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Resumen

La ‘Marcela’ (Achyrocline flaccida) es una planta nativa de Uruguay, sur de Brasil, Argentina y Paraguay, frecuente
en arenales y sierras. Su interés productivo radica en el elevado contenido de quercetina que presenta, con importan-
tes propiedades antioxidantes y citoprotectoras. Con el fin de incrementar la escala de propagacion de esta especie,
se evalu6 su multiplicacion en medio de cultivo liquido empleando biorreactoreses. Los biorreactoreses constituyen
un sistema de micropropagacion de plantas rapido y eficiente, evitando la manipulacién intensiva y disminuyendo
costos. La hiperhidricidad representa la principal limitante de estos sistemas. Los tejidos sumergidos sufren cambios
que afectan la anatomia y fisiologia de las plantas obtenidas y por lo tanto su sobrevivencia. El objetivo de este
trabajo fue optimizar un sistema de produccion de microplantas de A. flaccida, en biorreactoreses para incrementar
la escala de produccion. Se evaluo el efecto del floroglucinol por su accién antivitrificante como promotor de la
biosintesis de lignina, confirmandose mediante cortes histoldgicos de las plantas obtenidas. En todos los tratamien-
tos realizados se logr6é una mayor tasa de multiplicacion que cuando se emplearon medios sélidos, obteniéndose un
maximo de 11 microestacas por yema en dos meses. Los porcentajes de enraizamiento y sobrevivencia ex vitro de las
microestacas fueron cercanos al 100 %. Estos resultados permiten lograr una reduccion efectiva de costos, ya que se
requiere menos mano de obra y disminuyen los costos de insumos.

Con este trabajo se ajustd un sistema de propagacion eficiente que contribuird a incrementar el stock de plantas
disponibles, de buena calidad.
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Summary

Micropropagation of Achyrocline flaccida (Weinm.) DC. in liquid
culture media

Achyrocline flaccida, known by the popular name of ‘Marcela’, is a plant native from Uruguay, south of Brazil,
Argentina and Paraguay, frequently found in sandy and stony ground. Its productive interest lies in Marcela’s content
of high levels of quercetin, a flavonoid with important antioxidant and cytoprotective properties. In order to increase
the propagation scale of the species, the multiplication in liquid medium employing bioreactors was evaluated.
Bioreactors represent an efficient plant micropropagation system, avoiding intensive manipulation and reducing
costs. Hyperhydricity represents the main limitation of the system. Submerged tissues suffer stress, and the plants
obtained show different anatomical and physiological anomalies that may affect their survival ex vitro. Our objective
was to optimize a system for the production of A. flaccida microplants in bioreactors, which could allow the scaling
up of production. The effect of phloroglucinol to prevent hyperhydricity promoting lignin biosynthesis was assessed,
and confirmed with light microscopy.
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For all treatments multiplication rate was higher than that employing solid medium, with a maximum of 11 micro
cuttings per bud in two months. Rooting and survival ex vitro was close to 100 %. These results represent an effective
reduction of costs as less manual labor and media components are required. An efficient system has been developed
which will contribute to increase the stock of good quality plant material available.

Key words: bioreactors, hyperhydricity, in vitro culture, phloroglucinol

Introduccion

La ‘Marcela’ es una planta nativa del Uruguay, sur
de Brasil, Argentina y Paraguay, frecuente en arenales,
cerros, sierras y campos de nuestro pais. Popularmente
se utiliza como estomacal, digestiva y antiespasmoddica
entre otras aplicaciones (Davies, 2004). Mediante estu-
dios farmacologicos se constatd la presencia de
Quercetina en flores, hojas y tallos de esta especie, y su
accion en la reversion o disminucion de lesiones cere-
brales. La quercetina es un flavonoide ampliamente dis-
tribuido en el reino vegetal. Entre sus principales virtu-
des se destaca la actividad antioxidante debido a su po-
der removedor sobre los radicales libres, ejerciendo un
papel citoprotector en situaciones de peligro de dafo
celular. Asimismo se ha demostrado que la quercetina
disminuye la incidencia de infarto de miocardio y de
derrames cerebrales en personas de tercera edad. Pre-
senta accion antiinflamatoria, antitumoral y es un po-
tente agente antiviral entre otros efectos (Arredondo et
al., 2004).

Como todos los metabolitos secundarios sintetizados
por plantas se trata de moléculas producidas en muy baja
cantidad, lograndose muy bajos rendimientos de extrac-
cion. Por esta razon, se han hecho importantes esfuer-
zos de produccion por plantas in vitro o cultivos celula-
res, en los cuales se pueden manipular las condiciones
de crecimiento y estimular asi la sintesis de metabolitos
especificos (Villamil y Bonnecarrére, 2005).

La propagacion por semillas en este género es un
método practico para obtener una buena poblacidon de
plantines para instalar un cultivo (Davies, 2004). Sin
embargo, es necesario disponer de un sistema de propa-
gacioén que permita clonar eficientemente posibles
quimiotipos seleccionados y caracterizados por una
mayor produccion de antioxidantes, que surjan de los
estudios farmacologicos que se realizan. Asimismo, con
el fin de contar con suficiente materia prima para el es-
tudio de las propiedades de la quercetina, obtenida a
partir de los extractos vegetales, es necesario disponer
de un sistema de propagacidon que asegure la produc-
cion de plantas a gran escala y en tiempos razonables.

El medio liquido representa una alternativa ideal para
reducir los costos de produccién de plantulas
micropropagadas al mismo tiempo que posibilita la
automatizacion del proceso (Ziv, 2002). Entre otras ven-
tajas, los sistemas de cultivo liquidos proporcionan con-
diciones de cultivo uniformes, el medio puede ser reno-
vado facilmente sin necesidad de cambiar de recipien-
te, la limpieza del recipiente luego de un periodo de
cultivo es mas facil y se reducen los subcultivos
(Adelberg, 2004). Su uso a menudo resulta en mayores
tasas de crecimiento en relacion con el medio semisolido.
Esto se debe a que una mayor superficie del explanto
estd en contacto con el medio, y cuando es aireado o
agitado se reducen los gradientes de difusion entre éste
y el explanto (Etienne y Berthouly, 2002). Estos dos
factores combinados permiten una toma de nutrientes y
reguladores de crecimiento mas eficiente, de modo que
en algunas especies es posible emplear medios de culti-
vo desprovistos de reguladores. Al mismo tiempo, los
metabolitos toxicos que pueden acumularse en la proxi-
midad de los tejidos, son eficientemente dispersados
(George, 1993).

La automatizacion de la micropropagacion utilizan-
do biorreactoreses ha sido citada por varios autores
como una alternativa para reducir costos. La aplicacion
de biorreactoreses para la produccion de plantulas fue
citada por primera vez por Takayama (1981) para la pro-
pagacion de plantas del género Begonia. Desde enton-
ces, se han utilizado con éxito para el cultivo de nume-
rosas especies y tipos de explanto (bulbos,
microtubérculos, embriones somdticos y brotes) (Paek
y Hahn, 2002). Ventajas adicionales del empleo de
biorreactoreses para la micropropagacion de plantas son
el aumento de la tasa de multiplicacioén permitiendo la
produccion de gran numero de plantas en poco tiempo,
la facilidad de escalado, obtencién de mayor biomasa
consecuencia del estimulo de la tasa de crecimiento
motivado por la aireacion forzada (Curtis, 2005) y la
pérdida de la dominancia apical por estar los explantos
en movimiento dentro del biorreactor, lo que estimula
el crecimiento de numerosas yemas que se desarrollan
en propagulos (Takayama, 2002).
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La principal limitante del sistema de cultivo en
biorreactoreses utilizando medio liquido es el fenome-
no de hiperhidricidad o vitrificacion, que se manifiesta
como una malformacion de hojas y tallos que presentan
aspecto vitreo debido a la inmersion temporal o conti-
nua en el medio (Ziv, 2002). Entre las principales mal-
formaciones se cita cierre estomatico dificultado, anor-
malidades en tejidos vasculares y epidérmicos, afeccion
de fotosintesis, lo que resulta en plantas que no se adap-
tan al trasplante ex vitro. La misma puede ser evitada o
reducida mediante diversas medidas en funcion del sis-
tema de cultivo empleado. La hiperhidricidad, entre
otros trastornos, reduce la sintesis de lignina, pero este
proceso puede ser reactivado agregando al medio de
cultivo floricidina o alguno de sus precursores
(floroglucinol y acido p-cumarico), que tienen el efecto
de incrementar la actividad de enzimas implicadas en la
biosintesis de lignina (George, 1993a; Ziv, 1991).

El objetivo de este trabajo fue optimizar un sistema
de produccion de plantas de ‘Marcela’, micropropagadas
en medio liquido utilizando biorreactoreses, para incre-
mentar la biomasa disponible para la extraccion de
flavonoides y realizacion de andlisis posteriores. Asi-
mismo, se evaluo el efecto del floroglucinol en el pro-
ceso de lignificacion como forma de evitar la ocurren-
cia de hiperhidricidad en los cultivos. Por primera vez
se utiliza un biorreactor para micropropagar esta espe-
cie. La eleccion del sistema de inmersion permanente
empleado se hizo con el objetivo de no encarecer el pro-
ceso, utilizando materiales disponibles en el laborato-
rio para su construccion.

Materiales y métodos

Material vegetal

Los materiales de ‘Marcela’ empleados para la insta-
lacion de los ensayos corresponden a la especie
Achyrocline flaccida, cultivados en la estacion experi-
mental Las Brujas (INIA), en el marco del proyecto
interinstitucional COTEPA (Centro de Orientacion Téc-
nicay Economica de las Plantas Aromaticas). Estos ma-
teriales se encontraban creciendo en condiciones in vitro
en medio de cultivo semisélido, de la misma composi-
cion que el empleado en los biorreactoreses pero con
adicion de agar (7 g 17).

Se utilizaron 10 explantes por biorreactor; cada
explanto consistid de un segmento nodal con tres a cua-
tro yemas axilares.

Medio de cultivo

El medio de cultivo empleado en la etapa de multi-
plicacién fue MS (Murashige y Skoog, 1962) , comple-
mentado con myo-inositol glicina (100 mg ') y sacaro-
sa (20 g I'"). El pH del medio fue ajustado en 5,50 uni-
dades antes del autoclavado. Se evaluaron dos volume-
nes de medio de cultivo: 0,50 y 1,00 litro. Asimismo se
evaluo el efecto de adicionar floroglucinol (40 mg 1)
en el medio de cultivo.

Biorreactoreses

Los biorreactoreses de inmersion permanente emplea-
dos fueron construidos con Erlenmeyer de 2,00 litros,
cerrados con tapones de goma con dos puertos para per-
mitir la conexion de entrada y salida de aire filtrado es-
téril. La difusion de aire en el liquido se realizdo me-
diante un sistema de tipo piedra porosa. Se empled un
sistema de aireacion (bomba de aire) clasico utilizado
en acuarios y peceras, el cual proporciona un caudal de
aire de 2.000 ml min"' y no presenta fluctuaciones a lo
largo del tiempo. La figura 1 muestra los biorreactoreses
empleados en los ensayos.

Los biorreactoreses fueron incubados durante 60 dias
en camara de crecimiento con las siguientes condicio-
nes: 20 °C +/- 2 °C de temperatura, fotoperiodo de 16
horas de luz, suministrada por tubos de luz fria con una
intensidad de 30 umol m? s y 8 horas continuas de
oscuridad.

Figura 1. Bioreactor permanente em-
pleado en los ensayos. Consta de
Erlenmeyer, bomba y filtros.
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En todos los ensayos realizados se registro semanal-
mente el pH del medio de cultivo, con peachimetro
modelo TOA Electronics HM-30S. Para la determina-
cion de pH se extrajo un volumen constante de 3 ml con
pipeta estéril en camara de flujo laminar, el cual fue
descartado luego de la determinacion.

Enraizamiento

Para el enraizamiento ex vitro de las microestacas
obtenidas, de 2 cm de longitud o mas, se empled un
sustrato compuesto por una mezcla de tierra, turba y
perlita en partes iguales. Se utilizaron bandejas plasti-
cas con tapa, que fueron colocadas en camara de creci-
miento con las mismas condiciones de luz y temperatu-
ra sefialadas anteriormente. Las bandejas permanecie-
ron cerradas durante quince dias, y luego se fueron
abriendo gradualmente, incrementando la duracién a
partir de una hora diaria hasta la completa eliminacion
de la tapa.

Cortes histoldgicos

Se realizaron cortes transversales con microtomo de
mano de los tallos que presentaban un diametro prome-
dio de 4 mm, provenientes de los biorreactoreses y de
cultivo en medio semisolido que fueron usados como
control. Para teflir diferencialmente la lignina de la ce-
lulosa y de la hemicelulosa se us6 Azul de Toluidina
(O’Brien et al., 1964).

Se tomaron fotografias de los tejidos luego de la
tincién, y se considerd la intensidad de la coloracion
como indicadora de presencia de lignina (coloracion azul
intensa en tejidos lignificados).

Analisis estadistico

Los parametros evaluados en el ensayo de multipli-
cacion fueron la tasa de multiplicacion (niimero de bro-
tes obtenidos por yema) y el tamafio de la yema (mm).

En el ensayo de enraizamiento se contaron el nimero
de explantos que emitieron raiz, y se calcul6 el porcen-
taje de enraizamiento.

El namero de repeticiones fue tres para todos los ex-
perimentos.

El analisis de los datos se realiz6 con el programa
Statistica®. Las variables evaluadas fueron analizadas
mediante analisis de varianza (ANOVA) y para la com-
paracion de medias se calculo el valor de la minima di-
ferencia significativa (MDS) a un nivel de significacion
de 0,05.

AGROCIENCIA

Resultados y discusion

En todas las condiciones evaluadas se obtuvo multi-
plicacion de los explantos, con tasas que variaron entre
6 y 11 brotes/yema como se muestra en la figura 2. Es-
tas tasas de multiplicacion son significativamente ma-
yores a las que se obtienen en nuestro laboratorio en
medio semisélido, de entre tres y cuatro brotes por yema.

14
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HH

Tasa multiplicacién

1,0 litro 0,5 litro

Volumen de medio

‘ @ Phloroglucinol 40 mg/L O Phloroglucinol 0 mg/L ‘

Figura 2. Promedio de tasas de multiplicacion (brotes/
yema) de ‘Marcela’ para dos volimenes de medio de
cultivo, con y sin floroglucinol. Barras verticales de
error corresponden a los desvios estandar.

Respecto al volumen de medio empleado, las mayo-
res tasas de multiplicacion se obtuvieron en 1 litro, in-
dependientemente de la presencia de floroglucinol en
el medio (figura 2). Los explantos proliferaron rapida-
mente emergiendo sobre la superficie del medio, in-
cluso antes de que se cumpliera un mes de cultivo.

En los tratamientos de medio litro se observaron
explantos oxidados y vitrificados (figura 3).

Figura 3. xplantos con sintomas de oxidacién
e hiperhidricidad.
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vios importantes las condiciones dejan de ser
favorables para el crecimiento y diferencia-
cion de los tejidos (Nesius y Fletcher, 1973).
Este aspecto adquiere particular relevancia en
este ensayo con medio liquido, ya que los cul-
tivos permanecen en el mismo medio (sin
subcultivos) durante periodos de tiempo mas
prolongados que los habitualmente empleados
cuando se trabaja con medio semi-sélido.
Los porcentajes de enraizamiento obteni-
dos fueron cercanos al 100 %, estadisticamen-
te no diferentes al porcentaje de enraizamien-
to de material proveniente de medio semisoli-
do de multiplicacion. Los resultados de este
ensayo se muestran en la figura 6. La ‘Marce-
la’ habitualmente no presenta dificultades de
enraizamiento, observandose raices incluso en
el medio de multiplicacion. Por este motivo
no se considerd necesario evaluar el efecto de
la auxina en el medio de enraizamiento, pero

Figura 4. Efecto del floroglucinol en la multiplicacion de  siconstatar que los explantos provenientes de
‘Marcela’: A) Instalacion, dia 0, B) Con 40 mg I'' floroglucinol  los ensayos no vieran disminuida su capaci-
(izquierda) y sin floroglucinol (derecha) a los 30 dias, C) Sin  dad de enraizar ex vitro, lo cual fue compro-
floroglucinol a los 60 dias, D) Con 40 mg 1! floroglucinol a los 60  bado mediante este ensayo.

dias.

Las tasas de multiplicacion fueron mayores cuando
se adicion6 40 mg 1" de floroglucinol al medio de culti-
vo. Sin embargo, las diferencias no fueron significati-
vas en el menor volumen, confirmando que la aireacion
es el primer factor determinante del comportamiento de
las distintas especies y en particular de la aparicion de
trastornos por hiperhidricidad (figura 4). Segun Saher
et al. (2005), el estrés oxidativo generado por las con-
diciones de hipoxia es el principal factor de estrés que
afecta el metabolismo de las plantas hiperhidricas.

El pH mostré un comportamiento similar en todos
los tratamientos, con un descenso inicial, estabilizandose
en valores cercanos a 4,00 al fin de los ensayos (figura
5). Los valores de pH de los diferentes tratamientos no
mostraron diferencias estadisticas. En ningun caso se
observo un efecto negativo del descenso de pH que fue
de aproximadamente 1,50 unidades en el primer mes de
duracion del ensayo, antes de estabilizarse. Es frecuen-
te que el pH de los medios que contienen iones amonio
y nitrato disminuya en las etapas iniciales de cultivo,
estabilizandose o incluso incrementandose nuevamente
hasta alcanzar un nuevo equilibrio (Klein y Manos,
1960). La naturaleza de las variaciones de pH difiere
segun la especie cultivada (Howard y Marks, 1987) y
es importante monitorearlo, ya que si se producen des-

Los cortes histologicos tefiidos con Azul de
Toluidina mostraron que las microestacas pro-
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Figura 5. Variacion del pH luego de iniciada la inmer-
sion y durante todo el proceso de evaluacion. Prome-
dio de tratamientos, las barras verticales de error co-
rresponden a los desvios estandar en cada momento de
muestreo.
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Figura 6. Ensayo de enraizamiento: A) Explantos aptos para en-
raizar; B) Instalacion del ensayo; C) Evaluacion a los 20 dias; D)

Microestaca enraizada.

venientes de los tratamientos sin floroglucinol tenian un
mayor didmetro de médula y menor proporcion de xile-
ma primario. Los cortes correspondientes a los trata-
mientos con 40 mg.1"! de floroglucinol mostraron mayor
desarrollo del xilema, asociado a una mayor lignifica-
cion y menor didmetro de médula (figura 7). Estos re-
sultados permiten reforzar la hipotesis de que el floro-
glucinol actiia previniendo la ocurrencia de hipolignifi-
cacion caracteristica de brotes hiperhidricos proporcio-
nando precursores que habitualmente en tejidos vitrifi-
cados no se sintetizan o lo hacen en muy bajas concen-
traciones. La hipolignificacion ha sido atribuida a nive-
les inferiores de fenoles y a la inadecuada actividad de
las enzima hidroxi-cinamin CoA- ligasa y fenilalanina-
amonio-liasa (Ziv, 1991). Paralelamente la adicion de

Figura 7. Cortes histologicos. A) Sin floroglucinol; B)
40 mg.I"!' floroglucinol.
m: médula; x: xilema
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floroglucinol contribuy6 a incrementar la tasa
de multiplicacion de la especie como se men-
ciono anteriormente.

Conclusiones

Este trabajo constituye el primer estudio so-
bre la aplicacion practica del cultivo de tejidos
vegetales en medio liquido para esta especie.

Mediante el empleo de biorreactoreses se lo-
gré incrementar la tasa de multiplicacion res-
pecto al sistema convencional utilizado, pasan-
do de 4 a 11 brotes por yema. Esto significa que
se puede triplicar el nimero de plantas obteni-
do en la mitad de tiempo y sin necesidad de
subcultivos en la etapa de multiplicacion. Seria
adecuado evaluar el contenido de quercetina de
las plantas obtenidas, ya que la masificacion
derivada del empleo de biorreactoreses puede
generar variabilidad en la respuesta de creci-
miento.

Estos resultados permitiran lograr una reduc-
cion efectiva de costos del proceso de
micropropagacion en la etapa de multiplicacion, donde
la mano de obra representa el mayor componente de
esos costos. A esto se suma la reduccion de costos de
insumos, ya que el agar representa el componente mas
caro del medio de cultivo s6lido, tampoco fue nece-
saria la utilizacion de reguladores de crecimiento en
ninguna etapa del proceso, asi como menores gastos
operativos al reducirse considerablemente los tiem-
pos necesarios para la obtencion de plantas.

El empleo de floroglucinol como precursor de la
biosintesis de lignina fue el tratamiento que propor-
cionod un mejor control de la vitrificacion y al mismo
tiempo la mejor tasa de multiplicacion, asociado a una
mejor calidad de las microestacas obtenidas. Los cor-
tes histologicos y posterior tincidn mostraron un ma-
yor desarrollo de los tejidos lignificados en estos
explantos. En este sentido, el modelo experimental
utilizado permitiria continuar la investigacion reali-
zando determinaciéon de lignina, o de alguna de las
enzimas involucradas en su biosintesis para confir-
mar la hipotesis planteada.

Los porcentajes de enraizamiento y sobrevivencia
ex vitro fueron buenos, lo cual permite afirmar que se
desarroll6 un sistema de multiplicacion eficiente, que
contribuira a incrementar el stock de plantas disponi-
bles de esta especie, con plantas de buena calidad y a
un menor costo.
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