CULTIVO IN VITRO DE EMBRIONES AISLADOS A PARTIR DE SEMILLAS DE FRUTOS
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Resumen: El irupé o maiz de agua (Victoria cruziana A. D. Orb.) pertenece a la familia
Nymphaeaceae y despierta interés, principalmente, por la belleza de sus hojas y flores. La
obtencion de semillas de esta especie acuatica es dificultosa en su ambiente natural y ademas
es considerada recalcitrante para el cultivo in vitro. Por este motivo, el objetivo de este trabajo
fue el establecimiento de una metodologia para la conversién a plantas de embriones de irupé
extraidos de semillas de frutos inmaduros y la obtenciéon de material para ser empleado en la
micropropagacion o en programas de restauracion ambiental. Se realizé el cultivo de embriones
de frutos con seis estadios de crecimiento, hasta un maximo de cuatro semanas. Empleando el
medio basal de Murashige & Skoog, se probaron doce medios de cultivo con y sin el agregado
de reguladores de crecimiento (acido giberélico, AG, y thidiazuron, TDZ). Los embriones se
convirtieron en plantas en todos los medios diluidos al 50% (2 MS), manteniendo el 3% de
sacarosa, mientras que en el medio adicionado con 10 mg/L de AG, se obtuvieron plantas
con raices desarrolladas. Si bien el cultivo de embriones derivados de las semillas en los
estadios tempranos del fruto no permitio la regeneracién de plantas, esta fue posible cuando los
explantes derivaron de frutos en estadios tardios.

Palabras clave: Nymphaeaceae, plantas acuaticas, recalcitrantes, regeneracion de plantas,
reguladores de crecimiento.
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Introduccién

En los afios recientes, se ha incrementado
la demanda por plantas acudticas con flores
(Jenks, 2000) como las pertenecientes a la
familia Nymphaeaceae (Kane, 1992). Dentro de
esta familia se incluye al género Victoria, cuyas
especies son conocidas como platos gigantes
de agua. Estas han despertado interés por
cultivarlas no s6lo por su aspecto decorativo y
exotico (Valla & Martin, 1976), sino también por
su valor cientifico y filogenético (Smith et al.,
2022). Esto tltimo se debe a que, junto a otras
especies de ninfeaceas, se las reconoce como
probables descendientes de un tronco comin con
las angiospermas mas primitivas (Arber, 1920;
Takhtajan, 1958; Cronquist, 1968; Wheeler
Haines & Lye, 1975; Khanna, 1967; Orban &
Bouharmont, 1998; Les et al., 1991; Friedman,
2001; Baskin et al., 2007; Kubo et al., 2009).
Ademas, se debe destacar la importancia para
el ecosistema que tienen las plantas acuaticas
por su capacidad para adaptarse a condiciones
particulares de recepcion y captacion de luz,
escasa disponibilidad de didéxido de carbono,
oxigeno y nutrientes (Arbo et al., 2002).

En Corrientes, Argentina, crece la especie
Victoria cruziana A. D. Orb. (D’ Orbigny, 1840),
conocida con el nombre de irupé o maiz de agua
por sus semillas comestibles. Es nativa de zonas
calidas de Sudamérica y pertenece a la cuenca
del rio Paraguay desde los 15° a los 32° de
latitud Sur y 55° a 64° de longitud oeste.

Cabrera (1964) la llam6 la “reina de las
plantas acuaticas”, destacandose por sus hojas
redondas, muy grandes y flotantes (platos),
plagadas de grandes espinas en sus partes
sumergidas. Sus flores también son grandes y
llamativas (Arbo et al., 2002).

El ciclo de esta especie depende de las
fluctuaciones del nivel del agua (Nohara &
Tsuchiya, 1990; Murphy et al., 2003; Nagasaki,
2007; Shibayama & Kadono, 2007), que afecta
su aparicion después del invierno, periodo en
que desaparece (Neiff, 1978). Incluso en la
Laguna del Ibera, reserva natural de agua dulce
de la provincia de Corrientes, es una de las
plantas hidrofilas que no tiene una distribucion
homogénea y solo fue hallada en el extremo
sudoeste del sistema, casi en las nacientes del
rio Corriente (Arbo et al., 2002).

La obtencion de los frutos en su ambiente
natural es complicada dado que, al tercer dia
de producida la fecundacion, el pedicelo se
incurva sumergiendo los frutos que continian
su desarrollo bajo el agua, dificultando su
ubicacion (Valla & Cirino, 1972). Ademas,
debido a que la época de maduracion de los
frutos coincide con la bajante del rio, muchos
lugares donde crece el irupé se vuelven
inaccesibles para las canoas (Valla & Martin,
1976). Tampoco la recoleccion de los frutos
es sencilla, porque se necesita proteccion para
las manos a causa de las espinas filosas que
cubren el receptaculo y el pedunculo (Arbo et
al., 2002).

Victoria cruziana, por ser mas tolerante al
frio que V. amazonica (Poepp.) J. C. Sowerby,
rapidamente reemplazo su cultivo en regiones
templadas. Es de destacar que uno de los
hibridos mas famosos, Victoria “Longwood
Hybrid”, se obtuvo por cruzamiento entre V.
cruziana como madre y V. amazonica como
padre (Mazzini, 2003).

La familia Nymphaeaceae, presenta
embriones subdesarrollados (Baskin
& Baskin, 2007) mientras que la familia
Nelumbonaceae, se caracteriza por tener
la dormancia fisica debido a la presencia
de una capa impermeable en las semillas o
frutos (Baskin ef al., 2000). Diversos autores
seflalan que la germinacion de semillas de
plantas acuaticas es lenta y desuniforme a
bajas tensiones de oxigeno (Arber, 1920;
Carr, 1961; Forsberg, 1966; Sculthorpe, 1967,
Shipley & Parent, 1991; Baskin & Baskin,
2001).

La mencién de problemas asociados con
la germinacion de Victoria data desde hace
mucho tiempo (Bailey, 1927; Pring, 1953;
Valla, 1976). Las primeras semillas de V.
cruziana que prosperaron en Europa llegaron
desde la provincia de Corrientes y fueron
sometidas a temperaturas entre 18 a 22 °C,
elevandose luego a 24-27 °C para estimular
la germinacion (Tricker, 1896). Este mismo
autor observd una germinacion erratica de
la especie, y la necesidad de un periodo de
frio para la post-maduracion, lo que hace que
las semillas de 2 a 3 afios tengan un mejor
poder germinativo con respecto a las recién
cosechadas. Resultados similares fueron
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reportados por Sokolowa (1959), aunque
también tuvo éxito a partir de semillas frescas.

El unico antecedente del cultivo de V.
cruziana en nuestro pais fue hallado en el
herbario del Jardin Botanico “Carlos Thays”
(Parodi, 1934). Si bien Valla (1976) realizo6
diversos ensayos para promover la germinacion
de sus semillas, solamente logr6é entre un 8
y 12% de germinacioén, no pudiendo romper
por completo la dormancia por escarificacion
mecanica del tegumento, ni por medio de la
aplicacion de acido giberélico o luz.

La preservacion de la riqueza floristica
tomo relevancia sobre todo a principios del
2022, cuando los Esteros del Ibera fueron
afectados por incendios viéndose dafiada
el 57% de la cobertura vegetal del Parque
Nacional Ibera (Saucedo et al., 2023), razon
por la cual el gobierno de la provincia de
Corrientes, formuld el programa “Renacer
Ibera”, para la recuperacion de fauna, flora
¢ infraestructura. El irupé se destaca como
una especie emblematica de la flora de la
provincia de Corrientes, por lo tanto, debiera
contemplarse su preservacion en los ambientes
naturales.

El cultivo in vitro de tejidos ha sido
reconocido como una técnica efectiva de
propagacion de plantas, siendo aplicable
también para las angiospermas acuaticas
(Mohan Ram & Kakkar, 1983; Jenks et al.,
2000). Sin embargo, las plantas acuaticas
son consideradas especies recalcitrantes por
ser dificiles de propagar en condiciones de
cultivo de tejidos debido a las altas tasas
de contaminacion encontradas durante el
establecimiento inicial (Swindells, 1990; Koch
& Durako, 1991). Muchas de ellas no responden
bien a los medios de cultivo, especialmente las
especies del género Nymphaea (Swindells,
1990; Lakshmanan, 1994; Aruyanart et al.,
2008; Bodhipadma et al., 2011) y también
la adaptacion a condiciones ex vitro puede
representar un desafio, por lo que requiere mas
conocimiento (Nguyen, 2016).

Pese a estas dificultades, muchas especies
se han micropropagado con éxito utilizando
plantulas germinadas in vitro como fuente
de explante en la mayoria de los casos. El
ejemplo incluye Nymphaea alba L. (Sumlu
et al., 2010), N. tetragona Georgi (Tandon et

al., 2010), N. nouchali Burm. f. (Pip et al,,
2021), Nymphoides coreana (H. Lév.) H. Hara
(Oh et al., 2010), Ceratophyllum demersum L.
(Wyman & Francko, 1986), Utricularia inflexa
Forssk. (Ram & Swamy, 1966), Nelumbo lutea
Willd. (Francko, 1986; Kane et al., 1988), N.
nucifera Gaertn. (Yamamoto & Matsumoto,
1992; Arunyanart & Chaitrayagun, 2005)
y Polypleurum stylosum (Wight) J. B. Hall
(Sehgal et al., 1993).

El objetivo de este trabajo fue lograr la
conversion a plantas, en condiciones in vitro,
de embriones de Victoria cruziana extraidos
de semillas de frutos inmaduros (hasta un
mes desde la polinizacién), recolectados en
su ambiente natural cuando todavia los frutos
estaban visibles por la cercania a la superficie
del agua facilitando su recoleccion.

Materiales y Métodos

Seleccion de flores y colecta de frutos

El material usado para esta experiencia fue
recolectado en las margenes del rio Parana, en
cercanias del Puente Interprovincial Chaco-
Corrientes, Argentina (27°44°72”S, 58°
88’55”W).

Se marcaron 12 flores a partir de su antesis
(flores color blancas) (Fig. 1A, B) el 22 de
marzo de 2007, sujetando un flotador de
isopreno a cada flor seleccionada e indicando la
fecha de la antesis, para facilitar la recoleccion
de los frutos. Los frutos fueron recolectados
segun los estadios con 24, 48 y 72 horas de
post-polinizacion, y luego por semana, hasta
un maximo de un mes. Por cada estadio
se recolectaron 2 frutos (Fig. 1C). En el
laboratorio se procedié a eliminar todas las
espinas con cuchillo, pinzas y guantes de
cuero (Fig. 1D), a fin de facilitar el manipuleo.
Luego se procedi6 a la limpieza de los frutos
con agua, jabon y cepillo, antes de abrirlos y
extraer las semillas. Dado que el contenido
de semillas de cada fruto fue suficiente para
esta experiencia, se cultivaron las semillas
de un solo fruto por estadio. Se cultivaron 10
semillas por estadio con tres repeticiones y se
establecieron seis estadios de desarrollo de
frutos, cuyas caracteristicas se describen en la
Tabla 1 y se ilustran en la Fig. 1E.
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Fig. 1. Plantas de Victoria cruziana en su habitat y caracteristicas de sus 6rganos reproductivos (flores, frutos en distintos
estadios, semillas y embriones), obtencion de embriones para su cultivo y plantula regenerada in vitro. A: Hoja peltada
(hp); pimpollo floral (pf); flor comenzando la apertura, momento de marcado de flores (f1); flor abierta con 2 dias
de post-polinizacion (2). B: Flor con 3 dias de post-polinizacion (base de los pétalos rosada). C: Fruto con espinas
persistentes. D: Diseccion y limpieza del fruto para extraer semillas. E: Pimpollo floral (Pf); ovario de una flor sin
polinizar (EO); diferentes estadios de frutos con 2 dias de post-polinizacion (E.1); 3 dias (E.2); 7 dias (E.3); 14 dias (E.4);
21 dias (E.5) y 30 dias (E.6). F: Semilla con perisperma liquido (pl) y embrion (e). G: Embrion aislado. H: Embrion con
hojas cotiledonares anormales y vitrificados provenientes de 1 semilla de fruto en estadio 4 luego de 30 dias de cultivo.
I: Planta regenerada con hoja filiforme y primera hoja verdadera en 1/2 MS + 0,1 mg/L de TDZ con raiz rudimentaria. J:
Planta mostrando su primera hoja peltada y abundantes raices regeneradas en 1/2 MS + 10 mg/L de AG, a los 30 dias de
cultivo. Escalas: A: 1,2 m; B: 13 cm; C-D: 10 cm; E: 13 ¢cm; F: 12 mm; G: 2 mm; H: 2 cm; 1: 3,5 cm; J: 2,5 cm.
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Tabla 1. Caracteristicas de los estadios de frutos del irupé usados en el cultivo de embriones in
vitro.

Estadio Caractgristicas de Color d_e Ia'c_avidad N;e(;?:r Diametro de p-:;i:trjla F:\‘:e(i?s
pétalos estigmatica atlas frutos (cm) (dias)

0 blanco turgente  amarillo *1,5:4:1 5 1 (Sin polinizar)

1 rosado turgente  halo rosado tenue 9:7:3 6 2
centro amarillo 1,5:4:1

2 rosado marchito  anillo rosado oscuro 9:4:4,5 8 3
centro rosado 9:7:3

3 marrén muerto rosado oscuro 9:4:4,5 11 7

4 marrén muerto rojo oscuro 9:4:6 12 14

5 sin pétalos  sin pétalos rojo oscuro 9:4:6 13 21

6 sin pétalos  sin pétalos violeta oscuro 9:1:7 16 30

* Biesalki (1957)

Desinfeccion de semillas, extraccion de
embriones y establecimiento en el medio de
cultivo

La desinfeccion de semillas fue relativamente
fuerte, porque los frutos de los cuales se
extrajeron poseian particulas de suelo y restos
de materiales vegetales en descomposicion
adheridos. Los frutos se sumergieron en etanol
70% durante 5 minutos y seguidamente en una
solucion de NaOCI al 50% mas 3 gotas/L de
Triton 100 durante 20 minutos. Finalmente,
se hicieron tres enjuagues con agua destilada
estéril. Es de destacar que, a pesar de esta
concentraciéon elevada de NaOCl, no se
observaron dafios en los embriones.

Para la extraccion del embridn, se cortaron
las semillas longitudinalmente con bisturi bajo
lupa estereoscopica y en cabina de flujo laminar
de aire estéril (Fig. 1F). La extraccion de los
embriones se vio favorecida porque las semillas
utilizadas presentaban tegumento blando y
perisperma lechoso, lo que permitio la apertura
de las mismas y la salida del embrién con leve
presion. Se inoculé un embrién (Fig. 1G) por
tubo de ensayo conteniendo 5 mL de medio de

cultivo. Se cultivaron 10 tubos por tratamiento
con 3 repeticiones cada uno. Las caracteristicas
de los frutos colectados en diferentes tiempos de
post-polinizacion se detallan en la Tabla 1. Para
la determinacion de los colores de la cavidad
estigmatica se emple6 la tabla de colores
propuesta por Biesalki (1957).

Los tubos fueron incubados en una sala de
crecimiento a una temperatura de 27 + 2 °C
y un fotoperiodo de 14 h con una irradiacion
de 116 pmol.m™.s' proporcionada por tubos
fluorescentes de color blanco frio Philips TLD
36W/840 (Holland).

Reguladores de crecimiento y conversion a
plantas

Los medios de cultivo ensayados contenian,
comomediobasal, las salesminerales y vitaminas
de Murashige & Skoog (1962) completas o
diluidas a la mitad (1/2 MS) adicionadas con 3%
de sacarosa, con o sin varias concentraciones de
acido giberélico (AG,) y thidiazuron (TDZ). Se
evaluaron doce medios de cultivo, diez de ellos
con el agregado de reguladores de crecimiento
cuya composicion se detalla en la Tabla 2. El pH
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de los medios fue ajustado a 5,8 con KOH y/o
HCI antes del agregado de agar. Se utilizo agar
Sigma A-1296 a razéon de 0,65%. Los medios
fueron esterilizados en autoclave a 1,46 kg cm™
durante 20 minutos.

Analisis estadistico

Las respuestas de los embriones aislados
en lo referente a la conversion a plantas, la
proporcion de plantas anormales y normales
fueron registradas al cabo de 30 dias de cultivo.
Posteriormente, los datos fueron tabulados y se
sometieron a analisis de varianza (ANOVA), y
las medias se compararon mediante el Test de
comparaciones multiples de Duncan (p< 0,05)
utilizando el software InfoStat, version 2017 (Di
Rienzo et al., 2017). En las tablas se reportan
las medias aritméticas con su desvio estandar
(= DE).

Tabla 2. Composicion de los medios de
cultivo empleados.

Namero "0 e’ cracimiento vegotal (ML)
1 2 MS 1
2 %2 MS AG, 5
3 Y2 MS 10
4 % MS TDZ 0,1
5 Y2 MS 1
6 2 MS sin RCV
7 MS 1
8 MS AG, 5
9 MS 10
10 MS TDZ 0,1
11 MS 1
12 MS sin RCV

Referencias: AG,: acido giberélico. TDZ: thidiazuron.
RCV: reguladores de crecimiento vegetal.

Resultados y Discusién

Al cabo de 30 dias se contaron los embriones
convertidos en plantas y las plantas normales
y anormales regeneradas. Empleando el
medio basal MS en su composicion original,
con o sin reguladores de crecimiento, no se
logrd conversion a plantas en ninguno de los
estadios cultivados. Sin embargo, fue posible
regenerar plantas en los medios con %2 MS,
manteniéndose 3% de sacarosa. Evidentemente,
la alta concentracion de sales fue perjudicial
para esta especie que crece naturalmente
en agua dulce, cuyo analisis determind que
se trataria de agua de lluvia casi pura, con
poca cantidad de elementos del medio en
solucion (Valla & Cirino, 1972). A diferencia
de lo obtenido con Victoria cruziana, en
Nymphaea nouchali, otra especie acuatica, se
ha logrado 65% de germinacion y conversion a
plantas a partir del cultivo in vitro de semillas
extraidas de frutos maduros en el medio basal
MS suplementado con 2% de sacarosa y
desprovisto de reguladores de crecimiento (Pip
etal., 2021).

En los estadios 0, 1 y 2 ningin embrion se
convirtio en planta en los medios probados con
o sin el agregado de reguladores de crecimiento,
pero lograron su conversion a plantas los
embriones aislados de los estadios 4, 5y 6
(Tabla 3). Al agregar AG, o TDZ, se obtuvieron
porcentajes altos de conversion a plantas en los
tres estadios, con respecto al medio de cultivo
carente de reguladores de crecimiento. En los
estadios 5 y 6 tanto el agregado de AG, como
de TDZ incremento el porcentaje de conversion
a plantas. En ambos estadios, la adicion de 10
mg/L de AG, permitié alcanzar porcentajes
de conversion a plantas de los embriones del
97%. En cuanto a la concentracion de TDZ,
la obtencion de plantas dependio del estadio.
Mientras que para el estadio 4 y 6 fue mayor
en %2 MS suplementado con 0,1 mg/L de
TDZ (83% y 90%), para el estadio 5 fue mas
eficiente el tratamiento que consistio en %2 MS
suplementado con 1 mg/L de TDZ (97%).

Los embriones provenientes de semillas
derivadas de frutos en estadio 4 brindaron un
porcentaje elevado de plantas anormales. El
embridn, si bien desarrolla los cotiledones, no
progresa y manifiesta albinismo o crece con
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Tabla 3. Regeneracion de plantas in vitro de irupé (Victoria cruziana) por cultivo de embriones
en diferentes estadios de maduracion de frutos, después de 45 dias de cultivo. Efecto de los
medios de cultivo sobre el porcentaje de embriones que se convirtieron en plantas (%CP),
el porcentaje de embriones que crecieron con anormalidades como albinismo o con raices
atrofiadas que terminaron muriendo (%EA), y el porcentaje de plantas regeneradas normales,

con color verde, con apice caulinar y radicular desarrollados (%NP).

1= 1/2MS + AG, 1
2=1/2MS + AG, 5
3= 1/2MS +AG, 10
4=1/2MS + TDZ 0,1
5= 1/2MS + TDZ 1
6= 1/2MS sin RCV
1= 1/2MS + AG, 1
2=1/2MS +AG, 5
3= 1/2MS +AG, 10
4=1/2MS + TDZ 0,1
5= 1/2MS + TDZ 1
6= 1/2MS sin RCV
1= 1/2MS +AG, 1
2= 1/2MS +AG, 5
3= 1/2MS +AG, 10
4= 1/2MS + TDZ 0,1
5= 1/2MS + TDZ 1
6= 1/2MS sin RCV

Medio de cultivo (mg/L)

Estadios
del fruto

%CP

20+10* a**
50+10 cd
40110 bc
8315,8 ghi
50+10 cd
60+10 de
63+5,8 de
6315,8 de
97458 i
67+5,8 ef
97458 i

7315,8 efg
30110 ab
80+10 fgh
90£10 hi
90+10 hi
7010 efg
3745,8 bc

%EA

100 a
100 a
93+11,6 ab
96+7,5 ab
100 a
100 a
95+9,2 ab
89+9,8 ab
10£10 de
20+7,4 cd
2816,8 ¢
86+0,6 ab
93+11,6 ab
83+7,0 b
416,44 e
11+£1,5 de
20+11,3 cd
100 a

%NP

59,2 ab
4£7,5 ab
0
0
5+9,2 ab
11+9,8 abc
90+10 ef
80+7,3 de
72+6,8 d
14+0,6 bc
7+11,6 ab
2045,7 ¢
96+6,3 f
89+1,5 ef
80+11,3 de
0

Referencias: * Nuimeros indican valores medios + desviacion estandar. **Diferentes letras entre columnas indican
diferencias significativas segtn el Test de comparaciones multiples de Duncan (P < 0,05). AG;: 4cido giberélico. TDZ:

thidiazuron. RCV: reguladores de crecimiento vegetal.

deformaciones y vitrificacion (Fig. 1H). En los
restantes estadios se evidencid un porcentaje
menor de respuestas con anormalidades,
dependiendo del medio de cultivo. La mayor
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Los resultados obtenidos indican que los
embriones deben tener un cierto estado de
desarrollo para germinar. En otra especie,
Nelumbo nucifera, cultivando embriones
inmaduros de 5 a 30 dias de post-polinizacion,
se concluyd que cuanto mas joven es el
embrion, mas complejo es el requerimiento
de hormonas, y se establecié la importancia
del estado de autonomia del embrién para
que el mismo tenga la habilidad de completar
su normal embriogénesis y producir una
planta con independencia de reguladores de
crecimiento (Batygina & Vasileyeva, 2003).
Este periodo varia segliin las especies y en
N. nucifera se encuentra a partir de los 10
dias después de la polinizacion (Batygina
& Vasileyeva, 2003). En Victoria cruziana,
en cambio, se evidencia que requiere mayor
tiempo, porque solo a partir de los 21 dias
puede germinar con el agregado de reguladores
de crecimiento.

En otros trabajos realizados en Royal
Botanic Gardens (Kew, Inglaterra) con V.
cruziana, se menciona que el periodo de
maduracion de frutos, desde post-polinizacion
hasta la apertura del fruto puede ser de 33 a
90 dias (Mazzini, 2003). Este rango de dias
hasta la apertura depende de la temperatura
del agua, lo que no fue considerado en esta
experiencia dado que las plantas crecian en un
clima subtropical y el desarrollo de la especie
es desde principios de primavera a verano (Fig.
1A), desapareciendo la parte aérea con los
primeros frios o heladas.

El AG,, en este experimento ha contribuido
de dos maneras: por un lado, favoreciendo la
conversion en plantas del embrién inmaduro
y, por otro lado, la formacion de raices (efecto
de reversion del crecimiento vegetativo
promoviendo el enraizamiento) (Fig. 1J), ya
comprobado en Prunus avium (L.) L. (Ford et
al.,2002) o el crecimiento de las raices a través
de la modulacion de factores de transcripcion
relacionados con el proceso de enraizamiento
como en Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.
(Hardtke, 2003). También se lo ha empleado
para estimular el crecimiento de rizomas en
Nelumbo nucifera (Kane et al., 1988).

El agregado de AG, y agar solamente han
sido empleados con éxito en la obtencion
de plantas a partir de semillas de frutos

maduros de Victoria amazonica (Mazzini,
2003). También se menciona que, si bien es
una hormona que rompe la dormancia de las
semillas causando una germinacion abundante
y uniforme, una alta concentracion puede
causar una inhibicidén en el crecimiento y
puede tener efectos posteriores en las plantas,
impidiendo el crecimiento de la primera hoja
filiforme (Mazzini, 2003).

En esta experiencia debemos mencionar que,
aunque el porcentaje de conversion a plantas
fue elevado en los medios conteniendo TDZ, las
plantas obtenidas al cabo del mes desarrollan
una raiz incipiente (Fig. 1I). La radicula
no diferenciada en el embrion es frecuente
en muchas hidréfilas y aparece después de
producida la germinacion (Sculthorpe, 1967).
En esta especie, Valla (1976) afirma que
recién con la segunda hoja comienzan a
insinuarse los apices de las primeras raices
adventicias. En Nymphaea “Daubeniana”,
Jenks et al. (1990) usaron el TDZ, con éxito
para estimular el crecimiento y desarrollo de
yemas epifilas en nenufares, reemplazando al
2-isopentenil adenina luego de que el plantel
presentara problemas de vitrificacion.

La extraccion de los embriones permitié
su conversion a plantas, superando la barrera
ya reconocida de la dormancia impuesta
por la presencia de una capa impermeable
(Crocker, 1907) o embriones subdesarrollados,
caracteristicas de las familias mas primitivas
de las angiospermas existentes, como
Nymphaeales, llamadas colectivamente grupo
ANITA (Baskin & Baskin, 2007), a la que
pertenece esta especie.

Nguyen (2016), empleando el cultivo de
embriones aislados de Victoria, también logro
obtener plantas, pero tuvo el inconveniente de
no contar con mucho material y el recibido fue
donado por el Kanapaha Botanical Garden.
En ese caso, las semillas fueron guardadas
en agua a 8§ °C en oscuridad por 7 meses
después de la apertura de las capsulas o
frutos, destacandose las semillas por ser
redondas con tegumento liso, complicando la
diseccion. Ademas, el autor tuvo que realizar
dos desinfecciones, incluso sobre el embridn.
Es de destacar que la epidermis externa
del tegumento seminal contiene células con
paredes lignificadas gruesas, onduladas y con
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cuticula gruesa, la que sera mas dura con el
transcurrir del tiempo porque el tegumento
externo es protector (Valla & Cirino, 1972). Al
trabajar con estadios tempranos, el proceso de
extraccion del embrion fue simple y con menor
riesgo de dafiarlo, facilitando la apertura
del tegumento seminal no endurecido y con
perisperma lechoso (Fig. 1F). Esto permite el
deslizamiento por presion del instrumental y
demora la deshidratacion del embrion durante
su manipuleo.

El desarrollo de un protocolo eficiente
de obtencion de plantas de V. cruziana
permitiria su uso como ornamental de
jardines acuaticos (Ferro et al., 1995). Otros
paises han incluido al irupé en estudios de
aplicaciones farmacéuticas, ya realizados en
otras especies de la familia Nymphaeaceae
como V. amazonica a partir de extractos
vegetales (Goleniewska-Furmanova, 1970)
y de la familia Nelumbonaceae (La ef al.,
1995; Gupta, 1996; Mukherjee & Giri, 1996;
Mukherjee et al., 1996, 1997; Barthlott et
al., 1997; Rai et al., 2006). Ademas, se la ha
empleado para realizar estudios termométricos
(Lamprecht et al., 2002).

Conclusiones

En este trabajo se presenta un procedimiento
exitoso para la regeneracion de plantas aptas
para programas de restauracion ambiental.
Se demostré que es posible obtener plantas
de irupé por cultivo in vitro de embriones
extraidos de semillas de frutos inmaduros,
dependiendo del estadio en que se encuentre.
El empleo de frutos en estadios mas avanzados
permitio la obtencion de un elevado porcentaje
de conversion de embriones en plantas,
mayor cantidad de plantas normales y menos
anormalidades morfoldgicas, a la vez que se
evitd la dormancia impuesta por la presencia de
una capa impermeable, inhibidores quimicos
o embriones subdesarrollados. El medio de
cultivo mas efectivo resultoé ser 2 MS + 10
mg/L de AG,, el cual brind6 un alto porcentaje
de plantas normales con buen desarrollo
radicular y foliar (hojas filiformes, hastadas
y peltadas), presentando mejores condiciones
para su aclimatizacion ex vitro. En futuras

241

investigaciones sera necesaria la evaluacion
de otros reguladores de crecimiento y la
adaptacion a condiciones ex vitro.
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