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RESUMEN

Noguera Serrano, S. P.; Zaragoza Puchol, J.
D; Feresinn G. E. Estudio para la
propagacion  (agamica 'y sexual) de
Rhodophiala mendocina (Phil) Ravenna.
Horticultura Argentina 36 (91): 6 - 18.

Propagar especies nativas con  fines
ornamentales o medicinales es un desafio
interesante.  La  especie  Rhodophiala
mendocina no es muy abundante en su
habitat, posee flores de interés ornamental
que aparecen tras las lluvias. Ademés, fue
informado que el bulbo posee cierta
concentracion de galantamina, un alcaloide
que fue aprobado por la FDA para el
tratamiento paliativo de la enfermedad de
Alzheimer. EIl objetivo fue estudiar técnicas
para propagar por la via agamica y/o sexual
a R. mendocina aplicando diferentes
tratamientos. Para ello, se colectaron
semillas de poblaciones naturales que fueron
desinfectadas  (etanol 70%), lavadas y
colocadas sobre papel en camara de
germinacién. El porcentaje de semillas a
germinar se establecid6 mediante un disefio

completamente aleatorio con  cuatro
repeticiones por tratamiento térmico (de 35 a
25°C, 30 a 20°C, 25 a 15°C y 20 a 10°C;
fotoperiodo de 16h). Los resultados
obtenidos mostraron que las semillas de R.
mendocina alcanzaron el mayor porcentaje
de germinacion (50%) en el tratamiento 25 a
15°C, para el resto de los tratamientos el %G
fue significativamente  inferior. Por otra
parte, en la propagacion agamica con los
bulbos, se realizaron tres tratamientos (1)
testigo: bulbo completo, (2) cuartos: gajos y
(3) escamas gemelas. Se eliminaron las
catéfilas externas, se desinfectaron (etanol y
70% y Captan 1gI™), previo lavado con agua
destilada, se colocaron en recipientes con
sustrato, y mantuvieron en camara de cultivo
con un fotoperiodo 16 h luz25 °C y 8 h
oscuridad/ 20°C. La mayor multiplicacion se
presentd en el tratamiento (2) en cuartos.

Palabras  claves adicionales:  bulbos,
semillas,  especies  nativas,  multiplicacion,
Amaryllidaceae.
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ABSTRACT

Noguera Serrano, S. P.; Zaragoza
Puchol, J. D; Feresin, G. E. Study of
agamic and sexual propagation from
Rhodophiala mendocina(Phil.) Ravenna.
Horticulture Argentina 36 (91) 6 - 18.

Propagation of native species for
ornamental or medicinal purposes has
gained importance in  recent years.
Rhodophiala mendocina has flowers with
ornamental interest, and bulbs that
produce the alkaloid galantamina used as
palliative to treat Alzheimer disease. The
objective was to propagate R. mendocina
testing different treatments. Seeds were
collected  from  natural  populations,
disinfected with ethanol (70%), washed
and placed on paper in a germination
chamber. The percentage of germinating

The results showed that the seeds of R.
mendocina exceeded the percentage (50%
of germination) with the 25 to 15 ° C
treatment, and the other treatments
presented significantly lower values. On
the other hand, to test agamic
propagation,  three  treatments  were
applied: (1) complete bulb as a control,
(2) bulb quarters and (3) twin scales.The
external scales were removed for
disinfection  (idem to seeds), and
fungicide was added (1 gI* of Captan).
External scales were placed in containers
with  substrate, and kept in growth
chambers (photoperiod 16 hs light / 25 °
C and 8 h darkness / 20 ° C).The results
showed a higher percentage of survival
for the control and a greater
multiplication for the quarter treatment.

seeds was determined according to a
completely randomized design with four
replicates per treatment (35 to 25 °C, 30 native species,
to 20 °C, 25 to 15 °C and 20 to 10 °C, Amaryllidaceae.

with 16h of photoperiod).

Additional keywords: bulbs, seeds,
multiplication,

1. Introduccién

Propagar especies nativas con fines ornamentales o medicinales cobré impulso en los
ultimos afios. Actualmente, mas del 25% de las drogas de uso farmacéutico derivan de
productos naturales provenientes de plantas (Lubbe & Verporte, 2011). Numerosas especies
de uso medicinal son cultivadas a nivel industrial, sin embargo algunas aun se colectan de
poblaciones naturales. La demanda a nivel industrial y la necesidad de proteger la
biodiversidad constituyen una verdadera oportunidad para explorar y perfeccionar métodos
de cultivo.

Las familia Amaryllidaceae estd constituida por las subfamilias: Agapanthoideae,
Allioideae y Amaryllidoideae (APG Il 2009; Chase et al., 2009). La subfamilia
Amaryllidoideae, a la cual pertenece R. mendocina, es exclusiva productora de alcaloides,
entre estos galantamina (G) (Santa Cruz, 2011). La G fue aprobada en 2001 por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) para el
tratamiento paliativo de la enfermedad de Alzheimer (Bastida et al., 2011). La sintesis
completa de G se conoce, aunque para la formulacidn farmacéutica se obtiene de las
poblaciones naturales de Leucojum aestivum. A nivel mundial, se producen anualmente
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unos 250 kg de G (Contelles et al., 2006), las necesidades actuales doblan la cifra anterior y
aumentan afo tras afio. Otro aspecto relevante de esta subfamilia, es que las especies que la
componen producen flores atractivas.

Desde el punto de vista de la produccion agricola, si se considera la dinamica del sector
productor de flores, es muy relevante explorar esta familia sobre la base de su valor
floristico, de hecho existen ejemplos de comercializacion de amarilis, clivias entre otras
bulbosas de la familia de las amarilidaceas. Los principales productores son Holanda,
Estados Unidos y Japdon. En Sudamérica, los mayores exportadores son Colombia y
Ecuador, que conjuntamente con Holanda son los principales exportadores a nivel mundial.
La demanda se concentra en paises desarrollados ubicados entre los 30° y 55° de latitud N
(Estados Unidos, Holanda, Alemania y Japon).

En Argentina, la floricultura estd escasamente diversificada, su produccion se concentra en
el cinturon verde del Gran Buenos Aires, existen otros centros de produccion en las
provincias de Corrientes, Santa Fe, Cordoba, Tucuman, Jujuy, Mendoza y algunas zonas de
la Patagonia (Hashimoto et al., 2005, Morisigue et al., 2012).

Numerosas especies nativas poseen un potencial como ornamental, un ejemplo es R.
mendocina especie del género Rhodophiala que crece en Argentina. En Chile, especies de
este género fueron estudiadas con fines ornamentales, incluso ya se comercializan. En 2012
se realizaron estudios comparativos de los cariotipos de tres géneros de Amaryllidaceae de
Chile (Baeza et al., 2012).

La especies de la familia Amaryllidaceae pueden multiplicarse mediante propagacion
sexual (semillas) y agamica (separacion de bulbos), sin embargo algunas de ellas se
caracterizan por presentar una baja tasa de multiplicacion natural (LOquez, 2008). La
germinacion de semillas en cajas de Petri constituye una de las posibles vias para la
obtencion de plantulas, sin embargo resulta necesario evaluar cuales son las caracteristicas
germinativas de las semillas a utilizar aplicando analisis clasicos de germinacion. Luego las
plantas obtenidas sirven como punto de partida para la introduccion de nuevas especies
para floricultura. Por otra parte estos experimentos, permiten establecer protocolos de
propagacién, micro-propagacion, induccién de callos y cultivo en suspensiones celulares
(Echeverria & Alonso, 2010). Sobre la base de lo expresado anteriormente el objetivo fue
estudiar técnicas para propagar por la via agamica y/o sexual a R. mendocina aplicando
diferentes tratamientos.

2. Materiales y Métodos

2.1. Lugar: Este trabajo se desarrolld completamente en el Instituto de Biotecnologia,
Facultad de Ingenieria, Universidad Nacional de San Juan (IBT-FI-UNSJ), en el periodo
2015-2016.

2.2. Material vegetal: Bulbos y semillas de Rhodophiala mendocina fueron colectados en
los Meédanos de Caucete, San Juan, Argentina (31°42'14.3" latitud Sur y
68°10'02.6"Longitud Oeste) durante la época de floracién y/o fructificacion, entre octubre
2015-marzo 2016, segun el momento de las lluvias de la temporada ya que las hojas y
flores aparecen luego de las lluvias.
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2.3. Ensayo de propagacion por semillas

2.3.1. Limpieza y desinfeccion: Se seleccionaron semillas en buenas condiciones de sanidad
(color, textura, apariencia). Se embebieron en agua destilada estéril (24 h, a temperatura
ambiente y oscuridad), se desinfectaron en etanol (70% v/v) durante 5 minutos y se lavaron
dos veces con H,O destilada estéril.

2.3.2. Tratamientos para germinacion de semillas: Las semillas seleccionadas se colocaron
en cajas de Petri de vidrio (100x10mm) sobre papel para germinacion humedecido con
agua destilada estéril; y en recipientes cénicos plasticos (macetas de 8,5 cm de didmetro y
30 cm de alto) con sustrato. Se utilizO un sustrato esterilizado (autoclave, calor himedo
121°C, 30 min), en proporciones v/iv (1:1:1:1), constituido por tierra fértil (textura franca;
pH = 6,7; conductividad eléctrica 0,3 dS.m™; materia organica 2,3%; fosforo 23 ppm:;
nitrogeno como nitratos 42 ppm): turba (humedad: 30%-35%; ceniza, 5-10%; materia
organica, entre 90-95%; relacion C/N 38; pH 3,4-4, conductividad eléctrica 0,3
mmhos.cm}): perlita (quimicamente inerte, pH neutro) y arena fina (Rodrigo et al., 2008).
Luego las cajas de Petri y las macetas se mantuvieron durante 25 dias en la camara de
germinacion, en las condiciones de cada tratamiento.

Para establecer la temperatura de incubacion, se procedi6 de acuerdo a Echeverria &
Alonso (2010), se empled la cédmara de germinacion con control de temperatura y
fotoperiodo (INGELAB, Semedic). Se programd con un régimen de temperaturas
alternadas entre 35 y 10 °C diario, con un ciclo de luz/oscuridad de 16/8 horas (16/8 LO)
respectivamente, la humedad se mantuvo en un 95%. La temperatura mayor coincidid con
el fotoperiodo de 16 h luz, mientras que la menor con el de 8 h de oscuridad. Se realizaron
tratamientos tras la imbibicion y la esterilizacion en cada uno, resultaron 16 tratamientos,
donde la semilla fue la unidad experimental (Tabla 1). Por tratamiento se hicieron cuatro
repeticiones (20 semillas cada uno) en un disefio aleatorio. La alternancia se selecciono
sobre la base de experimentos previos con diferentes rampas de temperatura y fotoperiodo,
considerando las caracteristicas edafoclimaticas donde se desarrolla naturalmente la
especie, con el propdsito de conservar las condiciones naturales para intentar asegurar la
mejor tasa de germinacion.
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Tabla 1. Rhodophiala mendocina: tratamientos para la germinacion de semillas,
condiciones de incubacion temperatura (°C) y fotoperiodo L = luz O = oscuridad (L/O),
Lugar de germinacion en placa de Petri (P) o sustrato (S), desinfeccion (si/no) e imbibicion
(s¥/no)

Tratamiento |Lugar| Temperatura Fotoperiodo | Desinfeccidén | Imbibicion
Alternada (L/O)
(°C)

I Sl Sl
Il Sl NO
11 200/10° NO Sl
v NO NO
\ Sl Sl
Vi 01 0 Sl NO
Vil P 25°115 NO Sl

VIl (16/8 h) NO NO
IX Sl Sl

X 0750 Sl NO
XI 35°25 NO Sl
XIl NO NO

X1 Si Sl
XIV /1 £0 Sl NO
XV S 25°/15 NO S
XVI NO NO

2.3.3. Pardmetros de germinacion: se realizaron recuentos de semillas diarios y se calculo
porcentaje de germinacién (%G), indice de germinacién (IG), velocidad de germinacion
(VG), inicio de germinacion (IDG) y el periodo de germinacion (PDG) (Tabla 2). Estos
parametros se calcularon para los tratamientos I-XII, en caja de Petri. En los tratamientos
XII-XVI solo se midié porcentaje de emergencia, y se realizaron para observar si habia
mayor tasa de supervivencia de las plantulas, porque se evitaba la muerte por el trasplante.
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Tabla 2. Férmulas aplicadas para evaluar los parametros de germinacion de Rhodophiala

mendocina.
Parametros de | Unidad Formula Variables Referencia
germinacion
Germinacion total, N
: 5 : :
gep;gqri(r:\zrét%ﬁ %ial % N/NE<100 (n° de semlllal\lst germinadas)
(%G) (n° de semillas del ensayo)
Ns
Velocidad de (n° de semillas germinadas ,
L . . en cada recuento) Gonzilez &
germinacion  |Semillas/dia Ns/D
(VG) D Orozco,
(n°de dias tras el recuento 1996
anterior)
%G acumulado diario,
Energia %G acumulado obtenidos al momento en
erga . diario en el Y
germinacion Semillas décimo dia de | 9U€ la tasa de germinacion
(EG) rminacion alcanza su méximo valor
g ' (dia 10)
Primer dia de Dia en el que . .
L . ocurre el primer | Indica la rapidez con que
germinacion. Dia L
(IDG) evento de sucede la germinacion.
germinacion
Ultimo dia de Dia en eI,q_ue . .
germinacion, Dia ocurre el aitimo Indlcg la rapldez. con que | A mu darks,
(FG) evento Qe finaliza la germinacion. 1998
germinacion
Indica el periodo en el cual
Periodo de se produce el evento de
germinacion Dia —Enl germinacion. Cuanto mayor
(PDG) PDG=FG-IG 1™ ea el valor de PDG més
lenta es la germinacion.
) Ni = n° de plantulas nuevas
Indice de ] IG = [X (Nix Di) aparecidas en cialda recuento| Gonzalez &
germinacion Dia /3 Ni] i; Di =n° de dias desde la | Orozco,
(1G) incubacion hasta el 1996

recuento i

2.4. Ensayo de propagacion por bulbos

2.4.1. Limpieza vy desinfeccion: se tomaron bulbos seleccionados al azar, se eliminaron

catéfilas externas y se desinfectaron con hipoclorito de sodio (NaCIlO 2,5%) durante 15
minutos, se lavaron luego con agua estéril durante dos minutos (Rossellé et al., 2006).
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2.4.2. Seccionamiento de bulbos: en este experimento se siguid la metodologia que fue
aplicada para propagar la especie R. titilensis (mismo género) descripta por Letelier &
Cabello (2013) con algunas modificaciones, segun se describe a continuacion: se aplicaron
tres tratamientos donde el bulbo fue la unidad experimental: (1) tratamiento testigo (bulbo
entero), (2) tratamiento por gajos y (3) tratamiento por escamas gemelas. Se realizaron
cinco repeticiones a cada tratamiento (disefio aleatorio). Para el tratamiento (2) en gajos, los
bulbos se seccionaron en cuatro partes iguales y se desinfectaron con un fungicida
comercial (Captan 1 g.l'), se plantaron en recipientes con el sustrato en idénticas
condiciones de preparacion seguin se describid en el ensayo de germinacion de semillas en
macetas. Para el tratamiento (3) en escamas, cada bulbo se secciono en cuatro partes
iguales, luego cada cuarto se separd en escamas gemelas externas, medias e internas. Las
escamas se desinfectaron con fungicida comercial (Captan 1 g.I''), luego se colocaron en
los recipientes con el sustrato. Todos los tratamientos se mantuvieron en camara de
germinacion con una humedad del 95% (fotoperiodo de 16 h de luz-25 °C y 8 h de
oscuridad-20 °C). Para prevenir la contaminacion, semanalmente se regaron con la solucién
de Captan.

2.4.3. Pardmetros de crecimiento pos tratamiento. Transcurridos tres meses de iniciada la
propagacion partiendo de bulbos, se evalud supervivencia (%S), tasa de multiplicacion
(TM), didmetro del disco basal (DB), diametro ecuatorial (DE), longitud del bulbo (L)
(desde el disco basal hasta el cuello del bulbo), altura del bulbo (h), diametro de raices
(DR), longitud de raices (LR) y nimero de raices (NR).

2.4.4. Anilisis Estadistico de los datos: Los datos se analizaron mediante el analisis de la
varianza (ANOVA), se consideré el efecto de los tratamientos. En los casos en que el
ANOVA resultd significativo para la separacion de medias (0<5%) se aplico el test de
Tukey (Balzarini et al. 2002).

3. Resultados y discusion

3.1. Ensayo de propagacion por semillas: Todos los parametros de germinacion fueron
afectados significativamente con los tratamientos (p < 0.01). Los coeficientes de
determinacion, fueron mayores a 0,90, esto indica buen ajuste del modelo estadistico
utilizado. El valor mayor de %G se observo para los tratamientos VII y XV con valores de
52 + 16,81% y 52,60 = 3,36% respectivamente (Figura 1A). El menor valor 1G (7,30 + 1,53
dias) y mayor VG (0,64 + 0,21semillas/dia) se observd para el tratamiento VII (Figura 1B,
1C respectivamente). Estos resultados reflejaron que las semillas bajo estas condiciones
germinaron mas rapido que el resto. La mayor EG (8,25 + 1,30semillas) se observo para el
tratamiento VIl (Figura 1D). Las semillas del tratamiento VII germinaron primero tuvieron
un valor de IDG de 2,4 £+ 0,89 dias, el cual fue menor que los otros tratamientos, en los que
se observd una demora de mas de 5 dias para germinar (Figura 1E). Mientras que en el
tratamiento VII las semillas presentaron un periodo de germinacion mas largo 11,20 + 3,63
(Fig.1F), comparado con los otros tratamientos, cuyos valores fueron menores a los 10 dias.
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Figura 1: Propagacion por semillas. Valor promedio y desviacion estandar del porcentaje de
germinacion (%G) para cajas de Petri 0 emergencia (%E) en sustrato para los 16 tratamientos (A):
L1, 10V, VI VI VI X X, X XL X XV, XV, XVI; indice de germinacion (IG) (B),
velocidad de germinacion (VG) (C), Energia de germinacion (EG) (D); inicio de germinacion
(IDG) (E) y periodo de germinacion (PDG) (F) para los tratamientos: I, Il, 11, I, V, VI, VII, VIII,
IX, X, XI, XIlI. Los tratamientos que presentaron valores igual a cero no se muestran en los
gréficos. Letras distintas indican diferencias significativas mediante el test Tukey (p<0,05). Colores
diferentes indican distintos tratamientos.
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3.2. Ensayo de propagacion por bulbos: El andlisis estadistico aplicando ANOVA mostro
un efecto significativo para valores de p < 0.01, segin el corte del bulbo en todas las
variables evaluadas (%S, TM, PB, DB, DE, h, DR, LR y NR). Los coeficientes de
determinacion fueron mayores a 0,90, indica un buen ajuste del modelo estadistico
empleado. La tasa de supervivencia 100% (%S) se observd en el tratamiento testigo
(control), mientras que los otros tratamientos, seccionamiento en cuartos y escamas
gemelas presentaron valores de 60 + 14% y 40 + 10% respectivamente (Figura 2A).

En relacién a la TM, en el control no se formaron bulbillos, la yema del centro del bulbo
madre no fue dafiada. Mientras que en los otros dos tratamientos seccionamiento en cuartos
(2) y gajos (3), como se elimind la yema central se produjeron bulbillos. Lo ocurrido en los
bulbos control (1) se explica por el efecto de la dominancia apical, que no permitid que
crecieran las yemas axilares existentes en la base del bulbo. Mientras que los resultados en
los otros dos tratamientos fueron coincidentes con lo informado por Acosta Echeverria et
al. (2008), quienes mostraron que la yema apical puede inhibir el transporte polar de la
auxina endogena en las yemas laterales, transporte que es indispensable para su
crecimiento. Estos resultados coinciden con lo informado para otras especies de
Amaryllidaceae, como el trabajo de Schiappacasse et al. (2002) que indicaron que los
bulbos no divididos de Phycella australis aumentaron de tamafio, pero no dieron origen a
bulbillos hijos. Al mismo tiempo comparando ambos tratamientos, el tratamiento (2),
seccionamiento en cuartos presento una mayor TM (2,6 + 0,20) (Figura 2B). Por otra parte,
los valores de TM fueron inferiores a los de Andrade et al. (2015), quienes para
Hippeastrum hybridum lograron una TM de 5 bulbillos por bulbo para el seccionamiento en
cuartos y 25 bulbillos por bulbo para escamas gemelas. En el caso de R. tiltilensis, especie
del mismo genero, Letelier & cabello (2013), obtuvieron una TM de 6 bulbillos por bulbo
para la divisién de bulbos en cuartos y 11,6 para la de escamas gemelas. En relacion al peso
del bulbo (PB), para el testigo fue de 44,13 + 1,65g, seguido por el tratamiento de cuartos
(32,42 £ 1,53g) y el menor para escamas (18,47 + 1,04g) (Figura 2C). Estos resultados
coinciden con Witomska et al. (2005) y Andrade et al. (2015), que explicaron que a mayor
tamafio de las fracciones de bulbos, mayor es la cantidad de reservas disponibles para el
crecimiento de los bulbillos; y a mayor nimero de fracciones menor es el tamafio de los
bulbillos. En cuanto a los pardmetros DB, DE y h, en todos los casos el valor mayor lo
presentd el tratamiento testigo (Figuras 2D, 2E y 2F).

De acuerdo a lo informado por Andrade et al. (2015), el crecimiento de los nuevos bulbillos
(peso, longitud y didametro) depende del tamafio de la seccion del bulbo, a mayor tamafio de
la seccion de catéafilas, mayor crecimiento de bulbillos y a menor tamafio de catéfilas menor
crecimiento, coincidente con Jamil et al. (2014). Finalmente, las raices presentaron mayor
diametro y longitud en el testigop y no mostraron diferencias significativas entre los
tratamientos para el numero de raices (Figuras 3A-3C). Estos resultados coinciden con el
trabajo de Letelier & Cabello (2013) para la especie R. tiltilensis.
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Figura 2: Propagacion por bulbos. Valor promedio y desviacion estandar del porcentaje de
sobrevivencia (%S) (A), tasa de multiplicacion (TM) (B), peso del bulbo (PB) (C), didmetro basal
del bulbo (DB) (D), diametro ecuatorial del bulbo (E) y altura del bulbo (h) (F) para los
tratamientos:  control  (testigo), cuartos y escamas. Letras distintas indican diferencias
significativas mediante el test Tukey (p<0,05). Diferentes colores indican distintos tratamientos.
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Figura 3: Propagacion por bulbos. Valor promedio y desviacion estdndar del diametro de raices
(DR) (A), longitud de raices (LR) (B) y ndmero de raices (C) para los tratamientos: control
(testigo), cuartos y escamas. Letras distintas indican diferencias significativas mediante el test
Tukey (p<0,05). Diferentes colores indican distintos tratamientos.

4. Conclusiones

Sobre la base de los resultados obtenidos, se concluye que las mejores condiciones para la
germinacion de Rhodophiala mendocina (Amaryllidaceae) es embebiendo las semillas sin
necesidad de esterilizacién, manteniendo una temperatura de 25°C en el periodo luminoso
alternado con una temperatura de 15°C en el periodo oscuro. En relacion a la propagacion por
bulbos, el tratamiento que permite obtener mayor tasa de multiplicacion es el seccionamiento
del bulbo en cuartos. La presencia de la yema principal en el testigo inhibe el desarrollo de
nuevos bulbillos. A mayor numero de secciones, menor es la disponibilidad de reservas y
menor el tamafio de los bulbillos.

Este es el primer estudio de germinacién y propagacion para esta especie el cual constituye una
base para estudios futuros para desarrollo floristico de la especie como por el interés como
productora de galantamina.
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