

La familia Rutaceae esta representada por 160 géneros y 1.900 especies
distribuidas principalmente en regiones himedas de clima atlantico a ecuatorial
(Groppo et al., 2008; Barth, 1982). En nuestro pais ésta es representada por cinco
géneros de especies nativas (Hunziker, 1984; Xifreda, 1999); cultivandose varias
especies exaticas de interés ornamental y frutal, entre las que se incluyen varios
representantes del género Citrus (Miranda et al., 2000).

Se caracteriza por presentar portes herbaceos, arbustivos o arbéreos, inermes
0 con espinas y hojas alternas u opuestas simples, trifoliadas digitadas o pinnadas,
persistentes 0 caedizas, glabras o pubescentes. Algunas especies son aromaéticas
debido a la presencia de glandulas de aceites esenciales; presentando flores
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bisexuales, unisexuales o hermafroditas, pequefias 0 medianas, de distribucién
solitaria o dispuesta en diversas tipos de inflorescencias; ademas de variados tipos de
frutos, entre los que se destacan las drupas, capsulas, samaras, foliculos y bayas
(Dimitri, 1987; Zamora, 2006).

Balfourodendron riedelianum es un arbol caducifolio de copa alargada,
redondeada a semi-globosa, aunque en ocasiones irregular y achatada; de tronco
recto y cilindrico a levemente tortuoso que puede alcanzar de 20 a 35 m de altura y
diametro a la altura del pecho (DAP) de 30 a 100 cm. La corteza, color ceniza a
pardo-cenicienta, lisa a aspera, con lenticelas blanco amarillentas y espesor de hasta
20 mm (Carvalho, 1994; Dimitri, 1987; Salazar et al., 2000). Hojas trifolioladas,
inermes, de filotaxis opuesta con peciolos de 3 a 8 cm de largo, foliolos de 5a 12 cm
de largo y de 2 a 5 cm de ancho, con apice agudo, brevemente peciolulados con
domacios en criptas o0 en hoyos tipo “mechon de pelos” en el envés de la lamina y en
las axilas de las intersecciones de la venacion principal y secundarias (Solis, 2002).
El limbo presenta glandulas puntiformes en el envés (Miranda et al., 2000). Presenta
flores hermafroditas, blanco verdosas, pequefas, dispuestas en amplias paniculas
terminales de 5 a 10 cm de longitud. El fruto es una samara lefiosa provista de 3-4
alas semicirculares (Fig. 5) que contienen hasta 4 semillas (Dimitri, 1987; Salazar et
al., 2000; Miranda et al., 2000; Degen de Arrua et al., 2008).

Fig. 5: A, Ejemplar tipico de Balfourodendron riedelianum en su habitat natural. Arbol. B, Frutos tipo samaras
lefiosas. C, Semillas maduras. La barra indica 1 cm.

Las semillas son elipsoides, negras con endosperma de color amarillo

provisto de sustancias lipoprotéicas con funciones de reserva que nutriran al embrion
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axial, de color blanco, con cotiledones carnosos, eje hipocotilo-radicula corto y
plimula reducida (Lacerda Da Silva y Sartori Paoli, 2006). Almacenadas en
condiciones ambientales naturales, mantiene su viabilidad de tres a cuatro semanas;
sin embargo, en camara a 5 °C, ésta puede extenderse hasta 18 meses. La
germinacion es epigea, iniciandose entre el dia 27 y 150 después de la siembra
brindando una tasa de germinacion que oscila entre 20 y 80% (Salazar et al., 2000;
Ramalho Carvalho, 2004), presentando de 6.000 a 15.000 semillas por kilo (Salazar
et al., 2000).

Distribucion natural

B. riedelianum habita naturalmente el Bosque Atlantico semi-caducifolio; que
se extiende por el sur de Brasil, noreste de Argentina (en la provincia de Misiones) y
este de Paraguay (Lino et al., 2011). Se distribuye entre los 10° y 30° de latitud Sur,
desde los 80 hasta los 1.000 m.s.n.m, con precipitaciones que varian entre 1.000 y
2.200 mm anuales y temperaturas medias que oscilan entre los 17 y 26 °C (Salazar et
al., 2000). Actualmente se encuentra citada solo en dos areas protegidas: la Reserva
Natural Estricta San Antonio y Parque Nacional Iguazu, Misiones, Argentina (SIB,
2004).

Importancia ecoldgica y econémica.

Es considerada de habito intermedio entre las categorias heliofilas y escidfilas
y tolera sombra parcial durante su estadio juvenil (Carvalho, 1994). Es una especie
sucesional tardia (Durigan y Nogueira, 1990), termohigrofila, delicada vy
medianamente longeva (Scordo Mateo, 2013), habitando frecuentemente en
capueras, bosques secundarios y pastizales (Salazar et al., 2000). Presenta una
dispersion anemocorica cuyo patron espacial es en forma de agregados en cortas
distancias, reflejando limitaciones en la dispersion de las semillas (Alcéantara et al.
1997; Condit et al., 2000; Seidler y Plotkin, 2006). Se destaca la existencia de
procesos denso-dependientes de predacién de semillas, herbivoria y ataque de
patdgenos que limitaria la regeneracion en la cercania de individuos adultos (Janzen,
1970; Connell, 1971; Augspurger, 1984; Wills et al., 1997). En estos ambientes, los
individuos remanentes juegan un rol fundamental sobre la lluvia de semillas, ya sea
como perchas de dispersores o por el aporte de sus propias semillas (Pinazo et al.,
2009; Rother et al., 2009), y también pueden actuar como facilitadores de la
regeneracion (Campanello et al., 2007b).
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Reviste un marcado interés econdmico por las caracteristicas organolépticas
de su madera (Lacerda Da Silva y Sartori Paoli, 2006) que presenta grano recto,
textura fina y anillos poco demarcados; observandose en su corte tangencial lineas de
color mas claro en sentido oblicuo (veteado suave) originados por los vasos y tejidos
parenquimaticos. Posee una albura de color blanco amarillento, el duramen
amarillento parduzco, aunque tiene alta densidad (peso especifico de 0,840 gr-cm™)
(Martinuzzi, 2010), se caracteriza por ser poco durable (vida Util estimada entre 5y
10 afios) (IRAM, 1998).

Brinda una madera de facil trabajabilidad, no ofrece resistencia al aserrado,
maquinado y encolado; por lo que resulta muy util en la construccion de muebles de
alta gama, decoracién de interiores, articulos de deporte y carpinteria en general
(Salazar et al., 2000; Martinuzzi, 2010). Esta es utilizada por los Guaranies en la
fabricacion de instrumentos musicales, principalmente en la construccion de tapa y
fondo de la caja de resonancia, mastil y clavijero para guitarras, cuerdas, mango y
puente de los violines (Keller, 2010). Algunos productos de su metabolismo
secundario presentan propiedades medicinales potencialmente utiles en la fabricacién

de sustancias antiparasitarias (Ferrari Marques, 2006).

Estado de conservacion

En la actualidad, gran parte de su cobertura ha desaparecido como
consecuencia del avance de la actividad agricola-ganadera, particularmente en Brasil
y Paraguay, quedando tan sélo 8% de ella y en forma muy fragmentada (Galindo-
Leal y Gusmao Camara, 2003). Estos fragmentos remanentes exhiben alteraciones en
la estructura y funcionamiento del ecosistema como consecuencia de los efectos de
borde y la reduccién de las poblaciones de arboles de los estratos superiores por tala
selectiva (Tabarelli y Mantovani, 2000; Campanello et al., 2009). Se encuentra en la
categoria de conservacion “en peligro” lo que significa que si no se revierte su
situacion actual, enfrenta un alto riesgo de extincion en los proximos 10 afios (IUCN,
2004). En la region forestal del Bosque Atlantico, la densidad absoluta disminuyo
abruptamente pasando de 15,6 arboles/ha en 1999 a 5,95 arboles/ha en el afio 2008
(de Souza Carvalho, 2009).

Manejo del cultivo
B. riedelianum crece bien en suelos fértiles, no se adapta a sitios degradados

(Barth et al., 2008). Los plantines se producen tradicionalmente en maceta y se
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mantienen en vivero hasta alcanzar un tamafio adecuado (entre 40 y 60 cm de altura)
para su plantacion definitiva, presentando en la mayoria de los casos una
sobrevivencia del 98% durante la implantacion (Crechi, 2004).

Existen ensayos preliminares que permiten evaluar el crecimiento del
guatambu en condiciones ambientales disimiles. En el dosel selvético, caracterizado
por la conjuncion de numerosas especies con habitos de crecimiento dispares que
conforman distintos estratos, acompafados de una flora y fauna particular de un
ambiente calido y himedo, presenta una tasa de crecimiento lenta a moderada (Lopez
et al.,, 1987); mientras que, en condiciones de cultivo comercial, los resultados
obtenidos evidencian una mayor velocidad de crecimiento que le permite alcanzar 5
m de altura 'y 6 cm de DAP a los 12 afios de implantado (Crechi et al., 2010). Se
puede implantar a pleno sol, en pequefias masas puras en areas libres de heladas;
requiriendo proteccién hasta alcanzar 1,5 metros de altura (Montagnini et al., 2006
a,b; Barth et al., 2008). Dado que su crecimiento es marcadamente monopédico, solo
eventualmente precisa podas de correccion del fuste (Ramalho Carvalho, 2004;
Montagnini et al., 2006 a, b). Asimismo, esta especie puede implantarse de manera
consociada con otras especies perennes tales como pinos y yerba mate (Eibl et al.,
2000); siendo apta para incluirse en planes de enriquecimiento de bosques
degradados debido a su plasticidad y rapida adaptacion (Lépez et al., 1987).

Entre las plagas que afectan a B. riedelianum se encuentran los insectos de la
familia Brentidae (Brenthus y Anchoragus), Scolytidae, Cerambycidae y
Platypodidae, que provocan perforaciones formando galerias en la corteza y la
madera (Ramalho Carvalho, 2004).

Produccion de plantines

La obtencion de semillas de poblaciones naturales es una solucion para
abastecer la demanda, pero en la actualidad, su cosecha es costosa y escasa debido
principalmente a la dificultad de encontrar en montes que son naturalmente multi-
especificos (Niella et al., 2013). La germinacion se produce entre los 27 a 150 dias
pos-siembra (FAO, 1986; Broz et al., 2010); evidenciandose un crecimiento lento en
condiciones de vivero (Ramalho Carvalho, 2004).

Existen antecedentes de propagacion agamica a partir de la induccién de
brotacion forzada de arboles adultos que son utilizados como fuente de explantes; sin

embargo, hasta el momento no se cuenta con un protocolo eficiente de multiplicacion
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(Niella et al., 1996). El enraizamiento de estacas provenientes de individuos
juveniles no requiere del uso de fotohormonas paras su induccion (Niella y Rocha,
2007).

Cedrela fissilis VVelloso

Descripcidn taxondmica y botanica.

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Dicotiledonea

Orden: Sapindales
Familia:  Meliaceae
Género:  Cedrela

Especie:  fissilis

NC: Cedro Misionero

La familia Meliaceae estd representada por 51 géneros y 800 especies
distribuidas en el planeta; de los cuales, 7 géneros y 126 especies se encuentran en
América. Habita las regiones tropicales y subtropicales y en menor medida, zonas
templadas (German-Ramirez, 2005). Se divide en dos subfamilias, Swietenioideae y
Cedreloideae (Smith, 1960). El género Cedrela se encuentra incluido en la tribu
Cedreleae, subfamilia Swietenoideae (Pennington y Styles, 1975; Pennington et al.,
1981; Mabberley, 1997, Muellner et al., 2003). Cuenta con 69 especies, incluyendo
arboles que crecen en Ameérica, India, Sudeste Asiatico y Australia. En 1960 Smith
efectud una revision del género y, a partir de ella, las especies de Asia y Australia se
incluyeron en el género Toona, permaneciendo en Ameérica el género Cedrela
(Patifio Valera, 1997). Muellner et al. (2010), reconocieron 17 especies en América
Central y América del Sur, restringidas principalmente a bosques humedos y
deciduos; mientras que Zapater et al. (2004) determinaron la existencia de una nueva
especie en Argentina: C. saltensis.

Caracterizado por arboles o arbustos poligamo-monoicos o poligamo-dioicos
con hojas persistentes o deciduas, alternas, rara vez opuestas o arregladas en espiral,
compuestas 1-2-3 pinadas o palmada, rara vez simples y exestipuladas, con los
foliolos por lo comun enteros y excepcionalmente lobados, aserrados, crenados o
espinosos; sus flores son hermafroditas o unisexuales, actinomorfas con 6rganos
reproductores rudimentarios, dispuestas en inflorescencias axilares o terminales,
usualmente paniculadas. Los frutos son capsulas, bayas o drupas; con semillas

solitarias a numerosas en cada léculo, a veces aladas y generalmente ariladas. Las
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semillas poseen un tegumento delgado, con o sin endospermo y el numero
cromosomico es 2n=16 (Dimitri, 1987; Rzedowski y Rzedowski, 1993; German-
Ramirez, 2005).

Cedrela fissilis Vell. es un arbol caducifolio de gran porte alcanzando 20 a 40
m de altura, de fuste cilindrico de hasta 150 cm de DAP, con ramas ascendentes
fréagiles, glabras o con pelos simples, lenticelas marrones y copa redondeada a densa
(Fig. 6 A) (Varela y El Souki, 2013). La corteza es marron rojizo con fisuras
longitudinales que alcanzan hasta los 2 m de longitud y de 1 a 2 cm de profundidad
en forma de “V”, con fisuras transversales de menor profundidad delimitando
escamas rectangulares longitudinales; posee laminas internas y el grosor total es de
3-5 cm, a la que se le atribuye propiedades medicinales (Salazar et al., 2000; Gartlant
et al., 2001; Toledo et al., 2008). Hojas compuestas-paripinnadas, 18-25 cm de
longitud, peciolos 5-8 cm de longitud, foliolos 18-20, desde opuestos hasta alternos,
oblongo-lanceolados, indumento denso-tomentoso en la cara inferior, cuando se
desprenden exhalan un fuerte olor similar a la cebolla, peciolulos 0,18-0,3 cm de
longitud, apice corto acuminado, base generalmente redondeada o ligeramente
cordada (Dimitri, 1987; Ramalho Carvalho, 2005; Varela y El Souki, 2013).

Planta monoica con flores diclinas o unisexuales por aborto, las masculinas
son mas alargadas que las femeninas con maduracion en tiempos diferentes (primero
las femeninas), inflorescencias laterales o subterminales, paniculas densas y tupidas
terminales de 27 a 33 cm de largo (Ramalho Carvalho, 2005; Toledo et al., 2008).
Flores unisexuales, pentameras, cortopediceladas de color blanco amarillentas hasta
rosado, pubescentes actinomorfas y pentameras, dispuestas en paniculas. Caliz
irregularmente dentado. Corola dialipétala, pétalos 5, libres, poco pubescentes.
Androginoforo presente. Estambres 5, libres, anteras largas. Ovario supero (Varela 'y
El Souki, 2013). EIl fruto es una capsula piriforme lefiosa (Fig. 6 B), dispuesta en
manojos, oblonga a cilindrica de 3 a 10 cm de longitud y de 3 a 5 cm de didmetro,
con lenticelas ocreas o blanquecinas que se distribuyen mas o menos regularmente en
toda la superficie, dandole una textura aspera. La dehiscencia es septifraga,
abriéndose por cinco valvas dejando en el centro una columela lefiosa (Salazar et al.,
2000; Ramalho Carvalho, 2005; Zapater et al., 2004; Toledo et al., 2008; Varela y El
Souki, 2013). Las semillas son castafio rojizas, con alas y aplanadas de 2,5 a 2,7 cm
de largo (Fig. 6 C), contiene 30 a 100 semillas viables por fruto (Ramalho Carvalho,
2005).
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Fig. 6: Cedrela fissilis. A, ejemplar en su habitat natural; B, frutos; C, semillas. La barra indica 2 ¢cm (B) y 5 mm (C).

Distribucion natural

Se encuentra desde el norte de Argentina hasta Panama y Costa Rica
(Pennington et al., 1981), mas precisamente entre los 12° latitud Norte y 33° latitud
Sur, en regiones con precipitaciones anuales que varian desde los 850 a los 2.200
mm y temperaturas de 15 a 25°C (Salazar et al., 2000; Zapater et al., 2004, Grau et
al., 2006). Es una especie caracteristica de la Selva Paranaense o Misionera; muy
frecuente en la provincia homénima (Zapater et al., 2004). Su patréon actual de
distribucién se corresponderia con remanentes de una distribucion pretérita mayor,

que sobrevive solo en los margenes de la Cuenca Amazonica (Rios et al., 2010).

Importancia ecoldgica y econémica.

Es una especie presente en bosques con follaje caedizo, tierras bajas no
inundables y bosques bajos de montafia (Pennington y Edwards, 2001; Rios et al.,
2008). Florece de setiembre a diciembre (con mayor intensidad en octubre), los
frutos maduran en invierno cuando la planta no posee follaje (Styles, 1981; Zapater
et al., 2004). Si bien produce abundantes semillas, que son diseminadas por el viento
en condiciones naturales, tiene una muy baja regeneracion (IBIF, 2007).

Su aspecto estetico y su porte determinan su empleo frecuente en parques y
jardines, brindando un tronco recto y corteza gruesa, ademas de flores claras (blancas
o amarillas) que destacan su belleza (Rodriguez et al., 2009). Posee una madera

liviana a moderadamente pesada con una densidad bésica de 0,43 gr-cm™a lo largo
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del fuste (Valério et al., 2008). La albura es de color amarillo ocre rosado y el
duramen castafio rosado a rojizo, de porosidad semicircular, grano recto a oblicuo y
de textura gruesa heterogénea y disefio pronunciado, es una madera poco durables
sensible al ataque de hongos, pero resistente al ataque de insectos. No ofrece
dificultades al aserrado, maquinado, debobinado encolado, clavado atornillado y al
acabado superficial, siendo ampliamente utilizada en muebles, terciados,
revestimiento de interior, construcciones navales, molduras, zocalos, puertas,
ventanas, tableros alistonados y tableros compensados (Martinuzzi, 2010).

El alto valor comercial que tiene la madera de C. fissilis, la hace muy
apreciada para plantaciones con fines comerciales (Biernaski, 2010) y ademas posee
un alto potencial para ser utilizada en métodos de enriquecimiento por siembra
directa en campos abandonados (Meneghello y Mattei, 2004). Es considerado
ademas un arbol melifero, rico en néctar y polen; extrayéndose de su madera aceites
volatiles y perfumados y de su corteza una serie de taninos. Las hojas pueden ser
utilizadas como forraje y se informaron algunas aplicaciones medicinales
relacionadas con la actividad de sus aceites volatiles sobre el desarrollo de

Staphylococcus aureas y Escherichia coli (Lago et al., 2004).

Estado de conservacion

C. fissilis es una de las especies de madera valiosa de la Selva Paranaense y
por lo tanto es sometida a una fuerte extraccion (Pinazo et al., 2008). Se encuentra en
la categoria de conservacion “en peligro” (IUCN, 1998). Esta especie presenta muy
baja densidad (1 arbol en 10 hectéreas) en bosques primarios y mayor abundancia en
vegetacion secundaria (Kageyama, 1996; Gandara, 1995).

En un proyecto de investigacion sobre Metodologia para Conservacion
Genética in situ, conducido por la Universidad de S&o Paulo y por
CENARGEN/EMBRAPA, con recursos de FAO, FAPESP-Brasil; GEF/BIRD e
IPGRI, estan involucradas varias especies del género Cedrela considerandoselas
como modelos de especies raras en el Bosque Atlantico (Patifio Varela, 1997). Segln
Kageyama y Gandara (1993), la conservacion geneética in situ se debe orientar por
especies banderas, o aquellas que necesitan de grandes areas para la conservacion de
poblaciones de sus especies, y que podrian representar a la comunidad. Estos autores
consideran las especies anormales en su distribucion natural como modelos para

conservacion in situ, considerando como tal a C. fissilis. Actualmente, se realizan
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numerosos estudios en Brasil con C. odorata y C. fissilis, a fin de conocer la
diversidad genética de sus poblaciones naturales, buscando la conservacion de sus
recursos. Existen procedimientos de almacenamiento ex situ que estan disponibles
para la conservacion a mediano y largo plazo (Nunes et al., 2007). De igual modo, C.
fissilis es una de las especies incluidas en el proyecto de investigacion sobre la
conservacion ex situ de especies nativas de importancia en el NE de Corrientes
(USAL-Corrientes) en compafiia de Myrocarpus frondosus, Handroanthus
heptaphyllus, Cordia trichotoma y Araucaria angustifolia; el cual sera de gran
utilidad para generar informacion acerca de la ecologia y comportamiento en

plantacion (Pezzutti y Caldato, 2014).

Manejo del cultivo

Es una especie con alta capacidad de adaptacion a diferentes condiciones de
luz. Si bien, puede germinar indistintamente bajo condiciones de luz y sombra, su
crecimiento se restringe considerablemente en situaciones de baja irradiancia
luminica, requiriendo de aperturas en el dosel para promover su desarrollo (Santos et
al., 2006).

En estado de plantula se caracteriza por presentar indumentos de pelos
simples, con foliolos grandes y fuerte olor a ajo al estrujarlas que facilitan su
identificacion (Toledo et al., 2005; Mostacedo et al., 2003). Presenta un alto grado
de dependencia de los hongos micorricicos arbusculares en la fase de vivero; siendo
necesaria la simbiosis con Glomus clarum para garantizar el éxito del
establecimiento y crecimiento de los plantines a campo (Rocha et al., 2006). Aunque
poco usual, se puede hacer siembra directa de las semillas en campos abandonados,
con buen nivel de germinacion (Meneghello y Mattei, 2004; Grings y Brack, 2011).
Actualmente, la demanda de plantulas de cedro esta destinado a restaurar bosques
(Saldias et al., 1994). La plaga de mayor incidencia lo constituye la mariposa
barrenadora del brote (Hypsipyla grandella). Esta ovipone en los brotes jovenes, mas
especificamente, en la base de los peciolos de las hojas, pudiendo ocasionar la
muerte del brote apical (Gonzalez Morenghi, 2006). Si bien es una especie de facil
adaptabilidad y alto valor comercial no existen plantaciones de cedro en grandes
extensiones, debido a la susceptibilidad al ataque de la plaga antes mencionada (del
Castillo y Tarnowski, 2005; Ramalho Carvalho, 2005, Maiocco et al., 2008).
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Se trata de una especie de rapido crecimiento a cielo abierto (del Castillo et
al., 2005; 2006). El turno de corte requiere de 20 a 25 afios con un DAP promedio de
45 cm (Morales Ortiz y Herrera Tuz, 2009).

Produccion de plantines

C. fissilis es una planta alégama con semillas que integran el grupo de las
ortodoxas (Ramalho Carvalho, 2005). A fin de obtener una cosecha Optima de los
frutos, ésta debe realizarse los 30 dias de la antesis floral cuando inicia la
dehiscencia, la coloracion del fruto es marron oscuro y el tenor de humedad es del
22,4% (Corvello et al., 1999b). Inmediatamente después de la cosecha, la
germinacion puede alcanzar entre 70 y 92% (Corvello et al., 1999 a; Masetto et al.,
2008). En condiciones naturales, las semillas pueden ser almacenadas hasta 6 meses
(Peixoto et al., 2008; Tourinho Salamoni et al., 2012); en cadmara seca hasta doce
meses alcanzando una germinacion de 33 a 45% mientras que si éstas son
almacenadas en camara fria, el poder germinativo alcanza 86% transcurridos 12
meses (Corvello et al., 1999 a; Lazarotto et al., 2013). Se siembra en almacigos o en
tubetes, siendo el sustrato mas apropiado la vermiculita. La germinacion es epigea,
iniciandose entre los 5 y 75 dias después de la siembra. Las plantulas alcanzan una
altura de entre 40 y 80 cm luego de 4 a 5 meses (Ramalho Carvalho, 2005). Durante
los primeros estadios en el campo son sensibles a heladas por lo que deben
permanecer cubiertas durante el invierno (Maiocco et al., 2008). Presentan alta
dependencia micorrizica ya que poseen escasa habilidad para absorber fosforo en
ausencia de la simbiosis (Siqueira y Saggin-Janior, 2001; Rocha et al., 2006).

Frente a la escasa disponibilidad de arboles semilleros que brinden semillas
de calidad, la propagacion asexual se constituye en una valiosa alternativa. En este
sentido, las estacas caulinares con hojas, obtenidas a partir de material seminal,
constituyen un método valido para su propagacion vegetativa (Xavier et al., 2003).
Asimismo, existe en la literatura varios trabajos que indican la posibilidad de
producir plantas mediante micropropagacion (Da Costa Nunes et al., 2002; Nunes et
al., 2003, 2007; Martinez et al., 2008; de Souza Laudano, 2005; de Souza Ribeiro et
al., 2013). Se realizaron estudios tendientes a inducir organogénesis a partir del
cultivo in vitro de distintos explantes (Pilatti, 2011; Pilatti et al., 2011); sin embargo,

quizds el avance mas importante lo constituya la posibilidad de inducir
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embriogénesis somatica en cultivos de embriones cigoéticos; brindando un 85% de
sobrevivencia de las plantas aclimatadas (Vila et al., 2009).

Finalmente, en la literatura existe informacién que indican la posibilidad de
conservar semillas y organos a corto y largo plazo (Nunes et al., 2003; 2007; de
Souza Laudano, 2005).

Cordia trichotoma [Vell.] Arrab. ex Steudel.

Descripcion taxonomica y boténica.

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Dicotiledénea
Orden: Lamiales

Familia:  Boraginaceae
Género:  Cordia

Especie:  trichotoma

NC: Peteribi, loro negro

La familia Boraginaceae estd conformada por plantas arboreas, arbustivas y
herbaceas anuales o perenes de regiones tropicales, sub-tropicales y templadas; con
130 géneros y aproximadamente 2.500 especies que habitan en las regiones
tropicales, subtropicales y templadas del planeta. La importancia econémica de la
familia se restringe a dos especies maderables Patagonula americana (guayaibi) y
Cordia trichotoma (peteribi). No obstante, algunas especies de los géneros
Heliotropium, Myosotis y Cynoglossum son cultivadas con fines ornamentales
(Pérez-Moreau, 1994).

Cordia trichotoma es un arbol de hojas caducas, y fuste recto y cilindrico que
puede alcanzar 20 a 35 m de altura 40 a 100 cm de DAP. Su corteza es oscura
castafia grisacea, aspera y con surcos longitudinales profundos; las ramitas jovenes
con pelos simples y estrellados entremezclados, ademéas de lenticelas blanquecinas.
Hojas alternas de lamina simple oblongas o lanceoladas con haz glabro o
glabrescente y envés con densa pubescencia (pelos simples y estrellados) con peciolo
pubescente. Planta poligama con flores blancas y pequefias dispuestas en
inflorescencias paniculiformes; presenta paniculas cimosas terminales, laxas,
pedicelos piloso-estrellados; caliz terminado en 5 dientes breves, apiculados,
densamente pubescente por fuera; corola infundibuliforme, con el tubo casi igual al
caliz, 16bulos obovados u oblongos; estambres insertos en la parte superior del tubo

corolino (Ariza Espinar et al., 2006). Fruto nucula proveniente de un ovario infero,
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de aspecto cilindrico encerrado por el céliz y la corola de 8 a 13 mm de largo y de 3 a
4 mm de ancho (Cabrera, 1983; Pérez-Moreau, 1994; Salazar et al., 2000, Carvalho,
2002; Fick et al., 2007; Roman et al., 2009), cilindroideo, que al alcanzar la madurez
se desprende conservando la corola y el caliz (Ariza Espinar et al., 2006) que
favorecen la dispersion anemdcora (de Souza, 2008). En la época de diseminacion es
un aquenio con cotiledones foliaceos, en la germinacion el fruto se comporta como
un pixideo, ya que presenta un opérculo, por la cual se permite la salida de la
radicula (Kuniyoshi, 1983). La semilla es elipsoidal, de 6 mm de largo y 2 mm de
diametro y la semilla propiamente dicha se encuentra presa dentro del fruto
(Carvalho, 2002). El peso de mil semillas es de 31,25 gr, comprendiendo de 24.591 a
32.557 semillas por kg. (Maffra et al., 2010; Felippi et al., 2012) (Fig. 7). La

germinacion es epigea y las plantulas son fanerocotiledonar (Felippi et al., 2012).

Fig. 7: Cordia trichotoma. A, Ejemplar en su habitat natural; B, fruto con restos florales; C, fruto limpios. En By
C la barra indica 1 cm.

Distribucion natural
Se extiende por la zona oriental de Brasil desde Ceara a Rio Grande do Sul y
por el oeste a través de Paraguay, al noroeste de Argentina y Bolivia. Estd presente
en dos regiones fitogeogréficas de Argentina, Selva Misionera y distrito Oranense de
la Selva Tucumano-Boliviana (Biloni, 1990; Dimitri, 1998), desde los 30 hasta los
1.000 m.s.n.m., con precipitaciones anuales que varian desde los 950 a los 2.200 mm
y temperaturas de 16 a 26°C. Se encuentra desde el bosque deciduo alto hasta el

bosque montano, piso inferior, calido himedo y la selva Misionera, formando parte
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del estrato arborescente superior (Biloni, 1990; Dimitri, 1998; Salazar et al., 2000,
Carvalho, 1988). Por otra parte, se determind una nueva especie a partir de madera
petrificada, asignandose a la familia Boraginaceae; con mayor parentesco con la
especie actual C. trichotoma. Dado que ésta proviene de las sedimentaciones del
Paleoceno superior de Chubut (Brea y Zucol, 2006); lo que sugiere la existencia de

selvas que se habrian desarrollado bajo condiciones de clima calido y humedo.

Importancia ecoldgica y econémica.

Es una especie heliofila tipica de vegetacion secundaria, comin en sitios
deforestados y potreros, poco exigente en suelos (Salazar et al., 2000). Desde el
punto de vista ecoldgico es una especie muy competitiva, pionera con alto poder de
dispersion de semillas; coloniza sitios de rozados, chacras y sobre todo claros de la
selva; con excelente regeneracion natural; intolerante a la sombra por ello se
reproduce bien en sitios abiertos y disturbados por el fuego (Montagnini et al., 1995).

Se propaga por semillas; sin embargo, la viabilidad disminuye rapidamente
cuando éstas son almacenadas a temperatura ambiente (Fick, 2007; Ferreira Lima et
al., 2008), prolongandose su facultad germinativa en condiciones de bajas
temperaturas y baja HR (Rodrigues et al., 2007). EI mayor inconveniente que limita
la produccion de semillas es ocasionado por el coledptero Amblycerus longesuturalis
(Pic), (Salazar et al., 2000; Johnson et al., 2001). Estudios previos determinaron que
las hembras adultas de A. longesuturalis, (Bruchidae), ovipositan las semillas de C.
trichotoma, cuyos estados larvales pueden completar su ciclo hasta madurez a
expensas de las reservas cotiledonares (Barrance et al., 2003), ocasionando dafios
severos que determinan la muerte del embrion. Cabe destacar que la incidencia del
género Amblycerus afecta a otras especies del mismo género tales como C. alliodora
y C. gerascanthus (Salazar et al., 2000).

Debido a ciertas caracteristicas organolépticas de su madera (veteado, color,
etc.) que determinan un alto valor decorativo, presenta un marcado interés en la
industria del debobinado, faqueado y muebleria fina (Salazar et al., 2000);
considerandose desde el punto de vista econdmico una especie prioritaria para la
region nordeste de Argentina (Crechi et al., 2004, 2010).

Estado de conservacion
El Peteribi integra la lista de especies amenazadas en peligro o en estado de

vulnerabilidad (IUCN, 2008). Por tal motivo, conforma una de las cinco especies
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incluidas en el proyecto de investigacion sobre la conservacion ex situ de especies
nativas de importancia en el NE de Corrientes (USAL-Corrientes); el cual sera de
gran utilidad para generar informacion acerca de la ecologia y comportamiento en

plantacion (Pezzutti y Caldato, 2014).

Manejo del cultivo

Responde muy bien al establecimiento en areas sin heladas o heladas leves,
en suelos de buena fertilidad natural en las siguientes modalidades: a) plantacion
mixta a pleno sol, asociado con especies de crecimiento similar o superior en altura;
b) vegetacion matricial: En los primeros estadios de crecimiento soporta niveles
moderados de sombra, pudiendo ser plantada en fajas de 3 a 4 m de largo abiertas en
la vegetacion secundaria (Lopez et al., 1987; Ortiz Dominguez, 1993). En general,
esta especie se maneja en plantaciones con una densidad inicial de 1.600 plantas/ha y
con un marco de plantaciéon de 2,5 m x 2,5 m. (Britos Paniagua et al., 2006). Posee
un crecimiento inicial rdpido manifestando una tasa de crecimiento volumétrico de
14,3 m3/ha/afno (Schneider et al., 2006; Brack et al., 2011).

Los coledpteros Cistudinella sp. y Psalidonota contemta (Chrysomelidae)
producen dafios severos en las hojas limitando su explotacién silvicola en la

provincia de Misiones (L6pez et al., 1987; Ortiz Dominguez, 1993).

Produccion de plantines

Las semillas deben ser sembradas o almacenadas inmediatamente después de
su cosecha. Si bien, presentan un comportamiento ortodoxo, éstas pierden su poder
germinativo en pocas semanas, siendo ademas dafiadas por gorgojos. Dado que
presenta dormicién ocasionada por los tegumentos; es posible su reversion por
escarificacibn mecénica. En ausencia de un tratamiento pre-germinativo, la
germinacion es lenta, inicidndose a los 20 dias y finalizando a los 60 dias desde la
siembra, alcanzando entre un 60 y 80% de germinacién (Floriano, 2004; Eibl et al.,
2012; Brack et al., 2011). Se recomienda sembrar las semillas en germinadores y
repicar las plantas a bolsas de polietileno o tubetes de tamafio medio. Posee una raiz
principal pronunciada; razon por la cual, es sensible a la poda de raices (Carvalho,
2002).

Mantovani et al., (2001) obtuvieron multiples brotes in vitro a partir del
establecimiento de segmentos nodales informando que el uso de carbdn activado en

la fase de enraizamiento promueve el proceso morfogénico. Del mismo modo Fick
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(2007) desarrollé un protocolo de propagacion a partir del cultivo in vitro de
segmentos nodales, &pices caulinares y microestacas extraidos de plantulas obtenidas
por germinacion in vitro de semillas. Schendelbek et al., (2008), establecieron
segmentos nodales obtenidos de plantas madres; a su vez determinaron que las
condiciones de crecimiento de la planta madre, la recoleccion de los brotes en el
periodo de crecimiento activo y los tratamientos fitosanitarios influyen notablemente
en el establecimiento de segmentos nodales; determinandose que la proteccion de las
plantas madres a la exposicion de la luz solar permite reducir el ennegrecimiento
tisular durante la fase de establecimiento. Por su parte, Heberle (2010) desarroll6 un
procedimiento de propagacion mediante el uso de microestacas y mas recientemente,
Gonzélez y Barth (2013) informaron acerca de la posibilidad de propagar esta

especie mediante el cultivo de apices.

Handroanthus heptaphyllus (Vell.) Mattos

Descripcion taxondmica y boténica.

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Dicotiledénea
Orden: Lamiales

Familia:  Bignoniaceae
Género:  Handroanthus
Especie:  H. heptaphyllus
NC: Lapacho negro

La familia Bignoniaceae comprende un gran nimero de taxones entre los que
se encuentran lianas, arbustos y arboles distribuidos en las regiones tropicales y
subtropicales del planeta (Soltis et al., 2011). Su distribucion pantropical, casi
cosmopolita, consta de 120 géneros y unas 1.000 especies; situandose la mayor
fuente de diversidad en el norte de América del Sur (Gentry, 1992; Rzedowski y
Rzedowski, 1993; Castroviejo et al., 2005; Martinez y Ramos, 2012).

En nuestro pais se identificaron mas de 20 géneros (Arbo, 1999; Hurrell et
al., 2012). Recientemente, apoyado por técnicas moleculares, el género Tabebuia fue
segregado en Roseodendron Miranda (sin representantes en Argentina) Yy
Handroanthus Mattos.

Handroanthus heptaphyllus (Vell.) Mattos, sinonimia: Tabebuia heptaphylla

(Velloso) Toledo, es confundida con H. impetiginosa debido a que éstas presentan
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caracteres morfologicos en comun (Lozano y Zapater, 2008); hecho por el cual, su
identificacion es intensamente debatida (Justiniano et al., 2000).

El lapacho negro es un arbol de follaje caduco que puede alcanzar de 20 a 30
m de altura y 0,8 a 1,5 m de didmetro con un fuste recto y cilindrico de 12 m de largo
(SAyDS, 2003; Lozano y Zapater, 2008), con ramas dicotomicas, tortuosas y gruesas
que forman una copa moderadamente amplia y globosa (Marto, 2005). Sus hojas son
palmadas con 5 a 7 foliolos y peciolo de 3,5 a 8 cm longitud. Los foliolos son
ovados, oblongos y elipticos, discoloros, semi-coriaceos, borde regular y
completamente aserrado, de apice acuminado y base cuneada, el haz puede presentar
algin tricoma simple y corto y el envés escamas pequefias y semi-densas. En
individuos jovenes la corteza es de 1-2 cm de espesor; de color gris claro y lisa, con
numerosas lenticelas pequefias; en los adultos es aspera gruesa, castafio-grisacea a
gris oscura, con grietas pronunciadas longitudinales y transversales (Lozano y
Zapater, 2008). Presenta flores hermafroditas y zigomorfas dispuestas en panicula de
6-9 cm longitud, pauci o multiflora con hasta 40 flores. Tanto el raquis como los
pedicelos estan densamente cubiertos por tricomas dendroides cortos, flexuosos,
blanquecinos. El fruto es una capsula loculicida cilindrica de hasta 40 cm de largo y
1 cm de ancho, de color pardo verdosa con numerosas semillas (Fig. 8). Las semillas
son de 1,5 cm de largo por 1 cm de ancho, chatas con dos alas membranaceas y
translucidas y color castafio oscuro en el centro (SAyDS, 2003; Lozano y Zapater,
2008).

Fig. 8: Handroanthus heptaphyllus; A, ejemplar en su habitat natural; B, frutos y C, semillas. La barra indica 5 cm
(B)y 5 mm (C).
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El periodo de floracién inicia entre mediados de julio y primera quincena de
agosto; mientras que la dehiscencia de los frutos ocurre mayormente en los meses de
octubre a diciembre (Lozano y Zapater, 2008). Las semillas presentan un
comportamiento  ortodoxo. En condiciones ambientales naturales pierden
rapidamente viabilidad, pudiendo ser conservadas hasta seis meses. Dispuestas en
camara fria con un contenido de humedad del 8%, éstas pueden ser almacenadas
hasta 26 meses (Correira de Mello y Souza da Eira, 1995).

Distribucion natural
Se distribuye en una faja en forma de U por el E de la provincia de Formosa y
Chaco, NE de Santa Fe y Entre Rios, y gran parte de Corrientes y Misiones (Lozano
y Zapater, 2008), asociandose a las areas fluviales de grandes rios como el Parana,
Uruguay y Paraguay; en menor medida a cursos menores y zonas muy humedas,

ocupando llanuras y serranias bajas con altitudes variables entre 130 y 800 m.s.n.m.

Importancia ecoldgica y econémica.

Esta especie reviste gran importancia ecoldgica y economica (Mori, 2010).
Requiere clima predominante calido y himedo, con precipitaciones de 800 a 1.500
mm anuales, con inviernos suaves y veranos calidos (Lozano y Zapater, 2008).
Prefiere los suelos bajos con alto contenido de arcilla y himedos (Gentry, 1992). Es
considerada una especie heliofila, mesohigréfila, de crecimiento lento y longeva
(Tortorelli, 1956), muy cultivada en el centro y norte del pais (Lozano y Zapater,
2008).

La germinaciéon es afectada por la disponibilidad y calidad de luz. En
condiciones de sotobosque la germinacion alcanza 56%; mientras que en los claros
del bosque donde reciben una mayor radiacion luminica ésta puede ser cercana al
80%; hecho por el cual, posee capacidad de regeneracion tanto en ambientes
soleados como sombreados, teniendo crecimientos lentos bajo dosel y altas tasas de
crecimiento cuando son plantadas a cielo abierto (Borges, 2012). Otro factor que
influye sobre la germinacion, es el tipo de sustrato utilizado, suelos arcillosos con
alto contenido de materia organica, la germinacion supera 40%, en tanto que en
suelos arenosos, ésta es cercana al 15% (Bocchese et al., 2007). Un tercer factor que
influyente en la germinacion de H. heptaphyllus, es la posicion de los fruto en la
copa del arbol; las semillas de frutos provenientes del tercio superior de la copa

germinan en un 42%; mientras que en aquellas semillas originadas a partir de frutos
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localizados en el tercio inferior, ésta no supera el 10 % (Damasceno Ribeiro et al.,
2010).

Desde el punto de vista econdmico, las caracteristicas organolépticas de su
madera revisten un creciente interés industrial debido a su dureza y densidad,
presentando una albura de color blanco-amarillo y duramen pardo-verdoso con
veteado suave (LoOpez et al., 1987). Presenta un grano oblicuo entrecruzado con
textura fina heterogénea. Se clasifica como una madera de excelente calidad, muy
durable con duramen resistente al ataque de hongos, insectos y termitas (Carvalho,
2003).

En cuanto a la trabajabilidad presenta dificultad debido a su dureza y
abrasividad. Requiere un secado lento para obtener un material de calidad sin que se
produzcan deformaciones, grietas y rajaduras. Es utilizada en muebleria, ebanisteria,
carpinteria de interior, en escaleras, en la construccion de puentes, construcciones
rurales, obras hidraulicas, postes, tornerias, mango de herramientas y pisos
(Martinuzzi, 2010). Tiene amplia aplicacion en la construccion naval debido a la
maleabilidad y la resistencia, se utiliza comunmente en construcciones portuarias
(Reitz et al., 1988).

El lapachol obtenido de la corteza, constituye un principio activo alternativo
en el control de termitas, por sus efectos repelentes e insecticida (Arcos-Roa et al.,
1999; Martinez et al., 2012). Asimismo, es ampliamente utilizado en medicina
popular basado en sus propiedades farmacoldgicas Utiles en tratamiento para la tos,
inflamaciones, heridas y lesiones en general (Lopez et al., 1987; Alonso, 2000). Por
su porte robusto y flores vistosas rosadas, se cultiva con fines ornamentales en

parques y avenidas (Zapater et al., 2005).

Estado de conservacion

Dado el creciente interés industrial, el lapacho integra la lista de especies
amenazada de extincion (Mori, 2010); en tanto que en Brasil es categorizada como
especie vulnerable (Itonan et al., 1992). La explotacion extractiva irracional ha
reducido considerablemente el nimero de ejemplares en los bosques (Mori et al.,
2012). La ejecucion de proyectos de investigacion enmarcados en el Programa de
Ecologia de Especies Nativas han aportado informacion acerca de la fenologia de las
especie, marcacion de arboles semilleros, germinacion y almacenamiento de

semillas, preparacion de plantines con fines de implantacion en ensayos a campo o
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bajo cubierta destinadas al enriquecimiento y plantacion a cielo abierto. Torretta y
Cerino (2013) realizaron estudios relacionados con la biologia reproductiva de la
especie en las formaciones boscosas del NE de Argentina brindando informacion

potencialmente atil en la aplicacion de programas de mejoramiento.

Manejo del cultivo

Requiere de suelos con fertilidad media-alta, buen drenaje y texturas que
varian de franca a arcillosa (Carvalho, 2003). Es sensible a las heladas en la etapa
juvenil. Los individuos adultos pueden soportar heladas moderadas sin
inconvenientes. Tiene cierta tolerancia a suelos anegados temporalmente y
compactados (Scordo Mateo, 2013).

Debido a su extensa distribucion natural, ha sido indicada para la restauracion
de los ecosistemas forestales; siendo utilizada en reemplazo de vegetacion riberefia
en sitios sin inundaciones (Pires de Freitas, 2012). Es altamente recomendable para
sitios con déficit de humedad (Schrepel, 2010).

Es conveniente la plantacion con un marco de 3 m x 6 m, sola o consociada
con yerba mate (Barth et al., 2008). Se adapta perfectamente a los sistemas
agrosilvicolas por lo que puede ser empleada en correcciones de terrenos degradados
de la region (Eibl et al., 1997; Montagnini et al., 2006a).

Presenta una deficiente poda natural demandando un manejo silvicola intenso
para incrementar su altura comercial (Carvalho, 2003). En el dosel de plantaciones
comerciales, la produccion méaxima de madera volumétrica es de 6,6 m3-ha-afio con
incrementos dimétricos medio anual de 11,8 mm (Carvalho, 2003; Pdvoa de Mattos
et al., 2005).

Produccidn de plantines

H. heptaphyllus es una especie alégama (Torreta y Cerino, 2013) y la
propagacion es principalmente por semillas (do Amaral et al., 2011). Los valores de
germinacion y vigor permanecen inalterables durante un periodo de 90 dias,
crioconservadas a -170 y -196°C (de Lima Tresena et al., 2009; Higa et al., 2011;
Martins et al., 2011). Un factor importante en el almacenamiento de las semillas de
esta especie, es el contenido inicial de humedad, pudiendo ser almacenadas hasta
nueve meses en condiciones de medio ambiente con un contenido de humedad inicial
de 7,8%. En vivero si se utiliza como sustrato suelo arcilloso y materia organica

(sustrato sin déficit hidrico) para la siembra, las plantas de H. heptaphylla logran
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buen crecimiento y diferenciacion, en tanto que si se utiliza sustratos compactados o
arena se produce una elevada mortalidad de las plantas (Bocchese et al., 2007,
Zumkeller Sabonaro et al., 2009; Brack et al., 2011). La tasa de germinacion varia
entre el 60 y 100% y las semillas germinan entre los 7 y 10 dias después de la
siembra, finalizando a los 28 dias. Presenta un rapido crecimiento en condiciones de
vivero pudiendo alcanzar 25 cm de altura a los 150 dias de la siembra. De igual
modo, en el campo presenta un crecimiento relativamente répido, acusando
incrementos en altura entre 0,5 y 1,5 m por afo, caracteristica que la hace muy
deseada para las forestaciones (Longhi, 1995; Justiniano et al., 2000; Zapater et al.,
2005; Montagnini et al., 2006b, Damasceno Ribeiro et al., 2010).

En la literatura existe informacion relacionada con la propagacién vegetativa
a traves del enraizamiento de estacas (Pires de Freitas, 2012; Ovando et al., 2013).
Asimismo, es factible el establecimiento in vitro y germinacion de semillas
inmaduras (Higa, 2006; Fiori et al., 2014) para ser utilizados como fuentes de
explantes en la micropropagacion (Higa, 2006).

Myrocarpus frondosus Allemao

Descripcién taxondmica y botanica.

Reino: Plantae
Division: Faner6gama
Clase: Dicotiledénea
Orden: Fabales

Familia:  Fabaceae
Género:  Myrocarpus
Especie:  frondosus
NC: Incienso

La familia Fabaceae incluye numerosas especies arboreas distribuidas
ampliamente en el mundo (Watson y Dallwitz, 1992). Hasta el momento, se
identificaron 730 géneros y 19.400 especies que representan el 9,4 % de las
eucotileddneas (Stevens, 2001). Determinaciones realizadas por Burnham y Johnson
(2004) indican que aproximadamente el 16% de las plantas lefiosas de los bosques
Iluviosos neotropicales pertenecen a esta familia. En nuestro pais se identificaron 101
géneros nativos, 14 adventicios y aproximadamente 580 especies. Posee un alto valor
econdémico, obteniéndose alimentos, forraje, abonos, especias, medicina, taninos,

maderas, gomas, resinas y tintes (Sanchez de Lorenzo-Céceres, 2008).
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Son arboles, arbustos, hierbas anuales o perennes (Sanchez de Lorenzo-
Céceres, 2008), espinosos o inermes; con ramas alternas u opuestas, aladas o apteras;
de hojas alternas u opuestas, estipuladas o no, pulvinuladas o no, pecioladas o sésiles,
simples o compuestas desde unifolioladas hasta bipinnadas a veces reducidas a
filodios; en el caso de hojas compuestas el raquis a veces terminado en espina,
mucrdn o zarcillo; foliolos con estipelas o sin ellas, pulvinulados o no, con margenes
dentados o aserrados. Las flores pueden ser solitarias o dispuestas en inflorescencias
terminales o axilares. Fruto legumbre, a veces carnosa, con tabiques longitudinales,
transversales, o sin tabiques, a veces articulada (lomento), ecepcionalmente alada; la
dehiscencia puede ser ventral y/o dorsal o, incluso indehiscente. Los frutos pueden
contener de 1 a numerosas semillas, con o sin estrofiolo, con o sin endospermo
(\Valdés Castrillon et al., 1987).

Myrocarpus frondosus Allemdo; conocido trivialmente como “incienso”, es
un arbol perennifolio a semi-caducifolio que alcanza alturas de 6 a 35 m de altura
(Dimitri, 1987; Salazar et al., 2000; Sartori y Azevedo Tozzi, 2004) (Fig. 9 A), y
diametros de 50 a 100 cm (LoOpez et al., 1987; Salazar et al., 2000), con fuste recto,
cilindrico y libre de ramas de 8 a 15 m, y copa angosta de forma orbicular con ramas
ascendentes, tortuosas y dicotdmicas; de follaje verde oscuro y corteza de color
grisaceo a pardo grisaceo aspera con surcos longitudinales profundos y grosor de 3 a
4 cm, al rasparla despide un olor caracteristico de incienso (Lopez, et al., 1987,
Salazar et al., 2000). De ramas cilindricas, raramente cuadrangulares, lenticeladas.
Posee hojas compuestas alternas imparipinadas de 5 a 8 foliolos elipticos u ovados
con apice acuminado y base atenuada, asimétrica, redondeada, margen entero o
crenado y discoloro (Sartori y Azevedo Tozzi, 2004). Presenta flores de 2,6 a 4 mm
de largo blancas o blanco-verdosas; caliz campanulado y pétalos elipticos, dispuestas
en inflorescencia racimo axilar de 2 a 10 cm de largo. Su fruto es una samara plana,
verde amarillenta con dos alas membranosas por los lados, la region seminifera 3-7
mm ancho, acastafiada, escalariforme (Fig. 9 B), estipe 3-6,8 mm largo, base
asimetrica, caliz persistente, raramente también los estambres, con apice agudo y
apiculado, contiene de una a dos semillas por fruto, cilindricas, resinosas y
aromaticas con testa de color café oscura y rugosa, posee un embrion cilindrico,
elongado vy reticulado. Produce aproximadamente 900 a 1.200 semillas por

kilogramo, y las mismas son recalcitrantes, pierden viabilidad rapidamente, por lo
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que se aconseja cosecharlas y sembrarlas inmediatamente. La germinacion de
semillas nuevas, recién cosechadas varia entre 75 y 85 % (Ldpez, et al., 1987;
Salazar et al., 2000; Sartori y Azevedo Tozzi, 2004).

Fig. 9: Myrocarpus frondosus. A, ejemplar en su habitat natural; B, frutos. La barra indica 1 cm.

La primera floracion ocurre a partir de los 10 afios de edad, entre los meses de
agosto y octubre; mientras que la fructificacion tiene lugar entre octubre y diciembre,
presentando una dispersién anemocorica (Lopez et al., 1987; Salazar et al., 2000).

La madera del incienso tiene cierto contenido de tanino, resinas y
gomorresinas que favorecen su utilizacién a la intemperie (Lorenzi, 1998). En este
sentido, se demostrd que extractos crudos de la corteza de incienso son efectivos en
el control de hongos que afectan el cultivo de yerba mate y té (Jerke et al., 2008). En
las antiguas misiones jesuiticas que habitaron el nordeste argentino se lo utilizaba por
sus caracteristicas balsamicas, ya que efectuando incisiones en la corteza exuda una
resina aromatica semejante a la mirra, que se utilizaba en los templos en reemplazo
del verdadero incienso (Dimitri, 1998). Posee un duramen de color castafio claro a
castafio oscuro y albura de color blanco ocraceo, dura y pesada, con peso especifico
de 0,87 a 1,02 gr-cm™, con textura fina y grano derecho a oblicuo. De gran
durabilidad natural, muy resistente al ataque de hongos e insectos, al exterior en

contacto con el suelo se estima una durabilidad de 30 afios.
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Distribucion natural
Su distribucion abarca una amplia zona comprendida entre Bolivia, S de
Brasil, SO de Paraguay, N de Argentina y N de Uruguay (Reitz et al., 1988; Dimitri,
1998), en bosques estacionales deciduos sub-montanos teniendo una distribucién
altitudinal que varia de los 60 a 1.000 m.s.n.m; con precipitaciones anuales de 1.100
a 2.200 mm y temperaturas de 16 a 23°C (Salazar et al., 2000; Sartori y Azevedo
Tozzi, 2004).

Importancia ecoldgica y econémica.

El incienso pertenece al estrato arbdreo superior, se trata de una especie
secundaria, semi-heliofila, requiriendo sombreado moderado (Caldato y Pezzutti,
2010). Requiere suelos profundos y himedos con buen drenaje y textura franca
arcillosa. Se encuentra a menudo en la parte inferior de los valles, al comienzo de las
laderas o0 zonas con suelos hiumedos. Se comporta como moderadamente tolerante al
frio (Carvalho, 1994). Constituye una especie de clase emergente de la cubierta
superior en el bosque primario. Se regenera de forma natural en &reas abiertas
pudiendo formar parte de los bosques secundarios (Lorenzi, 1998).

La estructura poblacional de M. frondosus en la Selva Misionera indica una
entrada continua de nuevos individuos; con un patron de distribucién agregado y alta
densidad de individuos, con presencia en diversas clases de tamafios, variando desde
2 ¢cm hasta 50 cm de didmetro; considerandose al bosque en galeria como area
productora de semillas de incienso (Caldato y Pezzutti, 2010).

Su madera presenta buenas caracteristicas industriales. No ofrece resistencia
al aserrado, maquinado, encolado y recubrimiento superficial. Posee bajos riesgos de
deformaciones y rajado durante el secado natural. Es utilizada en la fabricacion de
pisos, durmientes, postes, construccion al aire libre, marcos de puertas y ventanas,
muebles, escaleras, cabos de herramientas y altamente recomendada para la
produccidn de energia (Salazar et al., 2000; Paula y Alves, 1997; Martinuzzi, 2010).
Es apreciada en el mercado de pisos debido a sus valores de dureza, densidad,
contracciones y durabilidad, entre otras caracteristicas que abarcan desde el color,
disefio y olor (Galvan, 2007).

El incienso es ademas utilizado con fines ornamentales en parque y avenidas,
en la recuperacion de ecosistemas degradados y produccion de miel (Salazar et al.,
2000).
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Estado de conservacion

Se encuentra incluida en la lista de especies Argentinas en peligro o
vulnerables (Chebez, 1994). Si bien, son insuficiente los datos existentes que indican
su estado de conservacion, el Ecosistema que lo alberga se halla fuertemente alterado
como consecuencia de la actividad maderera expoliativa e incontrolada (Navarro,
1997).

En la Facultad de Ciencias Forestales (UNAM), el laboratorio de Propagacion
Vegetativa, desarrolla técnicas de conservacion ex situ, basadas en el uso del cultivo
in vitro de tejidos vegetales, para especies nativas de la Selva Paranaense que se
encuentran amenazadas, entre las que se incluyen M. frondosus (Escobar, 2006).

Por su parte la Universidad del Salvador (Gdor. Virasoro, Corrientes), ejecuta
un proyecto de investigacion basado en la conservacion ex situ de cinco especies
nativas de importancia en el NE de Corrientes; en el cual se incluye al incienso. A tal
fin, en el afio 2013 se instalé un ensayo para evaluar los aspectos ecoldgicos y
productivos en condiciones de cultivo comercial (Pezzutti y Caldato, 2014).

Manejo del cultivo

Presenta alta capacidad de rebrote después del corte; registrandose un
promedio de 3,4 brotes/tocon. Este método de regeneracion es aconsejable solo a
edad temprana y debe ser acompafado de un manejo silvicola adecuado (Carvalho,
1994; Calegari et al., 2009).

Debido a su elevada sensibilidad a heladas, Mangieri (1965) y Cozzo (1969)
recomendaron su implantacion consociada con especies pioneras o secundarias
iniciales o en cultivo matricial en faja libre en el bosque de tal manera que reciban

proteccion contra el flagelo ambiental.

Produccidn de plantines
En la literatura no existen antecedentes relacionados con la fenologia de la
especie, manejo y germinacion de sus semillas. Su poder germinativo varia entre 75
y 85% inmediatamente después de cosechadas; perdiendo vigor y viabilidad

rapidamente debido a su caracter recalcitrante (Salazar et al., 2000; Eibl et al., 2009).
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OBJETIVO GENERAL

Precedentemente se puso de manifiesto la necesidad de contar con un método
eficiente que permita la multiplicacion vegetativa de especies nativas necesarias para la
restauracion de &reas degradadas de la Selva Misionera. El objetivo general de este
trabajo fue desarrollar procedimientos de propagacion combindndose el empleo de
técnicas tradicionales de organogenesis en medios semisélidos y micropropagacion en

sistemas de inmersion temporal.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Desarrollar un protocolo que permita el establecimiento y germinacién in
vitro de semillas.

2. Inducir la neoformacion de yemas adventicias mediante cultivo in vitro de
distintos explantes.

3. A partir de la obtencién de yemas adventicias y/o segmentos nodales de
explantes establecidos in vitro, optimizar la fase de multiplicacion de la
micropropagacion promoviendo el crecimiento y diferenciacion de los brotes
resultantes mediante el uso de biorreactores de inmersion temporal
automatica.

4. Inducir rizogénesis adventicia y obtener plantas que se adapten al periodo de

aclimatacion.

HIPOTESIS GENERAL

Se presume que el empleo combinado de sistemas tradicionales de cultivo en
medio semisélidos e inmersion temporal permitiran el desarrollo de procedimientos
exitosos de propagacion de especies nativas de la Selva Misionera con riesgos de

extincion.

37




MATERIALES Y METODOS

Material vegetal
Se trabajo con ejemplares de Balfourodendron riedelianum, Cedrela fissilis,

Cordia trichotoma, Handroanthus heptaphyllus y Myrocarpus frondosus que crecen en
la Reserva de Usos Multiples de la Facultad de Ciencias Forestales de la Universidad
Nacional de Misiones (26°54°-59°S y 54°12°-18” W), ubicada en el Departamento
Guarani (Misiones). El predio forma parte de la Reserva de Biosfera Yaboti; pertenece a
la provincia biogeogréafica Paranaense estando la mayor parte de su superficie ocupada
por selva primaria con algunas pequefias areas de selva secundaria. Los testigos de las
especies estudiadas se encuentran en el Herbario del Instituto de Botanica del Nordeste
(CTES) identificados como ED 1, ED 2, ED 3, ED 4 y ED 5, respectivamente. Se
cosecharon frutos en los meses de junio (C. trichotoma, C. fissilis), septiembre (B.
riedelianum), noviembre (H. heptaphyllus) y diciembre (M. frondosus) de 2011 y 2012.
Los frutos (C. trichotoma, C. fissilis, B. riedelianum, M. frondosus) y/o semillas (H.
heptaphyllus) fueron almacenados a 4°C hasta su utilizacién con fines experimentales.

Establecimiento y germinacion in vitro de semillas

Las semillas fueron extraidas de los frutos y tratadas con distintas soluciones
desinfectantes consistentes en: 1, inmersion de las semillas en etanol 70% durante 1 min
y transferencia a una solucién de hipoclorito de sodio (NaClO) 0,27 — 2,75% adicionado
con detergente neutro 0,2% durante 15 o 20 min; 2, inmersion en una solucién acuosa
30% y 50% de perdxido de hidrégeno (H,O;) 30 volimenes durante un tiempo variable
segun la especie y 3, una combinacion de los tratamientos anteriores mediante
inmersion de las semillas en H,O, 30 volimenes durante tiempos variables,
transferencia a una solucién de alcohol 70% durante un min y traspaso a NaCIO 1,65 y
2,75% adicionado con detergente neutro 0,2% durante 20 min. En todos los casos, al
finalizar el tratamiento desinfectante, las semillas fueron enjuagadas varias veces con
agua destilada estéril. Seguidamente, éstas fueron cultivadas individualmente en tubos
de 15 mL de capacidad que contenian 4 mL del medio semisélido (agar SIGMA® A-
1296 6,5 gr-L™") de Murashige y Skoog (1962), en su concentracion original (MS) o
diluido al 50% (MS/2), adicionado con sacarosa 30 gr-L™ y desprovisto de reguladores
del crecimiento. En el caso de Myrocarpus frondosus, debido al tamarfio de sus semillas,
éstas se cultivaron en frascos de 190 cc de capacidad conteniendo 30 mL de MS. El pH

del medio de cultivo se ajustd a 5,8; esterilizandose por calor hiumedo mediante
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autoclave (1,46 kg-cm™ durante 20 min). Los cultivos fueron incubados durante 30 dias
en condiciones de luz (fotoperiodo 14 hs, 116 pmol-m™.s* PAR) y temperatura (27+2
°C) controladas. Al finalizar el experimento se determin6 nimero de semillas/plantulas
sin contaminacion visible y nimero de semillas germinadas acumuladas para cada uno
de los tratamientos, evaluandose algunos indicadores indirectos de vigor tales como dia
inicio de germinacion, indice de velocidad de germinacion (IVG) y tiempo medio de
germinacién en dias (TMG), registrandose diariamente el indice de germinacion
fisioldgica durante 30 dias. A los fines préacticos, se considerd una semilla germinada a
aquella que presentaba una raiz de no menos de 2 mm de longitud. IVG se determin0 a

partir del empleo de la férmula desarrollada por Maguire (1962),
n .

VG = Z % donde Gi representa el nimero de semillas germinadas por dia y Ni el
n=1

namero de dias transcurridos desde el inicio del ensayo. TMG se calculé a partir del

SCixTi
Yci '

germinadas por dia y Ti nimero de dias transcurridos desde el inicio del ensayo en que

IVG mediante la ecuacién TMG =

donde Ci representa el nimero de semillas

germinan Ci semillas.

Induccion de organogénesis

Segmentos de hipocotilo (3 mm longitud) y cotileddn (2x3 mm) extraidos de
plantulas de 30 dias de edad, obtenidas por germinacion in vitro de semillas, fueron
cultivados en tubos de 10 mL de capacidad conteniendo 4 mL MS, adicionado con
sacarosa 30 gr-L*, semisélido (Phytagel® 3,5 gr-L™), adicionado con acido
naftalenacético (ANA) 0,01 mg-L*, 6-bencil-aminopurina (BAP) 0,1 mg-L* vy
thidiazuron (TDZ) 0,001-0,1 mg-L™. El pH del medio de cultivo fue ajustado a 5,8 antes
de la adicion del agente gelificante y esterilizado en autoclave.

Los cultivos fueron incubados en las condiciones ambientales antes mencionadas
durante 60 dias. Al finalizar el experimento, se cuantificd el niUmero de explantes que

brindaron yemas y el nimero de yemas adventicias neoformadas por explante.

Establecimiento in vitro de segmentos nodales

A partir de las plantulas obtenidas por germinacion in vitro de semillas, se
extrajeron segmentos caulinares conteniendo las yemas axilares préximas a los
cotiledones (SCC) y primer fitbmero por encima de éstas (SCF) conteniendo 1 a 2
yemas axilares, los que fueron cultivados individualmente en tubos de vidrio de 15 cc

de capacidad conteniendo 4 mL de MS, semisélido (agar 0,65%) con sacarosa 30 gr-L™
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y adicionado con &cido indolbutirico (IBA, 0,1 — 0,2 mg-L™?), ANA (0,001 — 0,1 mg-L™%)
y/o BAP (1 - 10 mg'L™Y). Los cultivos fueron incubados en condiciones de luz y
temperatura controlada durante 60 dias. Al finalizar el experimento se cuantificaron los
numeros promedios de explantes sin sintomas de contaminacién visible, ennegrecidos,

brotes por explante y longitud promedio de los mismos.

Crecimiento de los brotes obtenidos por organogénesis y/o establecimiento in vitro
de segmentos caulinares

Con el propdsito de promover el crecimiento caulinar de las yemas obtenidas
mediante organogénesis en medios basales que contenian ANA 0,01 mg-L™*y TDZ 0,01
mg-L™ fueron transferidos a frascos de vidrio de 300 mL de capacidad (10
explantes/frasco) conteniendo 100 mL del medio basal de idéntica formulacion al
utilizado durante la fase de induccién, adicionado con BAP 0-0,4 mg-L™ y/o giberelina
A; (GA3) 0-0,4 mg-L™, semisélido (agar 6,5 gr-L™) o liquido (inmersién temporal),
provistos de una tapa de polipropileno con dos filtros Millipore® (0,22 pm) que permitia
el intercambio gaseoso por difusién o asistencia neumaética. En el caso de inmersion
temporal, se utiliz6 un tiempo de inmersion de 1 min cada 4 hs. Idéntico programa fue
utilizado en el tratamiento de ventilacion asistida. Transcurridos 60 dias de incubacion
en las condiciones de luz y temperatura antes descriptas, se cuantificd el porcentaje de
explantes que brindaron brotes con mas de 5 mm de longitud, nimero total de brotes por
explante, nimero de brotes con mas de 5 mm de longitud por explante y longitud
promedio de los mismos.

De igual modo, los explantes que brindaron brotes en medios de cultivo que
contenfan ANA 0,001 mg-L™* y BAP 3 mg-L*, BAP 5 mg-L™" e IBA con BAP 0,2
mg-L™ fueron transferidos a idénticos sistemas de cultivos conteniendo medios de

similar composicion quimica.

Enraizamiento y aclimatacion

Se utilizaron brotes con mas de 15 mm de longitud provenientes de la fase
anterior. Estos fueron cultivados en un medio de induccion semisélido (agar 6,5 gr-L™)
compuesto por MS con sacarosa 30 gr-L™ y adicionado con ANA (0-0,5 mg-L™) o
4cido indolbutirico (IBA 0-1,5 mg-L™Y). Transcurridos 7 dias de incubacién en
condiciones de luz y temperatura controladas, los brotes fueron transferidos a un medio
de expresion compuesto por el medio basal desprovisto de reguladores del crecimiento

empleandose los sistemas de cultivos descriptos en la etapa de elongacion, incluyéndose
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un cuarto tratamiento consistente en el cultivo individual de los brotes en tubos de 15
mL de capacidad conteniendo 4 mL de medio de cultivo y obturados con Resinite®. A
los 60 dias de incubacion se evaluaron el porcentaje de brotes que brindaron raices,
namero promedio de raices por brote, longitud promedio de raices y relacion parte
aérea/parte radical calculada a partir de los pesos secos respectivos.

Posteriormente, las vitroplantas fueron transferidas a macetas plasticas de 200
cm® de capacidad conteniendo perlita como sustrato. Para mantener el ambiente
himedo, las plantas fueron cubiertas individualmente con bolsas plasticas trasparentes y
colocadas a en camara con luz y temperatura controlada, permaneciendo bajo estas
condiciones durante dos meses. Seguidamente, las plantas fueron transferidas a macetas
®

de 800 cm® con suelo rojo adicionado con fertilizante de liberacién lenta (Osmocote

18-5-9; 0,6 mg/cc substrato) bajo condiciones de invernaculo.

Anélisis histologico

Transcurridos 60 dias de cultivo se colectaron segmentos de hipocétilos y
cotiledones que brindaron yemas adventicias en un medio de cultivo compuesto por MS
adicionado con ANA 0,01 mg-L™ y TDZ 0,01 mg-L™" con el propésito de realizar
preparados permanentes fijandose inmediatamente en FAA (formol, &cido acético,
alcohol etilico 70°, 5:5:90 v/v). Seguidamente, las muestras fueron deshidratadas
siguiendo la metodologia desarrollada por Gonzalez y Cristébal (1997), pre-infiltradas
con alcohol butilico terciario (Johansen, 1940) e incluidas en parafina. Finalmente, los
preparados fueron seccionados con ayuda de un micrétomo rotativo efectuandose cortes
de 10 um de espesor y coloreados con safranina - Astra Blue (Luque et al., 1996). A fin
de corroborar el enraizamiento, se fijaron en FAA (formol, acido acético, Etanol 70°,
5:5:90), estacas cultivadas en ambos sistemas en un medio MS libre de regulador de
crecimiento desde el dia 0 al 7 inclusive, para realizar el analisis con microscopia
oOptica.

A fin de realizar el andlisis ontogénico del crecimiento de las raices adventicias,
se colectaron diariamente muestras de la zona basal del brote durante la primera semana
de incubacion, procediéndose a la deshidratacion, tincion y montaje siguiendo la

metodologia descripta anteriormente.
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Deteccion y clasificacion de dafios producidos por Amblycerus longesuturalis en
Cordia trichotoma.

A partir de la escision de los frutos y observacion microscépica de las semillas
de Cordia trichotoma, se elabord una escala de dafios basada en la proporcion de tejido
lesionado en posicion opuesta al embrion. La escala se confecciond a partir de la
observacion de tres lotes de 100 semillas cada uno, empleandose un microscopio
estereoscopico marca Leica, modelo S6E, equipada con luz de fibra Optica. Con el
objeto de establecer un método de clasificacion de frutos no destructivo, el analisis
microscopico fue complementado con el uso de rayos X. Las semillas se pegaron a una
placa de plastico autoadhesiva de polipropileno, la que se colocd sobre una placa de
acrilico transparente en la cdmara de irradiacion no digital (Faxitron X-Ray modelo
MX-20; Specimen Radiography System®, Illinois, USA) y se sometid a exposiciones a
18 kV por 10 s. Posteriormente, las placas se revelaron en una impresora digital para
rayos X (procesador Hope X Ray; Micro-Max modelo 319®). A continuacién, para dar
precision al método de Rayos X respecto de un método destructivo; se realizo la Prueba
Topogréafica por Tetrazolio, la cual se basa en un cambio de coloracién de los tejidos
vivos en presencia de una solucién de la sal de cloruro de 2,3,5-trifenil tetrazolio debido
a la actividad de enzimas deshidrogenasas que participan en el proceso de respiracion de
los tejidos vivo. Estas catalizan la reaccion de los iones H”, liberados por la respiracion
de los tejidos vivos (complejos I, 111 'y IV de la cadena de transporte de electrones) con
la sal de tetrazolio, formando una sustancia estable, no difusible, de coloracion rosada —
rojiza, denominada trifenil formazan que permite distinguir las areas vivas que toman
una coloracién roja respecto a las zonas muertas que no poseen coloracion. Las
evaluaciones de vigor pueden hacerse en base a la identificacion, localizacion, y
observacién de los tejidos de la semilla (Hampton y Tekrony, 1995). A tal fin, se
realizaron tres repeticiones de 100 semillas cada una, las que fueron embebidas durante
48 hs. y posteriormente sumergidas en la solucion de tetrazolio para su tincion,
utilizando frascos de vidrio de 100 mL con tapa hermética. Los frascos se incubaron en
estufa a 28°C y en oscuridad durante 24 hs. Una vez completada la tincién, las semillas
se enjuagaron con abundante agua corriente y se realizaron las observaciones sobre cada
semilla individualmente. Los resultados de ambas pruebas se expresaron aplicando los
criterios sugeridos por Mendonga et al., (2001) para cuantificar la relacién sin dafio/con

dafio.
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Disefio experimental y analisis estadistico

El tamafio de n para cada experimento se detalla en los resultados
correspondientes representados por tablas y/o figuras. En todos los casos, se realizaron
tres repeticiones independientes. Las variables fueron evaluadas con disefios factoriales
y transformada mediante las formulas, arcoseno Vx/100 y log Vx+0,5 para proceder a
hacer el andlisis de varianza y prueba de comparacion de medias por el método de
Tukey P<0,05; utilizdndose el software INFOSTAT (2012).
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RESULTADOS

Balfourodendron riedelianum (Engl.) Engl.

Establecimiento y germinacion in vitro de semillas

La proliferacion de hongos y bacterias incidieron notablemente en el
establecimiento in vitro de semillas de Balfourodendron riedelianum y su control
dependio del agente desinfectante utilizado. En este sentido, el pre-tratamiento con
hipoclorito de sodio, en la concentracion y tiempo de exposicion estudiado, no fue
efectivo en el control de tales microorganismos siendo la contaminacion del 100%.
Contrariamente, el pre-tratamiento con peréxido de hidrogeno, sélo o en combinacion
con NaClO, mostr6 una alta efectividad permitiendo que el 96,2+1,3% y 97,7+2,3% de
los cultivos no presentaran sintomas de contaminacion visible; a la vez que més del 85%

de las semillas germinaran brindando plantulas de aspecto normal (Fig. 10).

A B Cc

Fig. 10: Establecimiento y germinacién in vitro de semillas de B. riedelianum. A, Cultivos sin sintomas de
contaminacion visible. B y C, Crecimiento de las plantulas transcurrido 10 y 30 dias de incubacion, respectivamente.
En todos los casos, |a barra indica 5 mm.

El proceso de germinacion en semillas tratadas con H,O; inicio a los 9 dias de
incubacion en condiciones de luz, siendo méaxima a los 14 dias de cultivo y finalizé
transcurridos los 20 dias (Fig. 11 A-B). Llamativamente, cuando el tratamiento
desinfectante incluy6 ademas NaClO, se produjo un adelanto del proceso morfogénico,
iniciando éste a los 4 dias de incubacion, manifestando un pico maximo de germinacion
entre los 5 y 7 dias y finalizando a los 16 dias. Consecuentemente se ha observado que
la combinacion de ambos agentes desinfectantes estimulo la velocidad de germinacion

(IVG= 5,240,6 semillas/dia) y disminuyd el tiempo medio de germinacion (TMG=
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8,2+0,2 dias), respecto al pre-tratamiento con H,O, (IVG= 2,9+0,1 semillas/dia; TMG=
13,8+0,5 dias).
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Fig. 11: Efecto del pre-tratamiento de las semillas con hipoclorito de sodio y peréxido de hidrégeno, sélo o
combinados, sobre la tasa de germinacion diaria (A) y acumulada (B).

Induccién de organogénesis y obtencion de plantas

Transcurridos 60 dias de incubacion en las condiciones descriptas pudo
observarse la formacion de novo de yemas adventicias en la mayoria de los tratamientos
evaluados (Tabla 2). La proporcion de explantes que brindaron yemas varié entre 0 y
40+10%; siendo mayor cuando se utilizo6 como fuente de explante segmentos
cotiledonares. No obstante, el namero promedio de yemas neoformadas por explante
vario entre 2+1 y 28,3+7,6 siendo principalmente promovido por el uso de segmentos
de hipocaétilo. Los mejores resultados se obtuvieron en medios suplementados con ANA
y TDZ (0,01 mg-L™) en donde el 40+10% de los segmentos cotiledonares cultivados
brindaron 10,7+6,4 yemas/explante. La ausencia de una auxina en el medio de cultivo
afect6 negativamente ambos parametros evaluados.

Tanto la observacion visual como el andlisis histolégico efectuado indican que,
en todos los casos, la neoformacion de las yemas adventicias ocurre a través de un
sistema indirecto de regeneracion (Fig. 12). En ambos explantes, a partir del tejido
epidérmico se produce una masa de tejido indiferenciado (callo), el que dara origen a las

yemas vegetativas.
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Tabla 2: Efecto de la adicion de ANA, BAP y TDZ sobre la formacion de yemas
adventicias a partir del cultivo in vitro de segmentos de hipocotilos y cotiledones.

Reguladores del
crecimiento (mg-L™)

Numero de yemas

Explantes que brindan yemas (%) neoformadas por explante

ANA BAP TDZ Hipocdétilos Cotiledones Hipocétilos Cotiledones
0 0 0 0 0° . -
0,01 01 0,001 10,0+1,0° 0° 14,5+6,5% -
0,01 01 o001 10,0+1,0° 23,3+11,3% 17,3+11,0® 6,6+1,9®
0,01 0,1 0.1 6,7+5,8° 26,7+11,6%® 28,3+7,6° 6,8+3,9%
0,01 0,1 - 6,7+5,8° 6,7+5,8" 6,3+0,6™° 3,5+1,3°
0,01 - 0,001 6,7+5,8° 0° 3,0+2,6% -
0,01 - 0,01 16,7+11,6° 40,0+10,0° 9,2+4,1%° 10,7+6,4%®
0,01 - 0,1 6,7+5,8° 36,745,8° 2,30,5° 6,2+2,9%
- 01 0,001 0? 0° - -
] 01 001 13,345,8° 16,7+5,8% 2,7+1,5° 13,545,9°
. 0,1 01 10,0+0° 30,0+10,0° 2,0+1,0% 6,5+2,8%

Los valores expresan el promedio de tres repeticiones + SD (n= 10). Letras distintas indican diferencias significativas entre
tratamientos (P<0,05 Test de Comparaciones Mdltiples de Tukey).

Fig. 12: Organogeénesis indirecta de B. riedelianum a partir del cultivo in vitro de cotiledones (A-C) y de hipocotilos
(D-F). Ay D, Explantes con yemas adventicias. B, Seccion transversal del segmento de cotiledén. La flecha indica
division celular en el tejido epidermico. C y E, Proliferacién de tejido indiferenciado. F, Formacién de la yema
adventicia. La flecha indica el domo meristematico y los primordios. Referencias: A, D: 1 mm; B: 100 ym; C, E, F:
200 pm.

Cuando los explantes con yemas adventicias fueron subcultivados a medios
frescos con el propdsito de promover su crecimiento para lograr un tamafio 6ptimo de
brotes para la subsiguiente fase de enraizamiento; pudo observarse que,
independientemente del sistema de ventilacion provisto, el empleo de medios
semisolidos restringio fuertemente el proceso morfogénico. En tales circunstancias, los
explantes se tornaron de color marrén evidenciando sintomas de envejecimiento

prematuro (Fig. 13 A). Por su parte, el uso de medios liquidos basado en sistemas de
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inmersion temporal (IT), distinguié un efecto promotor de la brotacion en todos los

tratamientos ensayados (Fig. 13 B).

\‘
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Fig. 13: Crecimiento de las yemas adventicias en medios semisolidos (A) y liquidos (B) basado en el uso de
sistemas de inmersidn temporal automatica. En ambos casos, la barra indica 2 cm.

En este contexto, tanto el crecimiento de los tallos como la calidad de los brotes
resultantes dependieron de un adecuado balance hormonal. Si bien, la adicién al medio
de cultivo, ya sea con bajas concentraciones de auxina, citocinina o giberelina, no afect6
el nimero de brotes por explante; es decir que no estimuld organogénesis secundaria,
como asi tampoco la longitud promedio de los mismos, aunque si incidié en el
porcentaje de explantes regenerandos con brotes mayores a 5 mm de longitud (Tabla 3,
Fig. 14). Los mejores resultados se obtuvieron cuando el medio de cultivo se
suplement6 con BAP 0,2 mg L™ en donde el 53+ 5,8% de los explantes evidenciaron
brotes con mas de 5 mm de longitud. En general, la suplementacion de GAz al medio de
cultivo provocé alteraciones morfo-fisioldgicas que determinaron una alta ocurrencia de
vitrificacion.

Tabla 3: Efecto de la adicion al medio de cultivo con BAP y GA; sobre el
crecimiento de brotes en un sistema de inmersion temporal.

Namero promedio  Explantes con brotes  Brotes con mas de 5 Longitud del

BAP*  GA de brotes/explante > 5 mm longitud (%) mm de longitud (%) brote (mm)
- - 12,5+1,7% 33,3+5,8" 64,4+36,5° 8,3+1,0°
0,2 - 18,0+3,7% 53,345,8° 48,8+4,1% 12,6+3,0°
0,4 - 16,6+7,3% 23,345,8° 29,4+10,6° 9,1+3,0°
- 0,2 16,7+3,2% 40,0+0,0® 45,7+20,2° 8,7+2,0°
04 19,1+3,9° 33,3+5,8" 53,8+26,6° 9,6+2,0°%

1 Reguladores del crecimiento en mg-L-. Los valores expresan el promedio de tres repeticiones = SD (n= 15). Letras distintas
indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0,05 Test de comparaciones mdltiples de Tukey).
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Fig. 14: Crecimiento de las yemas adventicias en biorreactores de inmersion temporal conteniendo MS desprovisto
de hormonas (A) o suplementado con BAP 0,2-0,4 mg-L-! (B, C) o GA3 0,2-0,4 mg-L-" (D, E) bajo un sistema de
inmersion temporal automatica. En todos los casos, la barra indica 1 cm.

Cuando los brotes obtenidos en un medio liquido compuesto por MS adicionado
con BAP 0,2 mg-L* alcanzaron 15 mm de longitud, fueron transferidos a la fase de
enraizamiento; y también pudo observarse una elevada proliferacion de bacterias
enddfitas que ocasionaron la muerte prematura de los explantes que crecieron en medios
semisolidos, excepto aquellos que fueron cultivados individualmente en tubos de vidrio
obturados con Resinite® en donde la mortandad vari6 entre 7+5,8 y 20+10%. El uso de
biorreactores permitié que se cultivaran varios brotes por recipiente, estableciéndose
una tasa de mortalidad entre 23+15,3 y 66+28,9%. Si bien, el 19+5,6% de los brotes
cultivados individualmente en medios semisolidos brindaron raices en un medio de
cultivo desprovisto de hormonas, la suplementacién con ANA 0,25 mg-L™ favorecid la
induccién del proceso morfogénico posibilitando que el 54+9,1% de los brotes
diferenciaran raices. El uso de biorreactores en la induccion de rizogénesis adventicia
permitié que el 36+11,9% de los brotes enraizaran cuando se adicioné ANA 0,1 mg-L™
al medio de cultivo. La utilizacion de IBA en las dosis ensayadas no estimulo el
crecimiento de raices adventicias. En todos los casos, se diferencid 1 raiz por brote a

través de un sistema directo de regeneracién, sin formacion de callos (Fig. 15). Las
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plantas provenientes de medios semisolidos se caracterizaron por presentar una mayor
longitud promedio de las raices evidenciando una relacion parte aérea/parte radicular
menor (1,6+£0,1) que le permitio el 100% de sobrevivencia durante la fase de
aclimatacion. En cambio, aquellas derivadas de medios liquidos, presentaron raices mas
cortas de aspecto anormal y con una mayor relacion parte aerea/parte radicular (2,3+0,6)

que afectaron la sobrevivencia de las plantas.

idish B IS C o)

Fig. 15: Rizogénesis adventicia de Balfourodendron riedelianum a partir de brotes obtenidos por regeneracion de
yemas vegetativas y cultivados en medios liquidos (A, B) o semisolidos (C) y obtencién de plantas (D). La barra
indica 1 cm (A-C) y 5 cm (D).

Cedrela fissilis VVelloso

Establecimiento y germinacion in vitro de semillas

La presencia de hongos enddéfitos afecté negativamente el establecimiento in
vitro de semillas de C. fissilis; siendo el pre-tratamiento con etanol e hipoclorito de
sodio en las dosis y tiempo de inmersion ensayadas, insuficiente para controlarlos y
permitir el establecimiento in vitro. En tales circunstancias, unicamente el 2,4+2,1% de
los cultivos no manifestaron sintomas de contaminacion. Sin embargo cuando las
semillas fueron tratadas con perdxido de hidrogeno sélo o en combinacion con NaClO,
el 100% de los cultivos no presentaron indicios de contaminacion y no se detectaron
dafos en las semillas por fitotoxicidad, lo que permitié una germinacién del 95,2+2,1
(H20,) y 96,4+3,8% (H,0, + NaClO), obteniéndose asi plantulas de aspecto normal
(Fig. 16).
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Fig. 16: Establecimiento y germinacion in vitro de semillas de C. fissilis. A, Cultivos sin sintomas de contaminacion
visible. B, Crecimiento de una plantula transcurridos 30 dias de incubacién en las condiciones ambientales
descriptas en materiales y métodos. En ambos casos, la barra indica 5 mm.

Del mismo modo, pudo observarse que en las semillas provenientes del
tratamiento con H,O,, el inicio de la germinacion requirié de 7 de incubacién en
condiciones de luz, con tasas maximas entre los dias 10 y 13, finalizando el proceso
luego de 19 dias cultivo (Fig. 17 A, B). La combinacion de ambos agentes
desinfectantes promovio el proceso morfogénico, iniciando éste a los 5 dias de
incubacion, siendo maxima a los 9 dias y finalizando en igual periodo de tiempo que el
tratamiento con H,0,. De esta manera, el uso combinado de ambas soluciones
incremento la velocidad de germinacion (IVG= 2,7£0,3 semillas/dia) y redujo el tiempo
medio de germinacion (TMG= 10,5+0,8 dias) respecto del tratamiento que contenia

Unicamente H,O, (IVG= 2,4+0,04 semillas/dia; TMG= 11,7+0,4 dias).
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Fig. 17: Efecto del pre-tratamiento de las semillas con hipoclorito de sodio, peréxido de hidrogeno y su combinacion

sobre la tasa de germinacion diaria (A) y acumulada (B) de semillas de C. fissilis cultivadas en MS desprovisto de
reguladores de crecimiento y bajo condiciones de luz.
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Establecimiento, multiplicacion y obtencidn de plantas a partir del cultivo in vitro
de segmentos caulinares.

Al cabo de 60 dias de cultivo pudo observarse que entre el 90 y 100% de los
explantes (SCC y SCF) se establecieron exitosamente y brotaron en todos los
tratamientos evaluados, brindando de 1 a 4,9+0,6 brotes/explante que alcanzaron de
3+,8 a 15,1£3,1 mm de longitud (Tabla 4).

En general, el numero de brotes neoformados por explante fue mayor cuando
éstos provenian de SCC; siendo maxima cuando el medio de cultivo contenia ANA
0,001 mg'L™ y BAP 5 mg-L™?, en donde el 100% de los explantes brotaron produciendo
4,9+0,6 brotes por explantes con 80,1 mm de longitud promedio (Fig. 18 A).

Cuando se emplearon SCF como fuente de explantes, los mejores resultados se
obtuvieron en medios que contenian ANA 0,001mg-L™* y BAP 3 mg-L™"; observandose
que el 93+11,5% de los mismos brotaron produciendo 3,8+0,9 brotes/explante con una
longitud promedio de 6,6+0,6 mm (Fig. 18 B).

La elevada proliferacion de callos en la base del explante afectd negativamente el

crecimiento de los brotes resultantes.

Tabla 4: Efecto de la adicion al medio de cultivo con ANA y BAP sobre la
brotacion de segmentos caulinares cultivados en medios semisélidos.

Reguladores del Explantes con brotes NUmero de Longitud promedio

crecimiento (mg-L™) (%) brotes/explante de los brotes (mm)

ANA BAP scc SCF scc SCF scc SCF
- - 100° 100° 2,1#0,1°  1,0£0,0° 14,0£2,8° 10,7+2,2°
0,1 1 100 90+10°  2,74#0,2°®  1,7%0,2°® 91423  85+25%
0,1 3 9745,7° 100° 4,0£0,2®  33+0,7°  6,8+0,8°  7,0+1,2"°
0,1 5 9345,7° 93457  3,7+0,4% 21402  6,0+£12% 51412
0,1 10 9745,7° 97457*  2,6204®  15#0,6%  3,9+0,7  3,0£0,8°
0,001 1 9745,7° 100° 32402  1,640,1%  151+3,1° 11,0404
0,001 3 97457*  93+115°  4,2+#0,7"°  3,8+09°  85#21™  6,6+0,6™
0,001 5 100° 97457*  4,9+06° 2,3x05 8,0+0,1°  6,0£0,6™
0,001 10 100° 90° 3,3+0,5°  2,7+0,7%° 54+18“  50+1,7™

Los valores expresan el promedio de tres repeticiones + SD (n= 10). Letras distintas indican diferencias significativas entre
tratamientos (P<0,05 Test de Comparaciones Multiples de Tukey). SCC, segmento caulinar a la altura de insercion de los
cotiledones; SCF segmento caulinar correspondiente al primer nudo por encima de los cotiledones.
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Fig. 18: Formacién de multiples brotes a partir del cultivo in vitro de segmentos nodales provenientes de la insercion
de los cotiledones (A) y del primer fitdmero por encima de los mismos (B). La barra indica 5 mm

Cuando los brotes fueron subcultivados a medios frescos, con el propdsito de
alcanzar un crecimiento adecuado que favorezca el enraizamiento in vitro de los
mismos, pudo observarse que, independientemente del sistema de cultivo empleado, la
adicion de GAs al medio nutritivo en las dosis ensayadas, no estimul6 el alargamiento
caulinar resultando en una disminucién del porcentaje de brotes que superaron 5 mm de
longitud promedio (Tabla 5). Si bien, el uso de medio liquido por IT no incrementé la
tasa del parametro mencionado, la longitud promedio de los brotes fue
significativamente superior al resto de los tratamientos (Fig. 19). La provisioén de un
sistema de ventilacion por difusion o asistencia neumatica no afectd los parametros
evaluados.

Tabla 5: Efecto de la adicion al medio de cultivo semisélido o liquido con GA3

sobre el crecimiento de brotes provenientes del establecimiento in vitro de
segmentos caulinares de Cedrela fissilis.

Brotes con mas de 5mmde  Longitud promedio

. . -1
Sistema de cultivo GA; (mg-L™) longitud (%) (mm)
Medio semisélido 0 75+8,8° 9,420,4°
Ventilacién por difusion b )
0,5 76+6,2 9,5+1,5
1,0 71446 9,1#0,6"
1,5 75+11,8° 9,2+1,4°
Medio semisolido 0 76+12,6° 6,9+1,3°
Ventilacién asistida b b
0,5 68+6,3 6,940,2
1,0 7146,9° 7,4+1,0°
1,5 72493 8,640,9"
Medio liquido 0 93+5,8° 31,444,9°
Ventilacion asistida (IT) ab b
0,5 83+2,8 9,225
1,0 68+7,8" 8,7+1,4°
1,5 73+2,1° 9,241,3"

Los valores expresan el promedio de tres repeticiones £ SD (n= 10). Letras distintas indican diferencias significativas entre
tratamientos (P<0,05 Test de Comparaciones Mdltiples de Tukey).
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Fig. 19: Crecimiento de los brotes en medios semisélidos provistos con ventilacién por difusién (A) o asistida (B) y
medios liquidos basados en el principio de inmersién temporal (C), transcurridos 60 dias de incubacién en las
condiciones ambientales descriptas en Materiales y Métodos. En todos los casos, la barra indica 1 cm.

Una vez que los brotes superaron los 15 mm de longitud fueron transferidos a la
fase de enraizamiento, observandose que en general, la formacién de raices fue mayor
en medios semisélidos (Tabla 6). Si bien, el enriquecimiento del MS con auxinas no
incremento significativamente el parametro en estudio, la adicién de IBA 1,5 mg-L™ en
el medio de induccion semisolido permitio que el 100% de los brotes enraizaran y
brindaran 4,9+0,8 raices por brote con una longitud promedio de 28,1+3,1 mm; hecho
por el cual, la relacion entre el peso seco de la parte aérea y radical descendi6 a 1,2+0,5
en favor del crecimiento de las raices. La tasa de enraizamiento en medios desprovistos
de reguladores del crecimiento fue 73,3+5,8 y 63,3+11,6% cuando los brotes crecieron

en medios semisolidos y liquidos, respectivamente.
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Tabla 6: Efecto del pre-tratamiento con ANA e IBA sobre la induccién de
rizogénesis adventicia en brotes cultivados en medios semisélidos y liquidos.

. . Enraizamiento NUmero de raices  Longitud Relacion

Sistema de cultivo ANA IBA (%) por brote (mm) PSA/PSR

Medio semisdlido - - 7345,8% 2,3+0,4%°¢ 26,5+3,5%¢  29+0,5%

Ventilacion por 0,1 - 83+5,8% 3,1+0,9%° 26,443,3"°  1,9+0,5%®

dIfUSIOﬂ ab abc ab ab
0,25 - 63+37,9 3,2+1,0 28,1+3,1 1,840,2

0,5 - 47+11,5° 3,7+1,5%° 22,6+3,1%° 1,2+6,6°

- 0,5 93+5,8% 3,1+0,4%° 36,8+3,5°% 1,7+0,1%

- 1,0 70+10,0® 3,0+0,9% 23,946,1%°  1,4+0,2%®

- 1,5 100? 4,9+0,8° 28,143,1% 1,240,5

Medio liquido - - 63+11,6° 1,5+0,3° 23,746,1%  2,9+05®

Ventilacion asistida 0,1 - 47+15,3° 2,3+0,8™ 19,8+7,9% 1,6+0,1%®

IT

(m 0,25 - 57+20,8%® 2,1+0,8™ 16,7+1,1% 2,5+1,0%®

0,5 - 60 +26,5% 2,4+1,1% 13,1+4,5° 2,2+0,8%®

- 0,5 47+15,3° 1,7+0,6™ 24,3+6,0%° 1,9+0,4%

- 1,0 43+20,3° 2,1+0,1™ 22,8+6,5%° 3,3+1,6"

- 1,5 77+15,3® 2,0+0,5™ 24,3+4,8%° 2,1+0,1%®

Los valores expresan el promedio de tres repeticiones + SD (n= 10). Letras distintas indican diferencias significativas entre
tratamientos (P<0,05 Test de Comparaciones Multiples de Tukey). PSA/PSR: relacion entre el peso seco de la parte aérea y
radical. Fitohormonas expresadas en mg-L™.

El analisis histologico de la ontogenia del d6rgano indicé que en medios

semisolidos ésta inicia el dia 5 y finaliza el dia 9; mientras que en brotes sujetos a

inmersion temporal, los primeros indicios del proceso morfogénico ocurre el dia 3 y las

raices atraviesan la epidermis transcurridos 7 dias (Fig. 20). En ambos casos, las

primeras divisiones celulares del floema y del parénquima interfascicular daran origen

al primordio radical. EI proceso morfogénico ocurre de manera directa, sin formacion de

callo.
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Fig. 20: Ontogenia de la rizogenesis en brotes de Cedrela fissilis cultivados en medios liquidos y semisélidos. A,
Corte transversal del tallo al inicio del experimento muestra la estructura primaria formada por una estela de haces
colaterales abiertos. B, Detalle de la zona cambial y floema primario. La flecha indica la acumulacién de granos de
almidén en el cortex. C-F, Inmersion temporal. Vista general (C) y divisiones celulares en parénquima floematico
sefializadas con la flecha (D) transcurridos 3 dias de incubacion E, Primordio radical formado (dia 5). F, Corte
transversal del tallo con dos raices laterales completamente formadas (dia 7). G-I, Medio semisélido. G, inicio de
divisiones celulares del parénquima floematico (dia 5). H, primordio radical en formacién (dia 6). I, primordios
radicales sin emerger del cértex (dia 7), este estado es equivalente al dia 5 del cultivo en inmersién temporal (E).
Las barras indican: 20 (D, B), 100 (A, C, E, G, H) y 500 um (F, 1), respectivamente.

Independientemente del sistema de cultivo empleado, el 100% de las plantas
sobrevivieron durante el periodo de aclimatacion. Sin embargo, aquellas provenientes
de los biorreactores de inmersion temporal se caracterizaron por evidenciar un mayor
tamafo respecto a las vitroplantas producidas por sistema convencional en medios
semisolidos, alcanzando una altura promedio 27,6+2,6 y 17,4+3,2 cm respectivamente
(Fig. 21).
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Fig. 21: Enraizamiento in vitro y produccién de plantas de Cedrela fissilis a partir de brotes obtenidos por
multiplicacion de yemas preexistentes y cultivados en medios semisélido (A-C) o liquidos (D-F). La barra indica 1 cm
(B,E),2cm (A,D)y5cm (C, F).

Cordia trichotoma [Vell.] Arrab. ex Steudel.

Establecimiento y germinacion in vitro de semillas

Deteccion e incidencia del dafio producido por A. longesuturalis.

Las semillas de C. trichotoma son intensamente afectadas por el ataque del
coleoptero Amblycerus longesuturalis, cuya hembra ovipone los frutos verdes que
alcanzaron su completo desarrollo. Una vez que las larvas eclosionan se desplazan hacia
el interior del fruto por uno de sus lados, provocando dafios variables a la semilla, por
la ingesta de los cotiledones que al ocasionar una germinacion lenta e irregular, dificulta
la produccién masiva de plantines. Tomando en consideracién que en el contexto de
este trabajo de tesis, se detectd una acentuada incidencia de A. longesuturalis (Fig. 22)
en semillas provenientes de la Reserva de Uso Mdltiple Guarani, en donde mas del 80%
de las semillas presentaron dafios resultantes de su ataque, se desarrollé una
clasificacion de dafios mediante escision de frutos, determindndose dafios moderados a
severos en el 50% de las simientes evaluadas (Fig. 23); mientras que solo un 18,7+3,5%
de éstas no presentaron dafios visibles, detectandose la presencia del insecto en todos

sus estadios de desarrollo.
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Fig. 22: Ejemplar adulto de A. longesuturalis en semillas de Cordia trichotoma. Barra indica 1 mm

Intensidad

Clasificacion Sin dafio Dafio leve Dafio moderado Dafio severo

40

— 30

Incidencia

(%)
- 20

— 10

Fig. 23: Intensidad, clasificacion e incidencia de dafios producidos por A. longesuturalis en frutos de C. trichotoma.
Sin dafio, ausencia de lesiones visibles; Dafio leve, 25% del tejido dafiado en posicion opuesta al embrion; Dafio
moderado, 50% del tejido dafiado en posicién opuesta al embrion; Dafo severo, mayor al 50% del tejido dafiado
en posicion opuesta al embrién.

En una segunda etapa, con el proposito de establecer un método no destructivo
que facilitara la separacion de las semillas sin dafio visible para ser utilizadas en los
ensayos de germinacién, se realizd una prueba de rayos X donde fue posible detectar la
presencia/ausencia de dafios producidos por el insecto (Fig. 24).

En Tabla 7 se presenta la evaluacion de la clasificacion final de los frutos con la
matriz de confusién; los resultados obtenidos muestran que la coincidencia en ambas

técnicas es del 100% en frutos sin dafios, lo que es considerado como excelente ya que
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la importancia de esta categorizacion radica en la aceptacion de frutos totalmente sanos
para su siembra; mientras que para frutos con dafios fue solo del 46%. Si bien no existen
antecedentes en la fiabilidad del sistema de diagndstico por imagenes para frutos y/o
semillas de la especie en cuestion; los resultados de esta tesis indican la factibilidad de
utilizar la misma en frutos drupaceos favorecidos por el tamafio de sus semillas y el
escaso espesor de los cotiledones que permitieron una Optima penetracion de la
radiacion, lo que si bien actu6 en desmedro de la calidad de la imagen, posibilitd la
obtencion de un patron radiografico claro y apto para detectar semillas sanas; no asi
para las que presentaban distintos niveles de dafio, lo que hizo que la disponibilidad de
germoplasma para la obtencion de plantas fuera menor que utilizando la técnica de

escision de frutos.

Fig. 24: Imagen por rayos X (A) y Prueba Topogréfica por Tetrazolio (B) de frutos y semillas de C. trichotoma. Las
flechas muestran el dafio en semillas. La barra indica 1 cm.
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Tabla 7: Evaluacién de la clasificacion final del sistema semillas de C. trichotoma
sin dafo/con dario.

Test de Tetrazolio REVED Coincidencia %
Sin dafo Con dafio

Sin dafio 24 24 0 100

Con dafio 76 41 35 46

Escarificacion, desinfeccion y germinacion in vitro de semillas

En Tabla 8 se observa la tasa de germinacion in vitro acumulada de semillas de
C. trichotoma transcurridos 30 dias de incubacion en las condiciones quimicas Y fisicas
descriptas en materiales y métodos. Se pudo observar que la persistencia del fruto
restringio el proceso de germinacion, el cual unicamente pudo ser revertido mediante el
empleo de una correcta combinacion de los agentes quimicos evaluados. En presencia
de una concentracion baja de NaClO, el proceso germinativo solo fue escasamente
promovido mediante la aplicacion de un pre-tratamiento prolongado en una solucién de
H,O,; mientras que el incremento en la concentracion de NaClO sélo fue efectivo
cuando se combind con un tiempo minimo de exposicion (3 dias) en una solucion
acuosa de H,0O,, en donde el 66,7+5,8% de las semillas que conservaban el pericarpio
germinaron brindando una plantula normal (Fig. 25). La remocion del fruto favorecio
fuertemente el proceso de germinacion como asi también los parametros de vigor
evaluados. En general, el tiempo transcurrido desde la siembra hasta el inicio de la
germinacion, el porcentaje de germinacion acumulado diario obtenido al momento en
que la tasa de germinacién alcanza su valor maximo y el tiempo medio de germinacion,
disminuyeron notablemente al utilizar semillas desprovistas del pericarpio,
incrementando en consecuencia el indice de velocidad de germinacion (IVG).

En este sentido el test de comparaciones multiples de Tukey reveld diferencias
significativas (P<0,05) en todos los tratamientos ensayados, pudiendo observarse que el
pre-tratamiento de los frutos en una solucion acuosa de H,O, 50% durante 10 dias,
independientemente de la concentracion de NaClO utilizada, permitio que méas del 90%

de los explantes no presentaran indicios de contaminacién visible.
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Tabla 8: Efecto de distintos tratamientos de escarificacion y desinfeccion sobre los
parametros de vigor de semillas de Cordia trichotoma cultivadas in vitro.

Tratamiento contamﬁlﬂé:\éﬂsvsilsri‘ble %) Gerrrg(:/r; ? clon TMG (50%) IVG (semilla/dia)
H,O, NaClO Pericarpio
[%] xdias (%) + = + - + - + -
30x3d 1,65 0° 345,8° 0°  20+17,3* 0P 5,2+1,4° 0° 1,7+0,9¢
2,75 345,8° 33+11,6% 0° 60+10%° 0P 4,540,2° 0° 2,10, 7>
50x3d 1,65 97+5,8? 100° 67458  90+0°  19,3+05° 56+0,1° 0,4+0,03%°  2,1+0,2°
2,75  83+11,8 100° 40+10° 93+116° 23,1+37%° 7,0¢0,6° 0,2+0,06®  1,7+0,7°
30x5d 1,65 0° 40+30,0°% 0° 60+17,3%° 0P 3,9+0,6% 0° 2,4+0,3
2,75 345,8° 13+3,1% 0° 70+20° 0P 3,740,5%® 0° 3,2+0,9%°
50x5d 1,65  83+153° 57+41,6°9  20+0% 50440  17,3+15* 58+23° 0,1+0,01°  0,9+0,6%
2,75 100° 100° 2040™  77+153% 26,3+32° 4,8+04° 0,1+0,05° 2,7+0,1%%
30x10d 1,65  47+30,6° 87+5,8% 1020°  87+11,6° 22,3+3,5* 3,8+1,8® 0,05+0,01" 5,1+2,9°
2,75  20%17,5% 83+11,6™°  3458° 80410  23+13,3% 4,4+1,1° 0,04+0,03°  3,9+0,5®
50x10d 1,65 100° 9745,8° 0° 17+5,8% 0P 3,542,3% 0° 1,1+0,9¢
2,75 100° 93+11,6° 0° 745,89 0P 0,740,6° 0° 0,7+0,6°

TMG, tiempo medio de germinacion. IVG, indice de velocidad de germinacion. Los valores expresan el promedio de
tres repeticiones + SD (n= 10). Signos +/- indican presencia/ausencia del pericarpio.

A —

B

Fig. 25: Germinacion in vitro de semillas de C. trichotoma transcurridos 15 dias de cultivo. A con pericarpio, B sin
pericarpio. Barra indica 5 mm.

Establecimiento, multiplicacion y obtencidn de plantas a partir del cultivo in vitro

de segmentos caulinares.

No se observaron sintomas de contaminacion en ninguno de los tratamientos

ensayados; a la vez que la incidencia del ennegrecimiento tisular fue leve, variando

entre 3,3+5,8 y 6,7£5,8%; hecho por el cual, el establecimiento in vitro de los cultivos

fue superior al 90%. Transcurridos 60 dias de incubacion, el 100% de los segmentos

caulinares cotiledonares brotaron brindando 2 a 4+0,5 brotes/explante con més de 7 mm
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de longitud (Tabla 9). En tanto que entre un 67+5,8 y 93+5,8% de los segmentos
caulinares foliares formaron de 1 a 2,4+0,4 brotes por explante que alcanzaron de
4,5+0,7 a 6,1+2,2 mm de longitud. La suplementacion del MS con BAP ya sea
combinado con ANA o IBA incremento el nimero de brotes diferenciados por explante
(Fig. 26).

Tabla 9: Efecto de la adicion de ANA, IBA y BAP sobre la induccion de brotes en
segmentos caulinares cotiledonares y foliares.

F|to(rr<:]%t'1:_a_9)ores Explartl)tr%steqsug%k?)rmdan Brotes/explantes Longltlzrdn rp;\r)omedlo
ANA IBA BAP scc SCF scc SCF scc SCF
- - - 100 67+5,8° 2,0+0° 1,00,0° 7,040,3°  6,1+2,2°
0,01 - 0,2 100 93+5,8° 3,5+0,5° 2,1+0,2° 8,3+1,7%°  4,7+0,6°
0,1 - 0,2 100 87+11,6% 2,740,6™ 1,9+0,4° 7,542,2*  4,6+0,5°
- 01 02 100 9345,8° 3,740,2® 2,4+0,4° 7,7£0,7°  4,5+0,7°
- 02 072 100 9345,8° 4,0£0,5° 2,3+0,3° 8,7+0,7°  4,8+06°

Los valores expresan el promedio de tres repeticiones + SD (n= 10). Letras distintas indican diferencias significativas entre
tratamientos (P<0,05 Test de Comparaciones Mltiples de Tukey). SCC, segmento caulinar a la altura de insercién de los
cotiledones; SCF segmento caulinar correspondiente al primer nudo por encima de los cotiledones.

——

L

|

Fig. 26: Formacion de mdltiples brotes a partir del cultivo in vitro de segmentos nodales a la altura de insercién de
los cotiledones (A) y primer nudo por encima de los cotiledones (B). La barra indica 5 mm.

Seguidamente, segmentos caulinares con multiples brotes cultivados en un
medio MS adicionado con IBA 0,2 mg-L™ y BAP 0,2 mg-L™ fueron transferidos a
medios fresco constituido por una solucién, semisélida o liquida, de MS/2, con o sin el
agregado de GAgz, con el proposito de estimular su crecimiento. Al finalizar el
experimento pudo observarse que, independientemente de la condicion fisica de la
solucion, la suplementacion al medio de cultivo con GA3 no tuvo un efecto positivo

sobre el alargamiento caulinar (Tabla 10). Si bien, no existieron diferencias
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significativas entre tratamientos, los brotes cultivados en medios semisolidos denotaron
un menor crecimiento comparado con aquellos provenientes de inmersion temporal; a la
vez que entre un 10 y 27+15,3% de los tallos presentaron sintomas de necrosis distal. El
uso de medios liquidos produjo desordenes fisioldgicos atribuibles a un alto grado de
vitrificacion de los brotes resultantes, que impidieron su transferencia a la fase de

enraizamiento (Fig. 27).

Tabla 10: Efecto de la adicion al medio de cultivo semisélido y liquido con GA;
sobre el crecimiento de brotes de Cordia trichotoma.

. Brotes con mas de . Explantes Explantes con
S'Ste”.‘a de GA3_1 5 mm de longitud Longltud ennegrecidos  hiperhidricidad
cultivo (mg-L™) %) promedio (mm) (%) %)
Medio semisolido 0 65+18,2% 9,7+1,0° 10+0° 0?
Ventilacion por a b b a
difusion 0,5 67+16,4 9,6+1,8 1040 0
1,0 69+0,9% 9,0+2,2° 27+15,3° 0?
15 66+2,3° 9,8+1,4° 23+15,3° 0?
Medio liquido 0 75+8,9°% 26,4+14,3 0? 100°
Ventilacion a ab a b
asistida (IT) 0,5 74+12,1 16,35,2 0 100
1,0 75+4,8°% 15,6+4,3% 0? 100°
15 76+9,2° 19,8+1,4% 0? 100°

Los valores expresan el promedio de tres repeticiones + SD (n= 10). Letras distintas indican diferencias significativas entre
tratamientos (P<0,05 Test de Comparaciones Mdltiples de Tukey).

Fig. 27: Crecimiento de brotes cultivados en MS semisolido (A) o liquido (B) basado en el principio de inmersién
temporal. En Ay B, la barra indica 1 cm.

Entre el 50 y 80% de los brotes provenientes de medios semisélidos formaron
raices a través de un sistema directo de regeneracion (Tabla 11). No se observaron

diferencias significativas entre los tratamientos ensayados en ninguno de los parametros
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evaluados, comprobandose una sobrevivencia de 87+£11,6% al finalizar el periodo de

aclimatacion (Fig. 28).

Tabla 11: Efectos de la adicion al medio de cultivo con ANA e IBA sobre la
formacién de raices adventicias en brotes cultivados en MS/2 semisolido.

ANA IBA Enraizamiento Raices/brote Longitud promedio  Relacion
(mg-LY)  (mg-LY (%) (mm) PSA/PSR
- - 50+10,0° 1,3+0,2° 20,7+0,6° 1,3+0,1°

0,1 - 60+0,0° 1,6+0,1° 23,545,4° 1,1+0,3°
0,25 - 63+30,6° 1,7+0,6° 25,0+2,5% 1,1+0,1°
0,5 - 60+20,0° 1,1+0,4° 19,0+3,4° 1,7+0,4°

- 0,5 80+10,0° 1,5+0,2¢ 26,8+3,1° 1,3+0,5°

- 1,0 77+25,2°% 1,5+0,4° 28,9+0,5° 1,0+0,1%

- 1,5 67+15,5% 1,4+0,1° 25,8+3,8° 1,1+0,2°

Los valores expresan el promedio de tres repeticiones + SD (n= 10). Letras distintas indican diferencias significativas entre
tratamientos (Test de Comparaciones Mltiples de Tukey, P<0,05).

J— A B

Fig. 28: Formacion de raices adventicias (A) y obtencién de plantas (B) de Cordia trichotoma a partir del cultivo de
segmentos nodales en medios semisolidos. La barra indica 5 mm (A) y 5 cm (B).

Handroanthus heptaphyllus (Vell.) Mattos

Establecimiento y germinacion in vitro de semillas

Con el proposito de desarrollar un procedimiento que permita el establecimiento
in vitro exitoso de semillas de H. heptaphyllus y una elevada tasa de germinaciéon que
brinde plantas normales sin dafios por fitotoxicidad, a partir de un pre-tratamiento
mediante inmersion de las semillas en etanol 70° durante 1 min, luego éstas fueron
sumergidas durante 20 min en soluciones acuosas que contenian 0,2% del agente
tensoactivo no iénico e hipoclorito de sodio en concentraciones variables, combinadas o

no con agitacion orbital (40 r.p.m.) durante la inmersion.
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En todos los casos, el establecimiento in vitro de las semillas fue superior al 85%
(Tabla 12). Los tratamientos de desinfeccion sin agitacion no revirtieron el proceso de
dormicion de las mismas por lo que la germinacion fue nula. No obstante, la agitacion
orbital de la solucion de NaClO permitié que entre un 23%5,8 y 63+15,3% de las
semillas germinaran; siendo maxima cuando éstas fueron sumergidas en una solucion
con la concentracion mas alta estudiada; en donde pudo observarse un incremento en la
velocidad de germinacion (TMG=11,9+2,5 dias; IVG= 0,6+0,2), sin provocar dafios por

fitotoxicidad.

Tabla 12: Efecto de diferentes tratamientos desinfectantes sobre el establecimiento
in vitro y germinacién de semillas de Handroanthus heptaphyllus.

Cultivos sin L Plantas
NZ)S;O Agitacion  contaminacion visible Gerrr(u/n)auon E;il:/la?) (semli?llacgldia) normales

o (%) i C6)
0,27 - 87+15,3° 0° - - -
0,55 - 9345,8° 0° - - -
0,82 - 9745,8° 0° - - -
1,10 - 934+5,8° 0° - - -
1,37 - 9745,8° 0° - - -
0,27 + 90+0,0°% 30+10,0° 15,0+1,7° 0,2+0,0° 1002
0,55 + 8745,8° 2345,8" 13,8+0,3? 0,2+0,0° 100°
0,82 + 87+5,8° 43+11,5® 15,2+1,8° 0,30,1° 100°
1,10 + 90+0,0° 3315,8" 13,6+2,2° 0,30,1° 1002
1,37 + 9315,8° 63+15,3 11,942,5° 0,60,2° 1002

Los valores expresan el promedio de tres repeticiones £ SD (n= 10). Letras distintas indican diferencias
significativas entre tratamientos (P<0,05 Test de Comparaciones Multiples de Tukey).

Tomando en consideracion que el efecto benéfico de la agitacion orbital podria
atribuirse a la inactivacion o remocion de eventuales sustancias inhibidoras de la
germinacién, se evalud el experimento en semillas desprovistas del tegumento. Todos
los tratamientos fueron altamente efectivos en el control de la contaminacion causada
por hongos (Tabla 13). Sin embargo, se observaron dafios severos por fitotoxicidad en
el ambito de las raices, tallos y hojas en plantulas provenientes de los tratamientos con
agitacion.

La tasa de germinacion varid entre 80,0+1,0 y 96,7+0,6%. Las concentraciones
de NaClO evaluadas no afectaron significativamente TMG e IVG. Las semillas

desprovistas de tegumentos comenzaron a germinar el dia 2 y continuaron durante 1
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semana. Las plantulas alcanzaron el estado de dos hojas transcurridos 15 dias de
incubacion (Fig. 29).

El uso de un tratamiento de desinfeccion consistente en la inmersion de semillas
desprovistas de tegumentos en una solucién de etanol 70% durante 1 min y
transferencia a NaClO 0,82 % durante 15 min, sin agitacion, resultd altamente efectivo
en el control de la contaminacion fangica y germinacion. Mediante el uso del
mencionado tratamiento, 93,3+1,1% de los cultivos no presentaron sintomas de

contaminacion visible, permitiendo que el 100% de las semillas cultivadas germinaran.

Tabla 13: Efecto de diferentes tratamientos desinfectantes sobre el establecimiento
in vitro y germinacion de semillas de Handroanthus heptaphyllus desprovistas del
tegumento.

NaClO . . .. Cultivossin oo minacion TMG VG Plantas
o Agitacion  contaminacion visible o di illas/di normales
(%) (%) (%) (dias) (semillas/dia) %)
0,27 - 97+0,6° 93+0,6° 3,4+0,2° 3,0+0,4° 100°
0,55 - 97+0,6% 97+0,6° 3,1+0,5% 3,4+0,6° 100°
0,82 - 93+1,1% 100°% 3,3+0,5° 3,6+0,3% 96+6,4°
1,10 - 97+0,6° 90+1,7°2 3,1+0,4% 3,2+0,8° 97+2,8°2
1,37 - 93+0,6° 90+1,0° 2,9+0,2° 3,2405%  89+10,0%
0,27 + 87+1,5°% 80+1,0° 3,1+0,4% 2,9+0,12 444295
0,55 + 97+0,6° 87+0,6° 3,7+0,5° 2,9+0,6%  60+37,7%®
0,82 + 100° 93+0,6° 3,0+0,1° 3,2+0,2° 7949,5%
1,10 + 87+1,5° 87+1,5° 3,1+0,1°% 2,9+05%  79+21,4°%®
1,37 + 100? 90+1,0° 2,9+0,1° 3,1+0,4%  90+10,0®

Los valores expresan el promedio de tres repeticiones + SD (n= 10). Letras distintas indican diferencias
significativas entre tratamientos (P<0,05 Test de Comparaciones Mltiples de Tukey).
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Fig. 29: Germinacion in vitro de semillas desprovistas de tegumento y crecimiento de plantulas de H. heptaphyllus
cultivadas en MS bajo condiciones de luz. En todos los casos, la barra indica 5 mm.

Establecimiento, multiplicacion y obtencidn de plantas a partir del cultivo in vitro
de segmentos caulinares.

Los experimentos preliminares indicaron que mas del 90% de los segmentos
caulinares cotiledonares y foliares cultivados en MS con 30 gr-L™ sacarosa brotaron
transcurridos 15 dias de incubacion en las condiciones ambientales descriptas en
materiales y métodos (Tabla 14). La adicion de BAP al medio de cultivo promovid la
formacion de nuevos brotes sin afectar su elongacion. Sin embargo, el agregado de 0,2
mg-L™ IBA restringi6 el crecimiento de los brotes debido a la excesiva proliferacion de
callos en la base de los explantes. Los mejores resultados se obtuvieron cuando los
explantes fueron cultivados en MS con 30 gr-L™* sacarosa suplementado con 5 mg-L™
BAP; en el cual, 97+5,8% de SCC y SCF brotaron y produjeron 5,6+0,6 y 4,2+0,5
brotes por explante con 10,8+0,9 and 7,4+1,1 mm de longitud, respectivamente.

En una segunda etapa, a fin de promover el crecimiento de los brotes resultantes,
SCC y SCF establecidos en MS suplementado con 5 mg-L™ BAP fueron transferidos a
medios frescos, semisélidos o liquidos, compuestos por MS/2 con 15 g L™ sacarosa y
0-1,5 mg-L™* GA; y sujetos ya sea a ventilacion por difusion o asistida. Transcurridos
30 dias de incubacion pudo observarse que el alargamiento de los tallos no fue
promovido por la adicion al medio de cultivo con GA3 0 el uso de ventilacion asistida
(Tabla 15). Sin embargo, la longitud promedio de los brotes fue variable entre 9,3+2,0 y
25,8+5,8 mm; mientras que la necrosis distal suscitadas en el ambito de los apices,
desde 1,0+0,1 a 20,5+3,7%, fue minima cuando ambos explantes fueron cultivados en

biorreactores de inmersion temporal (Fig. 30).
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Tabla 14: Efecto de la suplementacion al medio basal con IBA y BAP sobre el
crecimiento de brotes provenientes de segmentos caulinares cotiledonares y

foliares.
Fitohormonas Explantes con brotes Namero promedio de Longitud promedio
(mg-L™h (%) brotes por explantes (mm)

IBA  BAP SccC SCF ScC SCF ScC SCF
- - 100° 1002 3,3+0,1° 2,0+0,2° 16,8+2,1" 8,8+1,5°
- 1 1002 1002 3,1+0,4° 3,1+0,3" 25,2+0,4*°  13,6+1,3°
- 2 9745,8° 9745,8° 4,5+0,5% 3,1+0,4° 16,5+6,1™ 8,7+2,3"
- 3 93+5,8° 93+5,8° 4,5+0,8° 3,3+0,2®  114+25°%  51+0,4°
- 4 9745,8° 1002 4,8+0,0° 3,8+0,3® 9,6+1,1° 6,7+0,2"
- 5 9745,8° 9745,8° 5,6+0,6° 4,2+0,5° 10,8+0,9"¢  7,4+11™

0,2 1 9745,8° 90+10,0° 4,7+0,3 3,5+0,3®  13,6+14°"  9,3+0,7®

0,2 2 1002 1002 4,9+0,6 4,1+0,1° 10,5+0,9% 8,4+0,4°

0,2 3 1002 1002 5,7+0,4° 4,0+0,4% 10,0+0,2¢ 8,5+1,5°

0,2 4 1002 1002 5,2+0,4° 3,5+0,1% 8,8+0,8" 7,1+0,9

0,2 5 9745,8° 9745,8° 5,3+0,4° 4,1+0,3° 10,9+0,3"¢  7,6+0,3"

Los valores expresan el promedio de tres repeticiones £ SD (n= 10). Letras distintas indican diferencias
significativas entre tratamientos (P<0,05 Test de comparaciones multiples de Tukey). SCC y SCF segmentos
caulinares cotiledonares y foliares, respectivamente.

Tabla 15: Efecto de diferentes sistemas de cultivos y giberelina A; sobre el
crecimiento de brotes cultivados en MS/2.

Brotes con mas de

Longitud promedio de

Brotes con necrosis

Sistema de cultivo (mj'?_%l) 5 mm de longitud (%) los brotes (mm) distal (%)
scc SCF scc SCF scc SCF
\'\//ledifs?misélid& 0 5742,0°  41#4,8  153+0,8™ 14,5+0,9°¢ 13,1+15% 13,740,8°
entilacién por
difusion. P 0,5 47463  50+11,7° 11,5#0,8° 11,5+0,9° 10,742,3" 14,9+2,6"
1,0 51+1,4%°  52+3,8° 12,8+1,0°¢ 123+18° 10,3+0,4" 13,7+0,5°
15 45+47%  45+7,9% 12,2426 11,9+1,1°° 9,6+2,6° 12,9+1,8°
\'\//led??s?misé“dod 0 5444,9*  45+9,9* 16,9433 16,6+1,4™ 14,442,2° 20,543,7°
entilacién asistida
0,5 45+3,9°  4446,8* 13,241,0° 11,0+1,1% 11,0+1,5° 15,1+1,2°
1,0 47+4.4°  45+16° 10,2421  95+12°  11,6+1,1° 12,4+19°
15 49+55%  43+52%  93+2,0% 12,0+1,0° 11,1+0,9° 15,1+0,7°
\'\//led!?“'quidO- . 0 54+46,3°  41#6,1° 258+58" 22,3+2,6° 1,8+0,3° 1,3%0,3"
entilacién asistida
0,5 5245.8°  40+1,4° 18,8+4,8%° 147+0,9°¢ 1,0+0,1° 1,4+0,6°
(Im)
1,0 51+6,5°  45+51% 19,5+2,9® 17,9+2,7%® 1,3+05° 1,3+1,1°
15 56+1,8°  47+8,9° 16,5+3,3"¢ 153+30°¢ 1,4+04° 1,0+0,1°

Los valores expresan el promedio de tres repeticiones £ SD (n= 10). Letras distintas indican
significativas entre tratamientos (P<0,05 Test de Comparaciones Mltiples de Tukey). SCC y SCF segmentos
caulinares cotiledonares y foliares, respectivamente.

diferencias
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Fig. 30: Crecimiento, diferenciacién y necrosis distal en brotes cultivados en medios semisdlido con ventilacién por
difusion (A), semisolido con ventilacion asistida (B) y liquidos basado en el uso de sistemas de inmersién temporal
automatica (C). En todos los casos, la barra indica 1 cm.

El proceso rizogénico de los brotes resultantes fue afectado por la consistencia
del medio de cultivo (Tabla 16). Los resultados obtenidos demuestran que 73+5,8% de
los brotes cultivados provenientes de SCF enraizaron en un medio de cultivo simple,
compuesto por las sales y vitaminas del MS reducido a la mitad (MS/2) y desprovisto de
reguladores del crecimiento. La adicién de IBA al medio de cultivo promovid
débilmente el proceso morfogénico sin observarse diferencias significativas respecto al
tratamiento control. A pesar de que el uso de IT estimul6 el crecimiento de tallos de la
parte aérea en desmedro del crecimiento radical incrementado la relacion PSA/PSR, el
crecimiento y diferenciacion de las plantas durante la fase de aclimatacion fue
notablemente mayor en aquellas provenientes de los biorreactores (Fig. 31). En todos
los casos, las raices se originaron mediante un proceso morfogénico directo, sin
formacion de callos. Los mejores resultados se obtuvieron cuando se utilizé un
tratamiento de induccién compuesto por MS/2 con 15 mg-L™* IBA durante 3 dias y
transferencia a medios frescos de idéntica composicion quimica pero sin reguladores del
crecimiento en donde el 97+5,5% de los brotes formaron 2,4 raices/explante con una

relacién PSA/PSR de 4+1,4, sin presentar sintomas de fitotoxicidad.
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Tabla 16: Efecto de diferentes sistemas de cultivo e IBA sobre el enraizamiento in
vitro de H. heptaphyllus.

. o . Longitud Relacion Brotes con
S'itﬁ;?\?ode (H:Bﬁ.l) Enralf&rylento RaLcreOstepor promedio PSA/PSR necrosis
g raices (mm) distal (%)
Medio 0 3042000 12+0,3  22,6£2,3®  4,9+18° 334153
semisolido
Ventilacion 5 73+11,5%¢ 2,240,223 46,1471 1,240,5% 27+11,6™
por difusion b b b §
10 90+17,3° 2,240,1 38,0+7,3° 1,4+0,5% 57+5,8
15 70+30,0%° 2,5+0,2% 44,9+11,6% 1,2+0,2% 50+10,0¢
Medio 0 0° - - - 43+5,8%
semisélido
Ventilacion 5 30+30,0% 1,7+1,0% 24,1420,9%° 0,6+0,5% 47+15,3¢
asistida bed b bed
10 43+20,8™ 1,5+0,1% 41,9+18,0° 0,7+0,4° 37+20,8™
15 27+15,3% 2,3+0,9° 30,745,2% 0,6+0,2° 47+11,6¢
:\,"eq:jo 0 7345 g%° 2.0+0,5° 16,142,5™ 8,9+1,1° 13+11,6%°
iquido
Ventilacion 5 37+32,1° 1,240,723 11,0+10,1° 3,5+3,2%¢ 745,8%
asistida (IT) b b b
10 63+11,5%° 1,3+0,0° 13,243,7° 6,30,9 745,8°
15 97+5,8° 2,4+0,2° 15,4+4,3% 4,0+1,4%¢ 0?

Los valores expresan el promedio de tres repeticiones £ SD (n= 10). Letras distintas indican diferencias
significativas entre tratamientos (P<0,05 Test de Comparaciones Multiples de Tukey). PSA: peso seco de la parte
aérea, PSR: peso seco radicular

Fig. 31: Rizogénesis adventicia y obtencién de plantas de H. heptaphyllus a partir de brotes obtenidos por
multiplicacion de yemas preexistentes y cultivados en medios semisélido (A, B, D, E) o liquidos (C, F). La barra
indica5 mm (A,CyD)y5cm (D, EyF).
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Myrocarpus frondosus Allemao

Establecimiento y germinacion in vitro de semillas

La presencia de hongos y bacterias enddgenas afecto el establecimiento in vitro
de semillas de Myrocarpus frondosus (Fig. 32). Unicamente la combinacion de periodos
largos (10 dias) de permanencia de las semillas en una solucion acuosa de peroxido de
hidrdgeno y transferencia a hipoclorito de sodio permitié que entre 67+5,8 y 100% de
los cultivos no evidenciaran sintomas de contaminacion (Tabla 17). Sin embargo,

ninguno de los tratamientos evaluados promovio el proceso de germinacion.

Fig. 32: Establecimiento in vitro de semillas de Myrocarpus frondosus. A semillas infectadas por hongos
transcurridos 7 dias de cultivo. B semillas sin sintomas de contaminacion visible luego de 30 dias de incubacion. En
ambos casos, la barra indica 1 cm.

Tabla 17: Efecto de distintos tratamientos de escarificacion y desinfeccion sobre el
establecimiento in vitro, germinacion y vigor de semillas de Myrocarpus frondosus.

Cultivo sin L

[%l]-|§<odz|'as N?f%o Co\zgfg};”g,j;f“ Gem(]c:/:)al "N TMG (50%) (sen:i\lllg/dia)
30x3d 1,65 0° 0 - -
2,75 0° 0 - -
50 x 3 d 1,65 0° 0 - -
2,75 0° 0 - -
30x5d 1,65 0° 0 - -
2,75 0° 0 - -
50 x 5 d 1,65 0° 0 - -
2,75 0° 0 - -
30x10d 1,65 67+5,8" 0 - -
2,75 73+5,8° 0 - -
50 x 10 d 1,65 100° 0 - -
2,75 100° 0 - -

TMG, tiempo medio de germinacion. IVG, indice de velocidad de germinacion. Los valores expresan el promedio de
tres repeticiones + SD (n= 10). Signos +/- indican presencia/ausencia del pericarpio.
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DISCUSION

Establecimiento y germinacion in vitro de semillas

La contaminacion producida por hongos, bacterias y/o levaduras limitan el
establecimiento in vitro de semillas colectadas de plantas que crecen en ambientes
naturales, debido a que compiten con éstas por las nutrientes presentes en el medio de
cultivo, debiéndose establecer un protocolo apropiado para su desinfeccion (Villalobos
y Thorpe, 1991; Ocampo y Nufiez, 2007). Un compuesto quimico con actividad
desinfectante es considerado eficaz cuando, ademas de ser efectivo en el control de la
proliferacion del agente contaminante, no afecta el crecimiento y diferenciacion del
explante. En este sentido, el hipoclorito de sodio, por su reducida toxicidad y bajo costo,
ha sido ampliamente utilizado como agente desinfectante en el establecimiento in vitro
de semillas de numerosas especies (Ocampo y Nufez, 2007; Hernandez Jerez et al.,
2013). La accion del cloro sobre las proteinas que componen las membranas celulares
provee un método de control seguro en microorganismos resistentes (Flores Garcia et
al., 2008). El pre-tratamiento de las semillas de Handroanthus heptaphyllus en una
solucion de etanol 70° durante 1 min y posterior transferencia a una solucion de NaClO
0,82 g-L* durante 15 min, sin agitacion, resulté un método eficaz para controlar el
crecimiento de hongos y promover la germinacion sin causar dafios a los tejidos de la
plantula por fitotoxicidad. Resultados similares han sido recientemente informados por
Larraburu et al., (2012) para el establecimiento in vitro de semillas de H. impetiginosus.
Si bien, la eliminacion del tegumento permitié un Optimo establecimiento de las
semillas, los resultados obtenidos demuestran la factibilidad de utilizar un tratamiento
de inmersion en solucién acuosa de NaClO con agitacién constante, obteniéndose una
tasa de germinacién superior al 60% en semillas provistas del tegumento. Estos
resultados concuerdan con aquellos informados por Moreira de Carvalho et al., (2008),
y mas recientemente, por Bewley et al., (2013), basados en el principio de que en
solucién acuosa, el NaClO desprende oxigeno en su forma molecular (O,), provocando
la oxidacion de ciertos compuestos fendlicos (acido clorogénico, cumarina, etc.) que
actian como inhibidores de la germinacién y se encuentran usualmente presentes en el
tegumento de las semillas del género Handroanthus.

En algunos casos, el uso de NaClO requiere de la combinacion sinérgica con
otros compuestos quimicos que le permitan maximizar su poder germicida. En tal

sentido, el uso de un pre-tratamiento con peroxido de hidrogeno favorecié el
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establecimiento in vitro y germinacion de las semillas de B. riedelianum, C. fissilis y C.
trichotoma, mejorando a su vez el tiempo de germinacion por incremento del IVG y
contraccion del TMG. Este efecto inductor del proceso morfogénico ha sido
previamente informado en semillas de otras especies forestales tales como Pinus
ponderosa (James y Genz, 1981), Pseudotsuga menziesii var. glauca (Dumroese et al.,
1988), Diospyros riojae (Coello et al., 2002), Nolina parviflora (Garcia et al., 2008),
Pinus maximartinezii (Robledo Paz et al., 2009) y Abies guatemalensis (Pérez Goméz y
Demeterio Ramos, 2012), cuya accion antiséptica se atribuiria principalmente a la
oxidacion que sufren los compuestos organicos constituyentes de las células
microbianas debido al desprendimiento de oxigeno que se suscita cuando el H,O, se
pone en contacto con el agua (Rosa y Gonzélez, 2009). Si bien, su manipulacién no
reviste complejidad, es necesario ajustar concentracion y tiempo de exposicion a fin de
evitar dafios tisulares por fitotoxicidad (Fick, 2007; Santamaria Jiménez et al., 2012).

La proliferacion acentuada de hongos y bacterias en semillas de Myrocarpus
frondosus dificultd su establecimiento in vitro requiriendo de altas concentraciones y
tiempos prolongados de exposicion en los agentes desinfectantes antes mencionados,
afectando la germinacion. Este hecho sumado al corto periodo de viabilidad natural que
presentan las semillas de esta especie (Noguera et al., 2012) impidié el desarrollo de un
procedimiento de germinacion in vitro adecuado durante el transcurso del trabajo de

Tesis.

Deteccidn de Amblycerus longesuturalis en C. trichotoma

El género Amblycerus (Coledptero) produce dafios en semillas de muchas
especies forestales (Herzog Viana et al., 2007), cuya intensidad puede ocasionar la
destruccion completa del fruto por aborto de las semillas (Cordero et al., 2003). Sus
larvas se alimentan de las semillas de 32 familias vegetales registradas que incluyen
distintas especies de Prosopis (Johnson, 1983); Geoffroea decorticans (Baldini y
Alvarado, 2008), Cordia alliodora, C. gerascanthus, Tabebuia crysantha, T. rosea
(Salazar et al., 2000), Guazuma ulmifolia, Luehea speciosa (Arguedas, 1997), Senna
occidentales, S. bicapsularis, Albizia lebbeck (De la Cruz Pérez, 2009), Sclerobium sp.
(Araujo Pinto, 2007); detectandose ademas en flores de Helianthus annuus donde se
alimenta a partir de granos de polen, tejidos florales y receptaculo (Torretta et al.,
2009). En el contexto de esta tesis y con el propdsito de establecer un método no

destructivo que facilitara la separacion de las semillas sin dafios para ser utilizadas en
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los ensayos de germinacion, se realizé una prueba de rayos X donde fue posible detectar
la presencia/ausencia de dafios producidos por el insecto. Este método ha sido
previamente aceptado por ISTA (International Seed Testing Association), como una
alternativa valida al ensayo de corte para detectar las semillas vacias y/o dafiadas por
insectos (Willan, 1991). Asimismo, a traves del uso de imagenes radiograficas es
posible identificar propiedades estrechamente relacionadas con la viabilidad, el vigor y
las caracteristicas estructurales de la semilla (Pérez Garcia y Pita Villamil, 2001;
Alzugaray et al., 2007). Su empleo resulté adecuado para la seleccion de las simientes
de la especie en estudio, pues reveldo claramente la incidencia de dafio por A.
longesuturalis, principal factor que afecta la calidad y/o viabilidad de las semillas de C.
trichotoma. Esta prueba, en general, es efectiva en aquellas semillas forestales que
presentan cotiledones voluminosos o frutos como aquenios, samaras O cariopses
(Ottone, 1993; Pérez Garcia, 2001; Alzugaray et al., 2007). Los resultados de esta tesis
indican la factibilidad de utilizar esta técnica en frutos drupaceos favorecidos por el
tamafio de sus semillas y el escaso espesor de los cotiledones que permitieron una
Optima penetracion de la radiacion, lo que si bien actué en desmedro de la calidad de la
imagen, posibilitd la obtencién de un patron radiografico claro y apto para detectar

semillas sanas.

Induccion de organogénesis

En el contexto del cultivo de tejidos, el término “organogénesis” comprende la
formacion de novo de drganos tanto a partir de tejidos meristematicos como no
meristematicos (Schwartz et al., 2005). Esta puede ocurrir de manera directa, en la cual
a partir de los tejidos primarios se forman meristemoides que daran lugar al primordio
del 6rgano; o bien, de manera indirecta, mediante la cual células parenquimaticas del
tejido primario por sucesivas divisiones daran lugar a un tejido indiferenciado (callo) a
partir del cual se originaran los meristemoides (Hicks, 1980). Independientemente de la
via que dara origen al primordio, el proceso consta de las fases de des-diferenciacion,
induccidn y diferenciacidn que se concatenan en la neoformacién del primordio.

La des-diferenciaciéon celular implica la reversion a un estado de desarrollo
menos especializado y mas flexible que podra dar lugar o no a la formacion de un callo.
En un proceso de organogénesis directa, las células competentes que experimentan des-
diferenciacion, solas o en grupos, formaran un nuevo primordio (Schwartz et al., 2005).

Explantes foliares de Lysionotus serratus producen yemas adventicias mediante un
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proceso directo de regeneracion (Li et al., 2013); los segmentos foliares de Melia
azedarach (Vila et al., 2003), lo hacen indirectamente a partir de la formacion de tejidos
indiferenciados que originaran las yemas; mientras que, porciones de hojas de Populus
deltoides podrian brindar organogénsis por ambas vias (Cavusoglu et al., 2011). La fase
finaliza con la adquisicion del estado de competencia por parte de las células primarias,
el cual es definido por su habilidad para adquirir los estimulos organogénicos.

La fase de induccion sobreviene al proceso de des-diferenciacion celular y
resulta de la expresion de un grupo de genes que precede a la diferenciacion
morfoldgica. Esta dependera del tipo de explante, genotipo, fitohormonas relacionadas,
condiciones nutricionales y ambientales, entre otras (Zhang y Lemaux, 2005; Soares et
al., 2011; Rodriguez Beraud et al., 2014).

Por ultimo, la fase de diferenciacion, es quizads la mas documentada y
comprende la diferenciacion morfoldgica del nuevo 6rgano. Su ontogenia puede ser
determinada a través del analisis histoldgico en funcidn del tiempo que transcurre hasta
su formacion (George et al., 2008; Olmos et al., 2010).

En el contexto de este trabajo de tesis fue posible desarrollar un procedimiento
que permite obtener yemas adventicias a partir del cultivo in vitro de segmentos de
hipocdtilos y cotiledones de Balfourodendron riedelianum a través de un sistema
indirecto de regeneracion, confirmandose por microscopia éptica que las células del
tejido epidérmico forman un tejido indiferenciado a partir del cual se originaran las
estructuras vegetativas; siendo el proceso organogénico estimulado por una correcta
relacion auxina/citocinina (ANA/TDZ); en donde, el uso de una citocinina derivada de
la fenildrea promovid la neoformacion de yemas adventicias tal como ocurre en otras
especies lefiosas (Guo et al., 2005; Annapurna y Rathore, 2010; Khurana-Kaul et al.,
2010; Yang et al., 2011). Este a su vez dependié de la fuente de explante; siendo
maxima cuando se utilizaron segmentos de cotiledones en desmedro del uso de
hipocoétilos. Estos resultados concuerdan con aquellos informados por Hossain y et al.,
(1994) mediante el uso de cotiledones de Aegle marmelos y Yang et al., (2006, 2011) a
través del cultivo de segmentos de hipocétilos de Fortunella crassifolia y

Phellodendron amurense.
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Micropropagacion a partir del cultivo in vitro de segmentos caulinares.

En un sistema de micropropagacion basado en la utilizacién de segmentos
nodales, la brotacién de las yemas axilares y el ulterior crecimiento y diferenciacion de
sus fitbmeros resultantes da lugar a la fase de multiplicacion que continta al
establecimiento in vitro de los cultivos y precede a las fase de enraizamiento y
aclimatacion de las plantas resultantes (Murashige, 1974).

La proliferacion de brotes impulsado por la multiplicacion de yemas axilares
constituye un paso relevante en la micropropagacion; a través del cual, se determina en
gran medida la eficiencia del procedimiento. Durante esta fase, se induce la brotacion de
los explantes establecidos favoreciendo la ruptura de la dominancia apical a fin de
producir maltiples brotes que seran separados y utilizados como base para nuevos ciclos
a través de sucesivos subcultivos que incrementaran su nimero rapidamente (George y
Davies, 2008). El uso de esta técnica trae consigo la ventaja de que al emplear 6rganos
preformados, disminuye las posibilidades de causar variaciones somaclonales,
permitiendo una alta fidelidad genética del material clonado (Xavier et al., 2007).

Si bien, en el contexto de la micropropagacion, se trabaja con érganos aislados
de la planta madre sujetos a condiciones ambientales muy diferentes respecto al
ambiente externo, el proceso de captacion y traduccion de la sefial es modulado a través
de un proceso similar al que utiliza la planta en su hébitat natural (Chriqui, 2008). Las
condiciones ambientales dentro del recipiente de cultivo estdn determinadas por la
interaccion del medioambiente aéreo y de la zona radicular (ambiente originado por
encima y debajo de la superficie del medio de cultivo, respectivamente). El
medioambiente aéreo es la resultante de la interaccién de componentes fisicos tales
como: temperatura, luz (fotoperiodo, intensidad y calidad espectral), radiacién térmica,
composicion gaseosa, velocidad del flujo de aire (“aireacion”) y presion. Por su parte, la
conjuncién de elementos fisicos (temperatura, potencial agua, difusion gaseosa y
liquida, consistencia del medio de cultivo), quimicos (compuestos organicos e
inorganicos, pH, oxigeno disuelto, dioxido de carbono disuelto) y bioldgicos
(microorganismos simbidticos, microorganismos competitivos) determinan las
condiciones ambientales que suceden en el ambito de la zona radicular (Kozai, et al.,
1992; George y Davies, 2008). El control de estas variables ambientales estara dado por
el sistema de micropropagacion que se utilice, pudiéndose ser éstos clasificados en
heterotroficos, mixotréficos y autotroficos segln la relacion entre el suministro de

carbohidratos en el medio de cultivo y las condiciones luminicas que se provean para
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estimular fotosintesis. En tales condiciones, el uso de las hormonas vegetales con el
propdsito de modular el crecimiento y diferenciacion constituye una herramienta valiosa
y es utilizada habitualmente en los procedimientos de micropropagacion. Asimismo, el
éxito del procedimiento es fuertemente influenciado por la composicién del medio de
cultivo; siendo necesario un adecuado balance entre macronutrientes, micronutrientes y
compuestos organicos que brinden un crecimiento éptimo de los explantes (George y
De Klerk, 2008; Thorpe et al., 2008). Sin embargo, éste no depende Unicamente de la
composicion del medio nutritivo sino que ademas es fuertemente influenciado por la
composicion de la atmodsfera gaseosa (Blazkova et al., 1989). Tradicionalmente, con el
proposito de proteger a los explantes de la contaminacion bidtica y evitar la
deshidratacién de los tejidos y/o desecacion del medio de cultivo, se emplearon sistemas
de cierre que limitan el intercambio gaseoso entre la atmdsfera interna del recipiente de
cultivo y el ambiente externo (Huang y Chen, 2005). En tales condiciones, el ambiente
interno se caracteriza por presentar: alta humedad relativa, temperatura constante, baja
intensidad luminosa y alta fluctuacién diurna del contenido de CO, (Kozai et al., 1992;
1997). El ambiente interno es afectado de manera directa e indirecta por las condiciones
externas y dado que la fase gaseosa in vitro estd en contacto inmediato con el ambiente
externo (por ejemplo a través del intercambio gaseoso), ésta es influenciada de un modo
mas directo que la zona radicular. El grado de influencia del entorno sobre el ambiente
interno depende principalmente del intercambio gaseoso que se suscite entre ambos
ambientes; hecho por el cual, es de esperarse que a través del control del ambiente
externo, se pudiera controlar de manera directa o indirecta el ambiente interno. Esta
interaccion dependera a su vez de las caracteristicas fisicas del recipiente de cultivo y
del sistema de cierre empleado (Huang y Chen, 2005).

El intercambio de agua en las fases liquidas y gaseosas entre el medio de cultivo,
el explante y el aire dentro del recipiente; como asi también, las caracteristicas del aire
del ambiente externo, juegan un papel importante en el crecimiento y diferenciacion. La
direccién y volumen del flujo de agua esta determinado por la distribucion espacial del
potencial agua dentro y fuera del recipiente (Sallanon y Coudret, 1990; Kozai et al.,
1997). Sin embargo, la excesiva humedad relativa del ambiente en los sistemas cerrados
puede provocar desordenes fisioldgicos y anatdmicos que afectan negativamente el
crecimiento de los explantes (Ghasgghaie et al., 1992), induciendo anormalidades
morfo-fisioldgicas en hojas, hiperhidricidad en tallos y supresion de la transpiracion

(Debergh et al., 1992). Asimismo, dado que la velocidad del flujo de aire dentro del
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recipiente es muy lenta (varia entre 0 y 25 mm s™), ésta reduce el coeficiente de
difusion de CO, y vapor de agua limitando la fotosintesis y transpiracion del vegetal
(Kozai et al., 1997). Una tasa de intercambio gaseoso (“ventilacion”) insuficiente afecta
la composicién gaseosa dentro del recipiente; en consecuencia, el contenido de CO;
durante el periodo luminoso se encuentra por debajo del punto de compensacion
(Fujiwara y Kozai, 1995). Al mismo tiempo, la concentracién de etileno y otros
compuestos toxicos (productos de la oxidacion de fenoles) tienden a incrementarse
(Nguyen y Kozai, 1998), produciendo serios desordenes fisiologicos tales como la
hiperhidratacion de los tejidos (Jackson, 2005; Santamaria et al., 2000).

Tomando en consideracion el efecto que tendria el microclima dentro del
recipiente sobre los caracteres morfologicos que determinan la sobrevivencia del
material en la etapa de aclimtacion, durante la fase de multiplicacion y enraizamiento se
ensayaron tres sistemas de cultivos basados en la capacidad de intercambio gaseoso, a
través de ventilacion por difusion o asistida por un proceso neumaético, y en la
disponibilidad de nutrientes mediante el uso de medios semisélidos y liquidos,
fundamentado en el principio de inmersién temporal.

Los resultados obtenidos en la mayoria de las especies estudiadas en el marco de
esta Tesis avalan el efecto promisorio que tendria el uso de la inmersién temporal sobre
la formacion de brotes y raices adventicias promoviendo una mayor tasa de crecimiento
durante la fase de aclimatacién y concuerdan con aquellos informados en la
micropropagacion de otras especies lefiosas tales como llex dumosa, |. paraguariensis
(Luna, 2010) e hibridos de Pinus elliottii x Pinus caribaea (Fortes, 2011).
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el marco del trabajo de Tesis desarrollado ponen a
disposicion de la comunidad cientifica una serie de procedimientos que podrian ser
aplicados en la propagacion de las especies que se encuentran en situacion de
vulnerabilidad, ya sea en el marco de programas de enriquecimiento de bosques; o0 bien,
en el contexto de la aplicacion de planes de mejoramiento para monocultivos y
conservacion del germoplasma.

En este sentido, se puso a punto una técnica que permite separar las semillas de Cordia
trichotoma dafiadas por el ataqgue de Amblycerus longesuturalis mediante el uso de
rayos X, se elaboraron protocolos de desinfeccion y/o escarificacion que posibilitan la
germinacion de semillas y el establecimiento in vitro de la mayoria de las especies
estudiadas, se desarrollaron procedimientos que permitieron la obtencién de plantas por
organogenesis indirecta (Balfourodendron riedelianum) y micropropagacién (B.

riedelianum, Cedrela fissilis, Cordia trichotoma y Handroanthus heptaphyllus).
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