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RESUMEN

Los «talares» constituyen una comunidad boscosa nativa de la Provincia de Buenos Aires (Argentina) que
se encuentra en retroceso debido al cambio de uso de la tierra. Las principales especies forestales que la forman
son: Celtis tala Gill. ex Planch. (tala) y Acacia caven (Mol.) Mol. (espinillo), son menos abundantes Parkinso-
nia aculeata L. (cina-cina) y Erythrina crista-galli L. (seibo). El objetivo de este trabajo es el ajuste de un proto-
colo para la micropropagacion in vitro via organogénesis adventicia, a partir de material juvenil de estas espe-
cies forestales nativas. Como explante se utilizaron secciones de plantulas obtenidas de semillas germinadas in
vitro, las que se acondicionaron y desinfectaron para su cultivo. El medio basal mas apropiado fue Broadleaved
Tree Medium (BTM) (Chalupa, 1983), adicionado con diferentes reguladores de crecimiento. Se obtuvieron ca-
llos, raices y yemas. Las plantas completas obtenidas se encuentran en etapa de rusticacion.
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INTRODUCCION

Acacia caven (Mol). Mol. (espinillo), Celtis tala Gill. ex Planch. (tala), Parkinsonia
aculeata L. (cina-cina) y Erythrina crista-galli L. (Seibo) son especies forestales nativas
de amplia distribucion en la Republica Argentina, especialmente en la provincia de Bue-
nos Aires, en la que forman los bosques xéricos dominados por el Celtis tala y constitu-
yen la principal comunidad boscosa de la region.

Acacia caven pertenece a la familia Leguminosas (Mimosoideas), es de fuste recto y
bajo, alcanzando unos 6 m de altura 'y 0,20 m de diametro, su copa es semi-esférica, algo
aplanada. Muestra una remarcada tolerancia climatica y adaptabilidad ecoldgica, es sefia-
lada como una especie apta para colonizar aquellos lugares degradados por causas antro-
picas (pastoreo, agricultura intensiva o fuego). Su madera posee albura blanco-amarillenta
y duramen castafio-rojizo, dura y pesada, con un peso especifico de 0,800 a 0,980 kg/dm?.
Es utilizada para postes de alambrado, carbon y lefia. El aceite esencial de sus flores con-
tiene compuestos de interés para la industria de la perfumeria (Tortorelli, 1956). Por su
alta plasticidad es utilizada en reforestacion de ecosistemas degradados. Ovalle y Avenda-
no (1984) y Ovalle et al. (1990) han realizado numerosos estudios y ensayos referidos a la
aptitud de Acacia caven como especie arborea integrante de Sistemas Silvopastoriles y
para recuperacion de suelos. Su regeneracion natural es por semilla, siendo el agente de
dispersion mas importante el ganado doméstico. La germinacion de las semillas se acelera
debido al escarificado que reciben al pasar por el intestino del ganado (bovino, ovino y
equino). Ademas, las plantulas sobreviven en sitios abiertos, debido a su excepcional tole-
rancia a la sequia, a pesar de la predacion que sufren por la presencia de animales herbi-
voros (Aronson, 1992).

Otro componente de estas formaciones lefiosas lo constituye el Celtis tala, s un arbol
de aspecto tortuoso, de 4 a 12 m de altura, con grueso tronco de hasta 0,80 m de diametro,
que pertenece a la familia Ulméaceas. Su copa es globosa y densa, sus ramas sin nudos y
con forma de zig-zag, presentan espinas rectas (Lahitte y Hurrel, 1994). Su area de distri-
bucion es amplia, se le puede hallar en barrancas y superficies accidentadas, en suelos con
conglomerados de tosca, en médanos muertos, con suelo vegetal muy delgado y fragil, y
en espesos depdsitos de conchilla, de origen marino. La madera del tala es usada como
lefia y carbon. La regeneracion, en su area natural de dispersion, es por semillas, pero pre-
senta una alta mortalidad en el estadio de plantula (Arturi, 1997). No se ha encontrado en
la bibliografia datos de porcentajes de germinacion o de métodos alternativos de propaga-
cién vegetativa.

Erythrina crista-galli pertenece a la familia Leguminosas (Papilionoideas). Es un ar-
bol de 12 m de altura, el didmetro del tronco alcanza entre 0,50 a 0,80 m, su ramificacion
es irregular, y su aspecto es tortuoso, de corteza gruesa y rugosa. Su madera es blanda y
liviana, con un peso especifico de 0,280 kg/dm?, la que es utilizada para la fabricacion de
aparatos ortopédicos, armazon de monturas e instrumentos musicales (Dimitri, 1973).
Ademaés, con secado artificial, puede sustituir a la «madera balsa» obtenida de Ochroma
lagopus, debido a que tiene propiedades de buen aislante térmico y eléctrico, ademas es
utilizada para toda clase de aplicaciones que requieren flotacién en el agua. La importan-
cia ecoldgica de esta especie radica en que su presencia ejerce un papel importante como
agente estabilizador de suelos, en la formacion de islas en el Delta del Rio de la Plata
(Tortorelli, 1956). La flor del seibo es la flor nacional de Argentina y Uruguay. Su rege-
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neracion natural es por semillas. También puede propagarse vegetativamente por estaco-
nes lefiosos, recolectados en la etapa de reposo, a fines de invierno (Orfila, 1995).

Parkinsonia aculeata pertenece a la familia Leguminosas (Cesalpinoideas). Es un ar-
busto o arbol de 3 a 6 m de altura, alcanzando el tronco un didmetro de 0,30 m. Su corteza
es oscura y sus ramas jovenes, de color verde. La madera de esta especie es semidura y
semipesada, con un peso especifico entre 0,550-0,750 kg/dm?3 (Tinto, 1977). Crece natu-
ralmente en las proximidades de la ribera del Plata, sobre las barrancas de arroyos y en los
terrenos no inundables. Se la cultiva como ornamental y melifera (Novara, 1984). Su ma-
dera es utilizada para lefia, y la fibra para la industria textil y como pasta para papel
(Lahitte y Hurrel, 1994).Tiene aplicaciones en torneria, envases, cabos y paneles aglome-
rados (Tinto, 1977). Se multiplica por semillas y es capaz de producir brotes epirrizos
(Lahitte y Hurrel, 1994), no se registran datos de su capacidad para propagarse en forma
vegetativa.

Las cuatro especies antes descritas ocupan el area fitogeografica perteneciente al
Dominio Chaquefio, Provincia Pampeana. Se las encuentra en forma natural en las lla-
nuras del este de la Republica Argentina entre los 30° y 39° LS, en Uruguay y la mitad
austral del estado de Rio Grande do Sul, en Brasil (Cabrera y Zardini, 1978) (Fig. 1).

Forman parte de los ultimos bosques naturales que ain quedan en la provincia de
Buenos Aires y coinciden con la region de mayor concentracion industrial y urbana de la
Argentina. Dentro de la zona de estudio se encuentra una de las mas importantes destile-
rias de petrdleo (YPF) de Argentina, el polo petroquimico de Ensenada, y ademas existe
en los alrededores un cinturén de produccion intensiva de especies horticolas y floricolas.

Las ciudades de Berisso, Ensenada y La Plata son los asentamientos urbanos mas pro-
ximos, las que en conjunto alcanzan el millén de habitantes, y estan ubicadas en la costa
del Rio de La Plata. Esta importante concentracion industrial, el avance de la frontera
agricola y la urbanizacién, genera un alto riesgo ambiental. Esta situacién provoca que los
bosques de la provincia de Buenos Aires (talares) encuentren comprometida su existencia,
lo que genera un continuo retroceso del ecosistema forestal natural con la consiguiente
pérdida de la diversidad bioldgica.

Para proteger el ambiente y rehabilitar ecosistemas degradados se hace necesario con-
servar los recursos genéticos forestales de los talares de la Provincia de Buenos Aires. La
reforestacion con individuos adaptados a las diferentes calidades de sitio, de las especies
forestales nativas bajo estudio, se presenta como un aporte a la problematica planteada.
Para ello, se considera como alternativa la utilizacién de técnicas de micropropagacion
clonal in vitro, las que se caracterizan por la elevada tasa de multiplicacion, en un tiempo
relativamente corto y bajo condiciones controladas de laboratorio.

El objetivo de este trabajo es el ajuste de un protocolo para la micropropagacion
in vitro, via organogénesis adventicia de Acacia caven (espinillo), Celtis tala (tala),
Parkinsonia aculeata (cina-cina) y Erythrina crista-galli (seibo), a partir de material
juvenil.
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Fig. 1.—Area de distribucién en la Argentina.
a) Acacia caven, b) Celtis tala, c¢) Parkinsonia aculeata y d) Eythrina crista-galli
Distribution area in Argentine.
a) Acacia caven, b) Celtis tala, c) Parkinsonia aculeata y d) Eythrina crista-galli
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MATERIAL Y METODOS

Como fuente donante de los diferentes explantes, se seleccionaron plantas madres que
presentan buen estado sanitario, 6ptimo crecimiento y adaptabilidad a las particularidades
de la calidad de sitio. Estas plantas crecen naturalmente en los alrededores de la ciudad de
La Plata (34° 55’ LS; 57° 57° LW).

A través de diferentes comprobaciones, el Gnico resultado con reales posibilidades de
ser utilizado en las etapas subsiguientes fue la obtencion de explantes provenientes de co-
tiledones y secciones nodales de 1 a 1,5 cm de largo y 1 a 2 mm de diametro, de plantulas
obtenidas de semillas germinadas in vitro. Estas semillas se recolectaron durante el vera-
no del afio 1997, fueron desinfectadas con fungicida y bactericida y se almacenaron en
bolsas de papel a temperatura ambiente y en oscuridad.

Para la obtencion de plantulas in vitro, se procedio a la desinfeccion de las semillas
de las especies bajo estudio, la que se logré con hipoclorito de sodio comercial (8 g de
cloro activo por litro), a una concentracion del 50 % durante 1 h de inmersion. Luego, las
semillas fueron tratadas con peréxido de hidrogeno (5 v/v), durante 1 h; este procedimien-
to se realiza con el fin de romper la dormicién y, ademas, para favorecer la desinfeccion
del tegumento. La germinacion de las simientes in vitro comenzé a los 15 dias de sembra-
das en el medio de cultivo. A los 30 dias se separaron los cotiledones de las plantulas, se
elimind el sistema radicular y las hojas, de la parte aérea se separaron las secciones noda-
les que, con los cotiledones, constituyen los explantes utilizados para inducir el proceso
de organogénesis adventicia.

Los medios de cultivo basales ensayados fueron:

* MS- Murashige-Skoog (1962)

BTM- Broadleaved Tree Medium (Chalupa, 1983)
WPM- Woody Plant Medium (Lloyd y Mc Cown, 1980)
CH- Cheng (1977)

CD- Campbell y Durzan (1976)

Estos medios fueron probados a diferentes concentraciones de macronutrientes, mi-
cronutrientes y vitaminas, como fuente de carbono se utilizé sacarosa de 1 a 3 %. El
agente gelificante empleado fue el Difco Bacto-agar en un rango de 0,6 a 0,7 %, el pH
fue ajustado entre 5,8 a 6,2. Se esterilizaron en autoclave durante 20 min a 1 atmosfera
de presion y 120 °C de temperatura. Los envases utilizados para todos los ensayos fue-
ron frascos de 350 ml, conteniendo 50 ml de medio, cada uno, y de acuerdo al tipo de
respuesta buscada, los medios fueron adicionados con diferentes reguladores de creci-
miento, en las concentraciones y combinaciones expuestas en la Tabla 1. Los cultivos se
mantuvieron bajo condiciones ambientales controladas en cdAmara climatizada, con una
temperatura de 21 °C +/- 2 °C, una irradiancia de 60 pmoles m=2 s~* y un fotoperiodo de
16 h de luz.

Cotiledones y secciones nodales de Acacia caven fueron sembrados en el medio
de cultivo BTM completo. Para provocar la organogénesis adventicia, el medio basal
fue adicionado con reguladores de crecimiento; para esta especie se utilizé IBA en
concentraciones de 0,49 y 1,22 uM y BA en una gradacién de 0,44; 1,10 y 2,22 uM,
solos o combinados.

Los explantes de Celtis tala fueron sembrados en los medios de cultivo de CD vy
Cheng, suplementados con IBA a 4,90; 9,80 y 14,70 uM; KIN a 2,32 y 4,65 uM; GA; a

Invest. Agr.: Sist. Recur. For. Vol. 9 (1), 2000
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TABLA 1

REGULADORES DE CRECIMIENTO USADOS
Used plant growth regulators

PGR Concentracion
Auxinas
acido indol butirico (IBA) 0,05 uM a 14,70 uM
acido naftalenacético (NAA) 0,05 uM a 16,10 uM
Citocininas
6-bencil aminopurina (BA) 0,32 uM a 12,93 uM
cinetina (KIN) 4,65 uM a 13,93 uM
Giberelinas
acido giberélico (GAy) 14,43 uM

14,43 uM y BA 2,22 y 4,44 uM, solos o combinados. A los 30 dias de cultivo, en las con-
diciones antes mencionadas, se observa la aparicion de los callos, que luego son subculti-
vados a un medio fresco para que continle su crecimiento. Una vez obtenido un callo de
aproximadamente 2 cm de didmetro, éste es cultivado al mismo medio, pero esta vez adi-
cionado con 17,76 uM de BA, sin auxinas y 14,43 UM de GA,, para inducir la diferencia-
cion de brotes mdaltiples.

Los explantes de Erythrina crista-galli fueron cultivados en diferentes medios de cul-
tivo para inducir la organogénesis adventicia, con el agregado de BA a 0,44; 2,22; 4,44;
6,66 y 8,87 UM, NAA a 0,54y 2,69 uM e IBA a 0,49 y 2,46 UM, solos o combinados.

Para Parkinsonia aculeata, el medio de cultivo ensayado fue el BTM, adicionado con
NAA a 0,05 uM y se utilizaron, en forma comparativa, dos citocininas, las que fueron agrega-
das al medio, en diferentes concentraciones, BA a 4,44y 8,87 uM y KIN a 4,65 y 9,29 uM.

Las plantas completas, de las distintas especies obtenidas in vitro, fueron repicadas a
frascos conteniendo sustrato estéril formado por una mezcla de partes iguales de perlita y
vermiculita, manteniéndose tapados con resinite por 30 dias. Periédicamente se regaron
con solucioén nutritiva y se trataron con fungicida. La aclimatacion de las plantas se logro
retirando el resinite en forma paulatina, y las plantas se trasplantaron a contenedores de
plastico con sustrato inerte y se colocaron en condiciones de invernadero, con riego por
neblina y temperatura controlada.

Para las cuatro especies en estudio se utiliz6 un disefio experimental conformado por
tres repeticiones con 25 explantes cada una.

RESULTADOS

Se determin6 que la region de insercion de los cotiledones, obtenida de plantulas de
semillas germinadas in vitro, es el mejor explante con posibilidades reales para inducir la
organogeénesis adventicia en Acacia caven, Parkinsonia aculeata y Erythrina crista-galli.

En estas tres especies se obtuvieron callos, proliferacion y elongacién de yemas, y en-
raizamiento, en los explantes cultivados en el medio basal de Broadleaved Tree Medium
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(BTM) (Chalupa, 1983), adicionado con 3 % de sacarosa. Cada una de estas especies ma-
nifestd una respuesta diferencial al agregado de reguladores de crecimiento, en distintas
concentraciones y combinaciones.

Se obtuvieron callos organogénicos en secciones nodales de brotes juveniles de arbol
adulto de Celtis tala, sembrados en los medios basales de Campbell y Durzan (1976) y
Cheng (1977), con la adicién de 4,44 uM de BA 'y 14,70 uM de IBA (Foto 1).

En Acacia caven, a los 30 dias de iniciado el cultivo, se observé la formacion de tejido
indiferenciado de color blanco-amarronado y 10 dias mas tarde, a partir de este callo, la apari-
cion de brotes y de raices cortas (Tabla 2, Foto 2). Estos callos organogénicos cultivados en
medio fresco de BTM, sin el agregado de reguladores de crecimiento y con la adicién de 9 %
y 10 % de sacarosa, diferenciaron un mayor nimero de raices y més largas (Tabla 3, Foto 3).

Las plantas asi obtenidas fueron rusticadas en condiciones de invernadero.

En el medio de cultivo Broadleaved Tree Medium (BTM) (Chalupa, 1983), adicionado
con 9,29 uM de KIN, los explantes de Parkinsonia aculeata diferenciaron brotes y raices

TABLA 2

RESPUESTA DE Acacia caven A DIFERENTES REGULADORES DE
CRECIMIENTO

Acacia caven response to different growth regulators

BA

Testigo 0,44 uM 1,10 pM 2,22 uM
IBA 4 H H H
Testigo C C+R+B C+R+B C+R+B
0,49 pM C C C+R+B C+R+B
1,22 pM C C C C+R+B

C: callo, R: raiz, B: brotes.
TABLA 3

RESPUESTA DE Acacia caven
A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE SACAROSA

Acacia caven response to differents sucrose concentrations

Concentracion de Sacarosa Longitud de las raices Nii 7
umero de raices

(€] (cm)

30 0,5-1,0 3
40 0,5-1,0 3
50 1,0-15 5
60 1,0-15 5
70 1,5-2,0 5
80 2,0-3,0 6
90 3,0-4,0 7
100 4,0-7,0 6
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Foto 1.-Seccion nodal de Celtis tala, donde Foto 2.—Acacia caven en condiciones
se observa la formacion de callo y de ser rusticada
una yema elongada Acacia caven ready for further aclimatation

Callus formation and shoot growth on stem
explant of Celtis tala

LULI T W I-lHll:q'l_l'

Foto 3.-Influencia de la sacarosa en la elongacion de raices de Acacia caven
Effect of sucrose concentration on root elongation of Acacia caven
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(Foto 4). En cada cotileddn o seccion nodal se observo la aparicion de ocho brotes y la forma-
cion de un sistema radicular compuesto por cuatro a cinco raices primarias de 20 cm de largo
y hasta 24 raices secundarias de 8 cm de largo (Foto 5). Con el agregado de 8,87 uM de BA
en reemplazo de KIN se obtuvieron plantas completas, pero con un sistema radicular defi-
ciente, menor ndmero de raices y menor longitud, lo que provoco la muerte de los plantines
en la etapa de rusticacion.

En el resto de los tratamientos ensayados se observé un elevado porcentaje de oxidacion
y la formacion de callos pequefios y de crecimiento limitado en la base de los explantes, sin
formacion de brotes y raices.

La utilizacién de medios de cultivo a concentracion completa de todos sus componen-
tes inorganicos provoca en los explantes de Erythrina crista-galli una excrecion de com-
puestos fendlicos (oxidacién), los que disminuyen en forma sustancial la expresién del
material vegetal en condiciones de in vitro. Para favorecer los procesos de diferenciacion,
se ensayaron distintos medios de cultivo y en diferentes concentraciones de macro y mi-
cronutrientes (Fig. 2).

Observando estos resultados se opt6é por trabajar con el medio de cultivo basal de
BTM a la cuarta parte de su concentracion, teniendo en cuenta que de esta forma se redu-
ce notablemente el porcentaje de explantes oxidados y el crecimiento es 6ptimo.

La formacion de raices se produce en presencia de auxinas e incluso sin ellas, des-
pués de 8 a 10 dias de subcultivo (Foto 6). Con IBA se forma callo en todas las concen-
traciones ensayadas, mientras que con NAA esto sucede solamente en altas concentra-
ciones.

Foto 4.—Seccién nodal de Parkinsonia Foto 5.—Planta completa de
aculeata, donde se observa la formacion de Parkinsonia aculeata
callo y la proliferacién de brotes Regenerated plant of Parkinsonia aculeata

Callus formation and proliferation of multiple
shoots on stem explant of Parkinsonia aculeata

Invest. Agr.: Sist. Recur. For. Vol. 9 (1), 2000
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100

80 +
60
40

Fig. 2.—Porcentaje de oxidacion en diferentes medios ensayados
Percentages of oxidation on different medium tested

% de oxidacion

MS 100%
MS 50%
MS 25%

BTM 100%
BTM 50%
BTM 25%

WPM 100%
WPM 50%
WPM 25%

El nimero y longitud de raices, después de 30 dias de cultivo, se observa en la Tabla 4.

De esta Tabla se deduce que hay mayor nimero y longitud de raices por explante en
los tratamientos con NAA, s6lo o combinado con bajas concentraciones de BA, logrando-
se un 65 % de supervivencia de las plantas obtenidas (Foto 7).

TABLA 4

RIZOGENESIS DE Erythrina crista-galli CON DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE REGULADORES DE CRECIMIENTO

Rhizogenesis of Erythrina crista-galli with different concentrations of growth regulators

Reguladores de crecimento Promedio long. de raices Promedio n.° de raices/
(M) (mm) explane
0 36 2
IBA (0,49) 38 3
IBA (2,46) 35 3
IBA(0,49) + BA (0,44) 32 3
IBA(0,49) + BA (2,22) 30 3
IBA(2,46) + BA (0,44) 38 4
IBA(2,46) + BA (2,22) 32 4
BA (0,44) 30 2
NAA (0,54) 46 4
NAA (2,69) 54 6
NAA(0,54) + BA(0,44) 42 5
NAA(0,54) + BA(2,22) 51 6
NAA(2,69) + BA(0,44) 45 6
NAA(2,69) + BA(2,22) 48 5
NAA(2,69) + BA(4,44) 43 4
NAA(2,69) + BA(6,66) 44 4
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Foto 6.—Erythrina crista-galli en
condiciones de ser rusticada
Erythrina crista-galli ready for further aclimatation *

Foto 7.—Planta completa de Erythrina
crista-galli
Regenerated plant of Erythrina crista-galli

Invest. Agr.: Sist. Recur. For. Vol. 9 (1), 2000
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CONCLUSIONES

De los ensayos expuestos en el apartado anterior, se puede inferir que la micropropa-
gacion de las especies en estudio es posible si se utilizan explantes juveniles como cotile-
dones y secciones nodales de plantulas. Los explantes provenientes de arboles adultos
presentaron una alta oxidacion que desencadend la muerte del material vegetal. Por este
motivo es necesario continuar los ensayos con el objeto de ajustar las técnicas de rejuve-
nilizacion que permitan propagar individuos adultos con caracteristicas deseables.

De los medios basales ensayados, el Broadleaved Tree Medium (Chalupa, 1983) re-
sultd éptimo para Acacia caven, Parkinsonia aculeata 'y Erythrina crista-galli y as res-
puestas obtenidas dependieron de la adicién de reguladores de crecimiento en distintas
combinaciones y concentraciones.

No hay antecedentes del uso de biotécnicas en las especies nativas en estudio, por
este motivo creemos que este trabajo puede ser un precedente, teniendo en cuenta que la
micropropagacion de especies forestales permite contar con un gran ndmero de individuos
de caracteristicas deseables. Esto hace posible la utilizacién de los mismos en planes de
reforestacion de ecosistemas degradados, para lo cual se trabaja con material proveniente
de poblaciones multiclonales, sin comprometer la base genética y sin reducir la ganancia
obtenida de los individuos seleccionados.

Ajustando las técnicas de micropropagacion de estas especies se contribuye a la con-
servacion de los recursos genéticos forestales, mediante la instalacién de bancos de ger-
moplasma, los que albergan una amplia gama de material genético, brindando oportunida-
des Optimas para estudios cientificos y de investigacion. Esto adquiere una gran importan-
cia si consideramos que el habitat natural de estas especies se ve comprometido por la
creciente concentracion industrial, el constante avance de la frontera agricola y la urbani-
zacion.

SUMMARY

Biotechniques used in native forest species

The «talares» are a native wooded community of Buenos Aires province (Argentine). They are be coming
extined due to the agricultural frontier expansion, the urbanization and seed regeneration problems. The most
important forest species that constitute them are: Celtis tala Gill. ex Planch. (tala), Acacia caven (Mol.) Mol.
(espinillo), Parkinsonia aculeata L. (cina-cina) and Erythrina crista-galli L. (seibo). The aim of this work is the
adjustment of a protocol for the micropropagation in vitro, through the adventitious organogenesis from the
young material of this native forest species. As explant it was used sections of seedling obtained from seeds ger-
minated in vitro, wich were prepared and desinfected for his cultivation. The basal medium more appropiated
was the Broadleaved Tree Medium (BTM) (Chalupa, 1983), complemented with different growth regulators. It
was obtained calli, roots and buds. Whole plants regenerated are in the aclimated stage.

KEY WORDS: Acacia caven
Celtis tala
Parkinsonia aculeata
Erythrina crista-galli
Micropropagation
Germplasm conservation
In vitro culture
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