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RESUMEN

La especie nativa Mutisia subspinosa
es una enredadera perenne, resistente a
heladas, con hermosas flores anaranjadas
que presenta gran interés como ornamental.
En trabajos previos de propagacion a través
de semillas o estacas se obtuvieron escasos
resultados, lo que justifico el uso de la
micropropagacion. Para el establecimiento
in vitro se utilizé el medio de Murashige
Skoog (MS) diluido a la mitad. Se evaluod la
adicion de 6-bencilaminopurina (BAP) sola
o en combinacion con thidiazurén (TDZ)
y un testigo sin hormonas. En la etapa de
multiplicacion se utilizé el mismo medio
basal y se probaron dos auxinas: los acidos
indol butirico (AIB) y naftalén acético (ANA),
ademas del uso de carbdn activado. La
composicion del medio de cultivo mas
adecuada para el establecimiento fue la del
testigo, mientras que para la multiplicaciéon
los mejores resultados se obtuvieron con la
adicion de 4 ymoles.L' de ANA. El agregado
de 1 g.L " de carbon activado al medio de
cultivo con 2,7 pymoles.L"' mejor6 la tasa de
multiplicacion y el enraizamiento.
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ABSTRACT

The native species Mutisia subspinosa is
a frost resistant perennial climbing plant with
beautiful orange flowers. In previous works,
propagation by seeds and cuttings have
not performing well, thus micropropagation
protocols were evaluated. Half strength
Murashige Skoog basal medium was used
for in vitro establishment, with the addition
of 6-benzilaminopurine (BAP) alone or in
combination with thidiazuron (TDZ); the
control had not got any hormones. The
same basal medium with, indol butyric acid
(IBA); naphthalenacetic acid (NAA) and
activated charcoal were assayed in the
multiplication stage. The culture medium more
appropriate for the in vitro establishment was
the control treatment while the best results
in the multiplication were obtained with the
addition of 2.7 ymoles.L-" of NAA. The inclusion
of 1 g.L" of activated charcoal in the medium
improved the multiplication rate and the rooting.
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INTRODUCCION

En la Facultad de Ciencias Agrarias se trabaja desde el afio 2000 en el estudio de
especies nativas con interés ornamental. En la Catedra de Fisiologia Vegetal se han realizado
trabajos de micropropagacion de especies nativas tales como Lippia integrifolia (8), varias
especies del género Glandularia (4, 9) y Lecanophora hetherophylla (10), entre otras.

Dentro de este contexto presenta gran interés la especie Mutisia subspinosa Cauv.,
enredadera perenne de tallos muy ramificados y resistente a heladas. Su interés
ornamental radica en la vistosidad de sus capitulos anaranjados y la presencia de
zarcillos en sus hojas que le confieren habito trepador (foto 1, pag. 242). Podria usarse
como cubre muros o enredadera en rejas, glorietas o pérgolas, como colgante en
balcones y macetas o cubriendo declives pronunciados.

Es endémica del centro-oeste de Argentina, se la cita para las provincias de La Rioja,
San Juan y Mendoza. También ha sido hallada en el centro de Chile, donde parece ser
muy rara. Vegeta entre los 1500 y 2500 m de altitud. En Mendoza se la encuentra en
zona de montafa, en los departamentos de Las Heras, Lujan, San Carlos y Tunuyan (11).

Para evaluar el uso como ornamental de M. subspinosa en jardines con bajo
consumo de agua es necesario contar con una gran cantidad de plantas. Trabajos
previos, tanto los ensayos de germinacion como los de propagacion por estacas,
mostraron escasos resultados (13), lo que justifica el desarrollo de métodos alternativos
de multiplicacion vegetativa. Bajo la hipotesis de trabajo que es posible micropropagar
M. subspinosa se planteo el objetivo de desarrollar un protocolo de micropropagacion
que permita obtener un gran numero de plantas en poco tiempo.

MATERIALES Y METODOS

Establecimiento in vitro

Material vegetal

Se utilizaron plantas de 2 meses de edad, obtenidas de semillas y cultivadas en
macetas, en camara de crecimiento con 16 h de luz y 8 h de oscuridad, intensidad luminica
de 150 yE.m2.s" y temperatura de 26 + 2°C. En el momento de la extraccion de los
explantos, en las plantas se observaba crecimiento ahilado y tallos tiernos.

Medio de cultivo

El medio basal consistié en los macro y micronutrientes del M-S diluidos a la
mitad y el hierro y las vitaminas completos (6), ph 5,8-5,9, suplementado con 20 g.L"'
de sacarosa y 7 g.L"" de agar.
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Esterilizacion y siembra

Los brotes se extrajeron de las plantas madres, se lavaron con abundante agua
con Tween al 0,1%. Posteriormente, previo tratamiento con alcohol 70% durante
30 segundos, se sumergieron en lavandina comercial (55 g.L' de Cl activo) al 15%
por 15 minutos y luego se enjuagaron tres veces, en el flujo laminar con agua estéril.
Para la siembra se cortaron estacas uninodales de 1 cm, se eliminé parte de la hoja
y se plantaron en forma vertical en el medio de cultivo.

Tratamientos

Se ensayaron tres concentraciones de 6-bencilaminopurina (BAP) 0,1 - 2,5 -
5 pmoles.L ' solas o en combinacién con 0 6 1 pmoles.L" de thidiazuron (TDZ).
Se utilizaron tubos de vidrio de 15 x 2 cm con 20 ml de medio, se introdujeron
10 estacas por tratamiento y el ensayo se repitié dos veces.

Multiplicacion
Material vegetal
Se utilizaron plantas in vitro provenientes del ensayo anterior.

Medio de cultivo
Se utilizé el mismo medio que en la etapa de establecimiento.

Tratamientos

Se realizaron dos ensayos: en el primero se evaluaron dos concentraciones de
acido naftalén acético (ANA) 2,7 y 5,4 umoles.L", dos de acido indol butirico (AIB)
y un testigo sin auxinas. En un segundo ensayo, se evaluaron las siguientes
concentraciones de ANA: 1,3; 2,7 y 4,0 umoles.L™, incluyéndose un tratamiento con
2,7 umoles.L-" de ANAy 1 g.L-' de carbdn activado.

En los dos ensayos se utilizaron frascos de vidrio de 250 ml de capacidad con
50 ml de medio (6-8 frascos por tratamiento) y se sembraron 5 estacas por frasco.

Condiciones de cultivo

Los tubos y frascos utilizados se sellaron con "Resinite" y se incubaron en camara
de crecimiento con 16 h de luz y 8 h de oscuridad, intensidad luminica de 70 yE.m2.s™
y temperatura de 26 + 2°C.

Variables evaluadas y tratamiento estadistico

Después de cinco semanas de iniciado el cultivo se determinaron los porcentajes
de explantos que presentaron crecimiento (cuando la yema broté y dio origen a uno a
mas tallos), enraizamiento y/o vitrificacion, la altura de las plantulas, nimero de brotes
y/o nudos por explanto y numero de raices.

Los datos de porcentajes se compararon a través de la Prueba de Comparacion
de Proporciones; el resto de las variables se evaluaron por el ANOVA, realizando
transformacion de variables cuando fue necesario. Las medias se compararon con el
test LSD. En todos los casos se utilizo el software Statgraphics Plus Version 4.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Enlatabla 1 se presentan los porcentajes de explantos con crecimiento, enraizamiento
y vitrescencia, en la etapa de establecimiento in vitro de M. subspinosa. El porcentaje
de explantos establecidos fue alto y crecieron por igual en todos los tratamientos. Por
otra parte no se observé enraizamiento, resultado que indicaria un contenido endégeno
de auxinas insuficiente para promover la formacion de raices y justificaria la adicion de
este regulador en el medio de micropropagacion. La vitrescencia (aspecto translucido
de los explantos) vario entre el 40 y el 100%, se presento en todos los tratamientos, aun
en aquellos explantos con buen crecimiento.

Tabla 1. Efecto de 6-bencilamainopurina (BAP) y el thidiazuron (TDZ) sobre el
porcentaje de explantos con crecimiento, con raices y vitrescencia durante
el establecimiento in vitro de M. subspinosa Cav.

Table 1. Effect of 6 benzylaminopurine (BAP) and thiadiazuron TDZ on percentage
of explantes with growth, roots and vitrescencia during in vitro establishment
of M. subspinosa Cav.

Reg;l:i:::st:el N° de explantos Explantos con | Explatos Explantos
BAP TDZ establecidos crecimiento * | conraices | vitrescentes
umoles.L" umoles. L (n inicial - infeccines) (%) (%) (%)
0 0 10 100 0 40
0 1 9 100 0 67
1 0 10 100 0 80
1 1 8 100 0 63
2,5 0 6 83 0 100
2,5 1 10 90 0 50
5 0 9 100 0 78
5 1 10 80 0 90
Significancia NS NS NS

Letras distintas indican diferencias significativas para un p < 0,05.
* Calculado sobre la base de explantos establecidos.

Differents letters indicate significantly different at p < 0.05.
* Calculated on the basis of established explants.

Si bien la vitrescencia estaria altamente relacionada con la presencia en el medio
de cultivo de citocininas (2, 4), en este caso se podria atribuir al genotipo ya que este
fendmeno también se presentd en el testigo sin reguladores. En la foto 2 (pag. 242) se
observan brotes in vitro provenientes de estacas uninodales obtenidos en la etapa de
establecimiento del cultivo.

Aunque el efecto de las citocininas en la induccion y crecimiento de nuevos brotes
est4 suficientemente demostrado, bajo las condiciones de este ensayo, las citocininas
no promovieron la formacion de yemas adventicias ni la generacién de mdltiples brotes.
Se obtuvieron plantas con un unico vastago con cuatro nudos y una altura de 0,8 cm,
ambos valores corresponden a la media general de cada variable (datos no presentados).
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Tanto el BAP como el TDZ redujeron significativamente la altura de las plantas
(figura 1). La disminucién en la altura de las plantas por parte de algunas citocininas es
un hecho conocido (12) y se debe a una disminucién del largo de los entrenudos, situacién
que puede ser perjudicial en el momento de realizar el sub-cultivo.
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Figura 1. a) Efecto de la bencilaminopurina (BAP) y b) el tiadiazuron (TDZ) en la altura
de las plantas, durante el establecimiento in vitro de M. subspinosa Cav.

Figure 1. a) Effect of 6 benzylaminopurine (BAP) and b) thiadiazuron TDZ on plant
length during in vitro establishment of M. subspinosa Cav.

En el primer ensayo con auxinas el porcentaje de explantos con crecimiento varié
entre el 39 y el 57%; estos valores no arrojaron diferencias significativas (tabla 2). La
pérdida de plantas se debid a la oxidacion de los explantos que se observo en todos los
tratamientos, pero que fue significativamente mayor en el tratamiento con 2,7 umoles.L™

de ANA (tabla 2).

Tabla 2. Efecto del acido naftalén acético (ANA) y el acido indol butirico (AIB) en
el crecimiento, enraizamiento y en la presencia de oxidaciones durante la
multiplicacion in vitro de M. subspinosa Cav.

Table 2. Effect of naphthalene acetic acid (NAA) and indole-3-butyric acid (IBA) on growth,
rooting and oxidation during in vitro multiplication of M. subspinosa Cav.

Regulador del N° Explantos con Explantos Explantos

crecimiento explantos crecimiento Oxidados enraizados
pmoles.L* P (%) (%) (%)*
Testigo 0,0 36 53 a 28 b 10b
ANA 2,7 28 39a 64 a 64 a
ANA 54 28 57 a 36b 19b
AIB 2,5 28 57 a 29b 19b
AIB 5,0 28 46 a 46 b 8b

Letras distintas indican diferencias significativas para un p < 0,05.
* El porcentaje de enraizamiento se calcul6 en base a los explantos que crecieron.

Differents letters indicate significantly different at p < 0.05.
* The rooting percentage was calculated based on explants that grew.
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La oxidacion in vitro de material vegetal que conduce a la muerte de la planta
tiene diversas causas, entre las que se mencionan la exudacién de compuestos
fendlicos, el subcultivo prolongado, la caida del pH del medio de cultivo, la presencia
de reguladores del crecimiento, la deficiencia de calcio, la composicion mineral del
medio y el genotipo (5). En el presente ensayo la oxidacion estaria afectada tanto por
la presencia de ANA como por el medio basal utilizado.

Las auxinas desempefian un rol fundamental en el enraizamiento, siendo los
acidos naftalenacético e indol butirico, las fitohormonas mas empleadas (1). Al analizar
el porcentaje de enraizamiento, los resultados obtenidos reflejan que el ANA fue mas
efectivo en promover el enraizamiento que el AIB, ya que este ultimo no se diferencié
del testigo a las dosis evaluadas. El mejor enraizamiento se obtuvo con 2,7 pmoles.L"
de ANA en el cual el 64% de los explantos desarrollaron raices (tabla 2, pag. 239).

En la tabla 3 se presentan los valores promedio de altura de planta, numero de
nudos y de raices por planta. Tanto el ANA (2,7 umoles.L") como el IBA (5 pmoles.L™")
estimularon el crecimiento de los explantos produciendo plantas con mayor altura'y mayor
numero de nudos; no obstante, el maximo numero de raices por planta se alcanzé en el
tratamiento con 2,7 umoles.L' de ANA.

Tabla 3. Efecto del acido naftalén acético (ANA) y el acido indol butirico (AIB) sobre
la altura de planta, nimero de nudos y de raices durante la multiplicacion
in vitro de M. subspinosa Cav.

Table 3. Effect of naphthalene acetic acid (NAA) and indole-3-butyric acid (IBA)
on plant length, number of nodes and number of roots during in vitro
multiplication of M. subspinosa Cav.

Regul.ad.or del N° de explantos | Altura de planta Namero de Nu’mero de

crecimiento . nudos por | raices por

P que crecieron (cm)

pmoles.L planta planta
Testigo 0,0 15 39b 95b 0,2b
ANA 2,7 8 6,4 a 18,6 a 1a
ANA 54 12 41b 10,8 b 0,2b
AlB 2,5 15 39b 11,2b 0,2b
AlB 5,0 10 6,4 a 15,5a 0,1b

Letras distintas indican diferencias significativas para un p < 0,05.

Differents letters indicate significantly different at p < 0.05.

Teniendo en cuenta el crecimiento, el porcentaje de enraizamiento y el niumero
de raices por planta, los mejores resultados se obtuvieron utilizando ANA con una
concentracion de 2,7 pmoles.L™".

Al evaluar el efecto de distintas dosis de ANA se encontré que el aumento en la

concentracion del mismo incrementé significativamente el porcentaje de explantos
que crecieron y éstos presentaron un mayor nimero de nudos (tabla 4, pag. 241).
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Tabla 4. Efecto del acido naftalén acético (ANA) en el porcentaje de explantos con
crecimiento, altura de planta y nimero de nudos durante la multiplicacion
in vitro de M. subspinosa Cav.

Table 4. Effect of naphthaleneacetic acid (NAA) on percentage of explantes with
growth plant length and number of nodes during in vitro multiplication of
M. subspinosa Cauv.
Explantos con Altura de
ANA R L o
4 N° de explantos crecimiento planta N° de nudos
umoles.L
% (cm)
1,3 36 31b 37a 6,2 ab
2,7 36 33b 3,1a 45b
4,0 21 71a 53a 9,1a

Letras distintas indican diferencias significativas para un p < 0,05.

Differents letters indicate significantly different at p < 0.05.

Sin embargo, no se encontraron diferencias en el porcentaje de enraizamiento ni
en el numero de raices por planta (datos no presentados). Se puede afirmar que las
auxinas promueven el crecimiento debido a su accion sobre la division y alargamiento
celular, la diferenciacion de yemas, el establecimiento y fuerza de los destinos, etc. (3);
esto podria explicar por qué las plantas in vitro presentaron mayor crecimiento,
expresado en un mayor nimero de nudos, en el tratamiento con 4,0 pmoles.L" de
ANA aumento que implica una duplicacion de la tasa de multiplicacién (tabla 4).

En la foto 3 (pag. 242) se presentan plantas obtenidas in vitro de M. subspinosa Cav.
en la etapa de multiplicacion.

El carbdn activado suele utilizarse para promover el crecimiento y el enraizamiento
como asi también disminuir oxidaciones, debido a la adsorcidn de sustancias exudadas al
medio, causantes en algunos casos de la muerte por oxidacion (7). En el presente trabajo la
presencia de carbon activado aumenté el porcentaje de explantos que crecieron y enraizaron
(figura 2) y produjo plantas mas altas y con mayor nimero de raices (tabla 5, pag. 242).
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Letras distintas indican diferencias significativas para un p < 0,05.

Differents letters indicate significantly different at p < 0.05.

Figura 2. Efecto del carbén activado en el porcentaje de estacas con crecimiento y
enraizamiento durante la multiplicacion in vitro de M. subspinosa Cav.

Figure 2. Effect of activated charcoal on percentages of explants with growth and
rooting during in vitro multiplication of M. subspinosa Cav.
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Tabla 5. Efecto del carbén activado (CA) en la altura de planta, nUmero de nudos y
numero de raices durante la multiplicacion in vitro de M. subspinosa Cav.
Table 5. Effect of activated charcoal on plant length, number of nodes and number
or roots, during in vitro multiplication of M. subspinosa Cauv.
Tratamiento N Altura de planta | Numero de Numero de raices
de explantos (cm) nudos
Sin CA 36 36b 56 a 0b
Con CA 36 5,8a 7,3 a 0,82 a

Letras distintas indican diferencias significativas para un p < 0,05.

Differents letters indicate significantly different at p < 0.05.

Al evaluar las respuestas obtenidas se observa que esta especie muestra cierta
dificultad para el enraizamiento in vitro, por lo tanto, es necesario continuar los ensayos
con el objeto de mejorar los porcentajes de enraizamiento y la calidad de las raices.
Las plantulas obtenidas se rustificaron rapidamente, observandose crecimiento a partir
de la tercera semana. El porcentaje de sobrevivencia fue del 90 %.

Foto 1. M. subspinosa Cav. en flor.
Photo 1. M. subspinosa Cav. blossoms.

Foto 2. Brotes obtenidos in vitro a partir
de estacas uninodales de M. subspinosa.
Photo 2. In vitro M. subspinosa shoots
obtained from one node cuttings.

Foto 3.

Plantas de M. subspinosa obteni-
das in vitro en la etapa de multiplica-
cioén en el medio suplementado con dis-
tintas concentraciones y tipo de auxinas.

Photo 3.

M. subspinosa plants obtained during
in vitro multiplication in media supple-
mented with different concentrations and
kind of auxins.
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CONCLUSIONES

Es posible establecer in vitro plantas de M. subspinosa cultivando estacas uninodales

en el medio de cultivo de Murashige Skoog con macro y micronutrientes diluidos a la mitad,
suplementado con 20 g.L-" de sacarosa, 7 g.L-' de agary sin reguladores del crecimiento. La
multiplicacién se puede realizar en el mismo medio basal con el agregado de 4 umoles.L
de ANA y se propone un repique a medio 2,7 pymoles.L." de ANAy 1 g.L-" de carbdn
activado para estimular el enraizamiento. El carbén activado mejoré los porcentajes de
sobrevivencia y de enraizamiento como asi también la calidad de las raices.
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