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Resumen

La yerba mate (llex paraguariensis St. Hil) es una especie lefiosa, dioica que se
cultiva para la utilizacion de hojas y tallos jovenes, con los cuales se prepara una
infusion Ilamada mate, apreciada por sus propiedades estimulantes. Las plantaciones
actuales provenientes de plantas de semillas presentan una gran heterogeneidad en
relacion a la productividad y homogeneidad del producto a cosecha y su condicién de
lefiosa, con gran cantidad de sustancias fendlicas, hace dificultosa la propagacion
vegetativa. La hipdtesis planteada fue que diferentes factores fisiologicos condicionan
la expresion de la rizogénesis adventicia en la yerba mate, los que en forma aisladas o
en sinergia con otros, determinaran el éxito del proceso morfogenético. Considerando
esto, el objetivo general de la presente tesis fue determinar la influencia de los
principales factores potenciales involucrados en la rizogénesis adventicia de micro- y
macro-estacas de llex paraguariensis, su participacion a lo largo de las fases de
enraizamiento, las interrelaciones y las posibles utilizaciones para la construccion de
protocolos de propagacion.

Fue posible optimizar el enraizamiento in vitro mediante la determinacion dptima
de la concentracion de sacarosa, boro y tiempo de duracién de la etapa de induccion. La
adicion de boro dejo en evidencia su relevancia como determinante de proceso, tal vez
debido al estar involucrado en la sintesis de los componentes de la pared celular. Un
incremento de la concentracion de boro durante la fase de induccion permitié obtener
un incremento de 12 % de enraizamiento. La medicion de las enzimas peroxidasas en la
zona de enraizamiento, permitié la separacion de las fases del enraizamiento y la
determinacion de la duracion de las mismas, lo que fue corroborado por los estudios
histologicos. En este sentido, la desdiferenciacion tendria una duracion que va del dia 0
al 2 (no se observan cambios anatomicos), la iniciacion seria alrededor del dia 9,
mientras que la diferenciacion de los primordios se daria cerca del dia 10-12 desde el
inicio de la induccién. La rizogénesis adventicia de vastagos in vitro y de estaca
plurinodales de yerba mate no presentan limitaciones fisicas en el crecimiento del
primordio de raiz aunque si origenes diferentes segun se trate de vastagos in vitro
(parénguima floematico) o estacas plurinodales (cambium vascular) y esta diferencia en
origenes, segun distintos métodos de propagacion y explantes (vastagos obtenidos in
vitro o esquejes de ramas semi-lefiosas) se deberia a la capacidad de desdiferenciacion

de las células presentes en tejidos de distintas edades y su respuesta a la sefial de auxina.
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Los ensayos de enraizamiento convencional mediante macro estacas permitieron
dilucidar aspectos relevantes para el éxito del mismo. En este sentido, se determind el
diametro optimo de las estacas, y que el cultivar, la condicién de crecimiento en la cual
crece la planta dadora (intensidad de radiacion PAR), la induccion y el uso de un
flavonoide como la Quercetina, tienen un efecto marcado en la respuesta al
enraizamiento. La actividad de enzimas peroxidasas durante el curso del enraizamiento
adventicio cambia segun el tratamiento de induccién, y la adicién de Quercetina y
Quercetina mas acido indolbutirico (IBA) producen un aumento de la actividad y una
mejora del sistema radical, probablemente como consecuencia de una mayor
concentracion de formas libres de hormonas auxinicas.

El contenido de fenoles en las plantas dadoras de estacas limita la respuesta a la
rizogénesis, independientemente del genotipo o edad de la planta por propiciar la muerte
oxidativa de los esquejes antes de que el proceso de rizogénesis tenga lugar. En este
sentido las condiciones de crecimiento de las plantas dadoras de estacas bajo reducida
radiacion permite mejorar sustancialmente la tasa de enraizamiento y sobrevivencia de
estacas como consecuencia de una reduccion del contenido de fenoles totales de cual
determinara una menor oxidacion.

Si bien es conocido, en muchas especies lefiosas, la disminucion de la respuesta
rizogénica en plantas adultas debido a la maduracion y el cambio de fase, la respuesta
al enraizamiento en individuos adultos de yerba mate no se correlacionaria con la edad
sino con el cultivar lo cual nos permitié determinar cultivares contrastantes en lo
referido a su capacidad de enraizamiento.

Un protocolo de propagacion agamica de individuos adultos de yerba mate
mediante enraizamiento convencional deberia contemplar bajos niveles de radiacion
durante el crecimiento de las plantas dadoras de esquejes, estacas de diametro pequefio
(semi-lefiosas), pre-tratamientos con Quercetina 500 pmolar por una hora, tratamientos
inductivos con IBA 4000 ppm en solucion alcoholica por 5 minutos, y genotipos con

elevada capacidad de enraizamiento.



Abstract

The yerba mate (llex paraguariensis St. Hil) is a woody dioic species cultivated
for its leaves and young shoots, which are used to prepare an infusion with stimulating
properties known as mate. Existing cultivations, originated from seeds, exhibit large
heterogeneity regarding productivity and quality of the harvested material; moreover,
their woody nature with a high phenolic content, hinders their vegetative propagation.

The proposed hypothesis was that several physiological factors condition the
expression of adventitious rhizogenesis in yerba mate and that, acting alone or together
with other factors, would determine the outcome of the morphogenic process.
Considering this, the general objective of the thesis was to determine the influence of
the main factors potentially involved in adventitious rhizogenesis of micro- and macro-
cuttings of Ilex paraguariensis, their role along the rooting phases and their possible use
to develop propagation protocols.

In vitro rooting was possible by determining the optimal sucrose and boron
concentration as well as the length of the induction phase. Boron addition revealed its
relevance for rooting induction, maybe due to its involvement in the synthesis of cell
wall components. An increase in boron concentration during the induction phase
allowed a 12% increase in rooting. Peroxidases measurement in the rooting zone made
it possible to separate the rooting phases and their length, which was confirmed with
histological studies. The dedifferentiation would take place from day 0 to day 2 where
no anatomical changes are observed, root primordia initiation would occur around day
9 and primordia differentiation with a visible vascular connection would take place
around days 10 to 12 from the start of the induction. Adventitious rhizogenesis from in
vitro shoots and plurinodal cuttings of yerba mate has no physical limitation for root
primordia growth even when their origins are different: phloematic parenchyma for in
vitro shoots and vascular cambium for cuttings. This origin difference would be due to
the dedifferentiation ability of cells from tissues of different age and to their response
to the auxin signal.

Conventional rooting assays using macro-cuttings made it possible to understand
some aspects relevant for its success. In this sense, optimal diameter of cuttings was
determined and it was observed that the cultivar, growth conditions of the mother plant
(PAR radiation), induction and use of a flavonoid like quercetin have a marked effect in

the rooting response. Peroxidases activity in adventitious rooting changes according to
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the induction treatment, and the addition of quercetin and quercetin plus indole butyric
acid (IBA) result in an increase in their activity and an improvement of the root system
development, as a consequence of an increase in free auxin content. The phenolic
compounds content of mother plants limits the rhizogenic response independently from
the genotype or age of the plant, because it causes oxidation of the cuttings before the
rooting takes place. Interestingly, the growth of mother plants under low radiation
allows a substantial improvement of rooting rates and the survival of cuttings as a
consequence of a reduced phenolic content and, therefore, less oxidation.

Even though it is known that there is a reduction in rooting rates as a result of
aging and phase change in many woody species, the rooting response in adult plants of
yerba mate would not be related to age but to cultivar, which lead us to the identification
of contrasting cultivars regarding their ability to root.

An agamic propagation protocol from adult plants of yerba mate through
conventional rooting should consider keeping mother plants under low radiation levels,
cuttings with small diameter (semi-woody), 1-hour treatments with quercetin 500
pmolar, inductive treatments with IBA 400 ppm in alcoholic solution for 5 minutes, and

the use of genotypes with high rooting ability.
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CAPITULO I: INTRODUCCION GENERAL:
INDUCCION DE RAICES ADVENTICIAS EN
ESTACAS CAULINARES COMO METODO DE
CLONACION DE ESPECIES ARBOREAS



Introduccion

La propagacion vegetativa de especies arbdreas con fines maderables,
industriales, ornamentales o ecolégicos mediante el enraizamiento de estacas caulinares,
constituye una alternativa valida para sortear problemas asociados con viabilidad,
germinacion y almacenaje de semillas, superar estados de dormicion, conservar
genotipos que presenten caracteres superiores y contribuir a la uniformidad genética de
una plantacion. Este procedimiento de clonacion puede ser adaptado facilmente a
muchas especies, genotipos o cultivares, posibilitando la propagacion vegetativa de
individuos élites con caracteres superiores de calidad de madera, tolerancia a
enfermedades y/o plagas, en el contexto de un programa de mejoramiento genético;
brindando a la vez, la posibilidad de obtener una considerable ganancia genética en un
corto tiempo (Ritchie 1994; Davies et al. 2017).

Muchas especies arbdreas que revisten importancia econémica y/o ecoldgica
presentan una reducida o nula capacidad para formar raices adventicias considerandose
“recalcitrantes” al procedimiento de clonacién por enraizamiento de estacas. Esto
generalmente ocurre en algunas especies de fresnos, olmos, nogal, e inclusive, yerba
mate. En cambio, en otras especies tales como pinos y alamos, la neoformacion de raices
adventicias no presenta mayores dificultades (Pijut et al. 2011). En estos casos, sin
embargo, pueden suceder, problemas asociados con la estructura del sistema radical
tales como falta de raices secundarias, tendencia a una orientacion horizontal
(plagiotropia), reducido nimero de raices o pobre distribucion en el contorno de la

estaca lo cual limitan la adopcidn de este técnica de clonacion.

Formacion de raices adventicias

El proceso de formacion de raices adventicias se diferencia de la formacion de
raices laterales debido a que éstas se originan a partir de 6rganos aéreos o partes aisladas
de la planta tales como brotes y/o tallos; mientras que el desarrollo de las raices laterales
0 secundarias, se desarrolla siguiendo un patrén estructural caracteristico a partir de la
raiz pivotante del arbol (Esau 1977; Bellini et al. 2014).

El mecanismo por el cual se induce o se regula la iniciaciéon y desarrollo de las
raices adventicias en las especies lefiosas es un proceso genético y fisioldgico afectado
por el ambiente, ain no del todo esclarecido. Se origina a partir de células
parenquimaticas proximas a los haces vasculares revistiendo cierta similitud con la
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generacion de raices laterales (Esau 1977; Steffens y Rasmussen 2016). En este
contexto, De Klerk y colaboradores (1999), establecieron que, al menos en manzano,
este proceso morfogénico ocurre en tres fases sucesivas que determinan la aparicion de
las raices en la superficie de las estacas. En la fase de des-diferenciacion las células
parenquimaticas se activan tornandose “competentes” al ser estimuladas por la accion
de auxinas y otros metabolitos secundarios relacionados con la lesidn tisular ocasionada
al momento de preparar la estaca. En la siguiente fase de iniciacion se advierte la
formacion del primordio radical resultante de divisiones celulares en diversos planos
(anticlinales y periclinales). Finalmente, sobreviene la fase de diferenciacion donde la
sefial hormonal ya no es requerida y el primordio de raiz prosigue su crecimiento y
desarrollo, se produce la conexion vascular al cilindro central y se forma una raiz que
emerge a través de la epidermis.

La formacion de raices adventicias puede originarse a partir de primordios
radicales preformados que se encuentran latentes en la estructura del tallo como sucede
en sauces y alamos; o bien, por accion antrépica mediante la estimulacion por lesion y
aplicacién hormonal (Hartmann et al. 2002; Gonin et al. 2019). Este Gltimo (lesion
tisular y aplicacion de hormonas), constituye el principal modo de formacion de raices
adventicias en la mayoria de las especies arboreas. Una vez que la rama es extraida de
la planta se originan una serie de respuestas a la lesion producida que podrian
concatenarse en la formacion de novo de un sistema radical adventicio. Sin embargo, la
pérdida de la capacidad morfogénica asociada a la edad del individuo es uno de los
factores principales que limitan la propagacion vegetativa de muchas especies lefiosas
(Pijut et al. 2011) y determina la necesidad de realizar un estudio pormenorizado de los

factores internos y externos involucrados.

Aspectos fisioldgicos relacionados con el enraizamiento adventicio

La aplicacion exdgena de una auxina y la existencia de un tejido competente para
iniciar el proceso rizogenico constituyen los componentes indispensables que
determinan la neoformacion de raices adventicias (Haissig et al. 1992; De Klerk et al.
1999). En este escenario, los factores enddgenos (reguladores del crecimiento, radicales
libres, antioxidantes, macro y micro elementos, entre otros) y ambientales (intensidad
luminica y calidad espectral, oxigeno, didxido de carbono, humedad relativa,
composicion y pH del substrato, etc.) que afectan el proceso morfogénico también
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influyen en el crecimiento de la planta. Sin embargo, el papel biolégico que tendrian
estos factores en el proceso rizogénico permanece aun poco entendido, siendo la
explicacion mas simplista la interaccion de tales factores determinando la promocién o
inhibicion de la actividad hormonal y/o rejuvenecimiento del tallo.

Los factores internos, mencionados anteriormente, estan regulados a su vez por el
estado de maduracion de la planta dadora de esquejes o estacas y también de la posicion
en la que se encuentra en la planta (topdfisis) (Steffens y Rasmussen 2016).

Durante el desarrollo, muchas las plantas sufren cambios fenotipicos que forman
parte de un proceso ontogénico conocido como “maduracion”, el cual, puede ser
dividido en tres fases: vegetativa juvenil, vegetativa madura y reproductiva. En este
sentido, la maduracion se refiere a un proceso continuo que resulta en cambios estables
en el desarrollo, produciendo una disminucion de la tasa de crecimiento, incremento de
la frecuencia en el desarrollo reproductivo, y una alteracién en las caracteristicas
morfoldgicas (Greenwood et al. 1989). Al proceso de maduracion también se lo conoce
como cambio de fase (Olesen 1978; Greenwood 1995), envejecimiento, envejecimiento
ontogénico (Olesen 1978; Greenwood 1995), ontogenia, ciclofisis y envejecimiento
meristematico (Olesen 1978), llamados asi por estar localizado en el meristema, y por
lo cual las especies arbdreas pueden tener distintos niveles de maduracion (Wendling et
al. 2014a).

La visualizacion més evidente del proceso de “maduracion” es el pasaje de la fase
juvenil, a la fase reproductiva con la aparicion de las flores, y como se describié Hackett
1987 anteriormente, este cambio de fase produce modificaciones fenotipicas y también
una marcada disminucion de la capacidad de enraizamiento (Poethig 1990; Wendling et
al. 2014a). En este sentido, y particularmente en especies lefiosas, el incremento en la
edad del genotipo a propagar es un factor que frecuentemente limita la posibilidad del
enraizamiento adventicio (Pizarro y Diaz-Sala 2019; Battista et al. 2019).

La topdfisis en cambio, se refiere al efecto posicional del explante o estaca en la
planta dadora, el cual condicionara en una interaccion con la cicldfisis, la respuesta al
enraizamiento adventicio y el subsecuente crecimiento o desarrollo de las plantas
obtenidas (Hung y Trueman 2011; Wendling et al. 2014a). Normalmente en especies
lefiosas, y como consecuencia de las variaciones del crecimiento de la planta en las
distintas posiciones (topofisis), las estacas proveniente de la parte basal e interior pueden

retener mayores caracteristicas juveniles que las estacas extraidas de la porcion terminal
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y exterior lo que posibilita al material contar con mayor caracteristicas juveniles y mayor
probabilidad de enraizamiento (Pijut et al. 2011; Rasmussen et al. 2019).

Un estudio comparativo realizado con un mismo genotipo de Castanea sativa
demostr6 que en ausencia de diferencias anatomicas entre tejidos caulinares
provenientes de estacas extraidas de ramas jovenes y adultas, la division celular en
respuesta a la auxina exodgena ocurre en ambos tejidos; sin embargo, la organizacion del
meristema es inhibido en el tejido adulto (Ballester et al. 1999). En otras palabras, el
tejido logra retener la capacidad de division celular pero no la des-diferenciacion
seguida por la ocurrencia de re-diferenciacion. Curiosamente, la fase de maduracion de
plantas enteras puede ser revertida a la fase juvenil mediante el uso de técnicas de
revigorizacion (por ej. cascada serial de injertos sobre pies juveniles) capaces de
restablecer la capacidad de formar raices (Huang et al. 1992; Wendling 2014b); no
obstante, las modificaciones celulares y bioquimicas que ocurren durante el cambio de
fases y como estos efectos “reprograman” los eventos moleculares que conducen a la
inhibicion del proceso rizogénico en tejidos maduros es atn desconocido, prevaleciendo
la hipotesis de que los cambios de maduracion se originan por variacion en el grado de
metilacion del ADN (Bellini et al. 2014). Asimismo, el cambio de fases podria estar
regulado por cambios epigenéticos como los observados en mutantes de Arabidopsis
thaliana que mostraron alteraciones en la sintesis de ARN de cadenas cortas (Willmann
y Poethig 2005). La transicion entre la fase juvenil y adulta podria estar regulada por
miR156 (Wu y Poethig 2006), un microARN que controla un factor de transcripcion
miR156 necesario y suficiente para la expresion de la fase juvenil y regula el tiempo de
la transicion a la fase adulta (Wu et al. 2009).

De los factores enddgenos mencionados, las hormonas constituyen los
moduladores mas importantes del desarrollo radical (Pop et al. 2011). Las auxinas estan
involucradas en muchos aspectos del crecimiento y desarrollo de las raices de liliopsidas
(monocotileddneas) y magnoliopsidas (dicotiledoneas) (Gonin et al. 2019). Asimismo,
su transporte enddgeno polar es requerido para la induccién del proceso morfogénico en
hipocotilos y tallos de muchas especies (Da Costa et al. 2013). A pesar de que el acido
indol-acético (AlA) es la auxina natural mas abundante y la primera utilizada para
inducir rizogenesis en estacas de tallos, no es empleada cominmente en los protocolos
de clonacidn, substituyéndose principalmente por el acido indol-butirico (IBA) y en

menor medida por el acido naftalen-acético (ANA). El IBA es considerado el promotor
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de enraizamiento més eficaz en muchas especies; sin embargo su conversion en AlA es
un prerrequisito para su activacion (Strader y Bartel 2011). El nivel de auxinas activas
en un momento dado dependera del contenido de sus formas libres y conjugadas; siendo
esta Ultima una forma de inactivacion reversible mediante la union (conjugacion) con
ciertos aminoacidos, azucares o inositol (Crozier et al. 2000). El exceso de las formas
libres puede ser ademas regulado de manera irreversible (catabolismo) por
descarboxilacion oxidativa a través de la accion de enzimas peroxidasas (EC 1.11.1.7)
u otras vias alternativas (Haissig et al. 1992; Gaspar, et al. 2002). La actividad de las
auxinas implica la union de éstas a una proteina receptora ABP1 (del inglés Auxin
Binding Protein), dando lugar a una cascada de transduccién (Dharmasiri y Estelle
2004). Se requieren niveles enddgenos elevados de auxinas en la etapa temprana de
induccion del enraizamiento debiendo disminuir su concentracion a través de los
mecanismos antes mencionados una vez que se alcanza la fase de diferenciacion y
crecimiento de la raiz. En el caso de que la auto-regulacion se vea comprometida, la
elevada concentracién hormonal tendria efectos inhibitorios afectando negativamente el
proceso (De Klerk et al. 1999). La eficacia de la hormona dependera de la afinidad de
ésta para unirse a la proteina del receptor, de la concentracion de la forma libre que
alcanza las células competentes del blanco, del nivel de auxinas enddgenas y de su
estabilidad metabolica (baja en AlA, intermedia en IBA y mas alta en ANA). En el caso
particular de la yerba mate, se dispone de informacion acerca de algunos factores que
afectan el enraizamiento como el empleo de diversas auxinas, solas (Tschirsch 1979;
Smichovski 1980; Cortezzi-Graca et al. 1988) o combinadas con ciertas sustancias
antioxidantes (Caso y Dotta 1997; Tarragd 2001).

Por otra parte, es ampliamente aceptado el hecho de que las citocininas y
giberelinas actuan de manera antagénica respecto a las auxinas durante la fase de
induccidn; sin embargo, una proporcion adecuada de éstas resulta necesaria en la etapa
de crecimiento o elongacion de la raiz (Ricci et al. 2001). Otros compuestos que en
ciertas situaciones mostraron un efecto promotor del enraizamiento adventicio incluyen
a inhibidores de la sintesis de giberelinas, acido abscisico, jasmonatos, poliaminas y
brasinoesteroides que, al igual que las citocininas, podrian incrementar el nimero de
raices neoformadas (Haissig y Davis 1994).

La descripcidn de los factores que afectan la rizogénesis adventicia revela la

compleja interaccion de los mismos y pone en evidencia el hecho de que el desarrollo
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radical y su respuesta a los cambios ambientales es controlado por una compleja red de
regulacion génica (Bellini et al. 2014). Con el propdsito de identificar los genes que se
expresan durante la etapa temprana del enraizamiento de Pinus radiata y Castanea
sativa en respuesta a la aplicacion de auxinas, Sanchez y colaboradores (2007) aislaron
y caracterizaron dos transcriptos que presentaron alta homologia con el gen
SCARECROW, factor de transcripcién perteneciente al grupo de las proteinas GRAS,
involucrado en el establecimiento del meristema radical en Arabidopsis. Mas
recientemente, la caracterizacion del gen CsSCL1 y el anélisis del patron de su expresion
diferencial en microestacas competentes y no competentes permitieron localizar al
transcripto en las células involucradas en la iniciacion del meristema radical en tallos
competentes indicando el rol protagénico que tendria este gen en la fase de

desdiferenciacion y mantenimiento del meristema neoformado (Vielba et al. 2011).

Importancia en el contexto productivo de la yerba mate

En la Republica Argentina existen 212.083,59 Ha implantadas con yerba mate
(http://www.INY M.org.ar), concentrandose la produccion en las provincias de Misiones
(90,2 %) y Corrientes (9,8 %). Las condiciones agrocliméticas de la regién productora
favorece el crecimiento y desarrollo de la especie posibilitando que nuestro pais ocupe
el primer lugar en la produccién mundial de yerba mate. Por su parte, Brasil,
caracterizado por un sistema de explotacidn extractivo de los montes nativos, posee
85.000 Ha implantadas; mientras que en Paraguay ésta alcanza a 35.000 Ha (Gortari
1997).

A pesar de que nuestro pais ain mantiene su liderazgo como principal productor
de este cultivo, la produccion primaria presenta varios inconvenientes que requieren su
atencion en el mediano plazo a fin de conservar la sustentabilidad econémica y social
de la regién productora. En tal sentido, la heterogeneidad de las plantaciones
comerciales establecidas como el envejecimiento de los cultivos existentes limita la
produccion potencial del sistema y genera la necesidad de buscar soluciones
tecnoldgicas que promuevan el crecimiento del sector. En este contexto, las plantaciones
comerciales se establecen mediante el empleo de semillas provenientes de cruzamientos
al azar y, debido a que la yerba mate es una especie dioica y su polinizacidn es llevada
a cabo por medio de insectos, existe una alta variabilidad genética en la descendencia,

la cual trae el inconveniente de la heterogeneidad en las plantaciones resultantes, tanto
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desde el punto de vista productivo como en la composicién quimica y cualidades
organolépticas del material obtenido. La variabilidad intra e inter-poblacional
determinada por diferentes técnicas tales como analisis de isoenzimas (Winge et al.
1995; Wendt 2005), proteinas de almacenamiento en semillas (Gregianini y Winge
2000) y marcadores RAPD (Wendt et al. 2007) indican que, en general, la variabilidad
es mayor dentro de una misma poblacion.

Asimismo, la edad promedio avanzada que manifiesta gran parte de la superficie
implantada, causa una disminucién notable de la produccion; siendo necesario su
reemplazo por nuevas plantaciones que contemplen el uso de materiales genéticos
homogéneos con caracteres superiores, capaces de manifestar su potencial productivo
aun en condiciones adversas. En este sentido, fruto de méas de 30 afios de seleccién por
fenotipo y productividad, realizada por INTA-EEA Cerro Azul y algunas empresas
privadas del sector yerbatero, actualmente existen 14 cultivares de yerba mate inscriptos
en el Instituto Nacional de Semillas (INASE). Sin embargo, la utilizacién comercial de
los mismos es afectada por la carencia de un procedimiento de multiplicacién vegetativa
eficiente, que permita la obtencion de plantas idénticas (“clonacion”) en forma rapida y

masiva.

Antecedentes de investigacion en la tematica y planteamiento del

problema
Precedentemente se puso en evidencia que la habilidad que presenta un
determinado individuo para originar raices adventicias es afectada por diversos factores
intrinsecos entre los que se pueden mencionar genotipo, edad, naturaleza del explante,
posicion de la estaca en la planta, entre otros. En tal sentido, estudios previos realizados
en yerba mate brindaron informacién acerca de algunos aspectos fisioldgicos y
morfoldgicos relacionados tanto con la induccion del enraizamiento como con el
numero y distribucion de las raices regeneradas, determinandose que es imprescindible
la permanencia de la lamina foliar en la estaca durante el proceso ontogenético (primeras
cinco semanas de incubacién) y que ademas, existe una fuerte correlacion entre la
posicién de la hoja y la zona de regeneracion de las raices, originandose éstas en la base
del explante y en forma lineal a la hoja remanente; con lo cual, al aumentar el nimero
de hojas en la estaca, se logra una distribucion uniforme en todo el contorno de la misma.
Este hecho puso en evidencia que, desde el punto de vista anatdmico, existiria una
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conexion vascular entre la ldamina foliar y el sitio de diferenciacion celular, a través de
la cual se translocarian algunas sustancias vinculadas al proceso. De igual modo, los
resultados obtenidos demostraron por un lado, la existencia de una conexion vascular
normal entre el primordio radical y el cilindro central de la estaca y, por el otro, a
diferencia de lo que sucede en estacas plurinodales de Ilex aquifolium (Lovell y White
1986), la ausencia de impedimentos fisicos de cardcter tisular (presencia de
esclerénquima, canales secretores, canales resinosos, etc.) que impidan la emergencia
de las raices neoformadas.

La propagacion vegetativa constituye una herramienta importante para incrementar la
competitividad del sector yerbatero y promover la industrializacién de productos que
brinden una infusion con caracteristicas quimicas y organolépticas definidas producidas
a partir de genotipos adaptados a las condiciones ambientales imperantes en la zona de
cultivo. Sin embargo, el método de enraizamiento de macro-estacas (estacas
plurinodales) en la yerba mate presenta ciertas limitaciones que comprometen su
adopcion en escala comercial; por ejemplo, rapida pérdida de la capacidad de
enraizamiento debido a la edad ontogeénica, resultados contrastantes segln los afios y
pobre desarrollo del sistema radical que, de manera conjunta, afectan negativamente la
expresion génica de algunos cultivares.

En tal contexto, existen dos sistemas intensivos alternativos, micro- y mini-
estacas, empleados exitosamente en la clonacion masiva de Eucalyptus (Assis et al.
2004). Estos procedimientos revisten un alto potencial brindando una serie de ventajas
técnicas y econdmicas respecto al método de macro-estacas; por ejemplo, mejoran el
enraizamiento potencial, la velocidad del desarrollo rizogénico y la calidad del sistema
radicular resultante. El sistema de micro-estacas utiliza brotes provenientes de la fase
de multiplicacién de la micropropagacion y/o de la ulterior brotacion de las vitroplantas
resultantes; mientras que el método de mini-estacas esta basado en el enraizamiento de
brotes laterales extraidos de macro-estacas enraizadas. En ambos casos, las plantas
madres son manejadas intensivamente para producir estacas pequefias. Los huertos
clonales en condiciones de cultivo comercial son reemplazados por mini-setos obtenidos
por cultivos hidroponicos conducidos bajo condiciones ambientales estables que
brindan propagulos vigorosos y con un estado nutricional adecuado. Sin embargo y a
pesar de los esfuerzos realizados en las Gltimas décadas en pos de dilucidar los aspectos

metabdlicos que responden a diversos factores que afectan el proceso morfogénico, ain
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son necesarios mayores estudios tendientes a esclarecer los procesos que delimitan las
sucesivas etapas que lideran la formacion de un nuevo sistema radicular en estacas
caulinares.

En el caso especifico de la yerba mate, existen antecedentes relacionados con el
enraizamiento de micro-estacas que seran abordados en el capitulo correspondiente. A
la vez, el Establecimiento Las Marias ha realizado los primeros ensayos con el uso de
mini-estacas extraidas de plantas madres que crecian en condiciones hidroponicas con
resultados promisorios (Ing. Ernesto Garcia, comunicacion personal). En la literatura
existen numerosos estudios relacionados con distintos factores que afectan la
rizogénesis adventicia en la yerba mate, pero éstos en general han sido abordados desde
el punto de vista tecnoldgico sin profundizar los aspectos moleculares, bioquimicos y

fisioldgicos que se concatenan en el proceso morfogénico.
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Hipotesis de trabajo
Diferentes factores fisiologicos condicionan la expresion de la rizogénesis
adventicia en la yerba mate, los que en forma aisladas o en sinergia con otros factores

determinan el éxito del proceso morfogenético.

Objetivo general

Determinar la influencia de los principales factores potenciales involucrados en la
expresion de la rizogénesis adventicia de micro- y macro-estacas de llex paraguariensis,
su participacion a lo largo de las fases de enraizamiento, las interrelaciones y las posibles

utilizaciones para la construccion de protocolos de propagacion.

Objetivos especificos
1. Delimitar las fases que se concatenan durante el proceso de enraizamiento
in vitro de micro-estacas asociando factores bioquimicos y morfolégicos.
2. Dilucidar los factores que controlan el enraizamiento de estacas de yerba
mate, para la construccion de un protocolo de propagacién convencional

con altas tasas de enraizamiento.

El objetivo especifico 1 se abordara en el capitulo 11, mientras que el objetivo

especifico 2 sera tratado en el capitulo 111 de esta tesis.
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CAPITULO II: ENRAIZAMIENTO
ADVENTICIO DE MICRO-ESTACAS
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Introduccion

El cultivo in vitro de segmentos nodales y apices caulinares es utilizado en
procedimientos de micropropagacion de numerosas especies arboreas, ya sea con fines
de propagacion o con el propoésito de revertir los efectos negativos de la edad ontogenica
del material que se desea propagar. Esta metodologia permite estimular, a través de
subcultivos sucesivos, la re-vigorizacion o rejuvenecimiento de partes adultas a fin de
producir plantas con caracteres juveniles que brindaran un profuso sistema radicular
capaz de soportar una brotacién vegetativa activa (Diaz-Sala 2014). En este escenario,
el proceso de rizogénesis adventicia constituye el tercer y ultimo de los estados en que
Murashige (1974) divide el procedimiento in vitro que conduce a la propagacion de
plantas, después del establecimiento y multiplicacién de los explantes. El enraizamiento
de los brotes provenientes de la fase de multiplicacién es una parte importante de
cualquier sistema de micropropagacion. Este puede llevarse a cabo en condiciones in
vitro (Waldenmaier y Blinemann 1992; Diaz-Pérez et al. 1995; Bosa et al. 2003), 0 ex
vitro en sistemas de niebla (Hatzilazaroua et al. 2006; Xu et al. 2008); como asi también,
mediante el empleo de una combinacion de ambos ambientes (Welander 1983;
Zimmerman y Fordham 1985).

Independientemente del sistema elegido, el enraizamiento adventicio incluye un
proceso de desdiferenciacion, en el cual, ciertas células preexistentes alteran su patron
morfogenico para actuar como células “madres” del primordio radical (Ermel et al.
2000). El proceso consta de tres fases fisiologicas sucesivas e interdependientes
denominadas: desdiferenciacion, iniciacion y diferenciacion (De Klerk et al. 1999), las
cuales requieren de condiciones metabolicas determinadas y que son afectadas por
numerosos factores intrinsecos y extrinsecos, tal como se explicd en el capitulo anterior.

Los nutrientes minerales tienen funciones esenciales y especificas en el
metabolismo de las plantas: pueden funcionar como constituyentes de estructuras
organicas, como activadores de reacciones enzimaticas, o como vehiculos de carga y
osmorreguladores (Marschner 1995). La nutricion es un factor clave que determina la
morfogénesis de la raiz (Assis 2001) a través de los efectos en la formacion de la raiz
lateral y el control de la longitud y densidad de raices formadas. Sin embargo, para
comprender completamente la relacion entre el enraizamiento adventicio y la nutricion
mineral, necesitamos identificar él o los papeles de cada nutriente en cada fase del

proceso de enraizamiento (Blazich 1988).
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Si bien, para la optimizacion del enraizamiento adventicio, la nutricion deberia ser
completa, se han identificado la relevancia de algunos elementos minerales en la
distintas etapas del proceso rizogénico a través de la alteracion de distintos procesos
bioquimicos o fisioldgicos (De Almeida et al. 2017). En este sentido el calcio, nitrégeno,
fosforo, potasio, magnesio, boro y el zinc, han sido identificados con elementos
minerales relevantes en el proceso de rizogénesis adventicia.

El nitrogeno puede ser incorporado por sus formas de nitrato y amonio
principalmente, aunque la forma de nitrato es la que principalmente se utiliza cuando se
busca aumentar el enraizamiento ya que estimula la ramificacion de la raiz, y actla
modelando la sefial que determina el crecimiento y arquitectura, a través de proteinas
sensores NPF y NRT2 (O’Brien, et al. 2016).

El calcio es requerido para la division celular, integridad de las membranas y
también en el transporte de auxinas (Blazich 1988; Maathuis 2009).

La accion del potasio estaria relacionada a su funcion clave en la presion de
turgencia y la regulacién estomatica, siendo importante para un enraizamiento exitoso
ya que la pérdida de agua puede deshidratar el esqueje antes del desarrollo de la primera
raiz, por lo que se necesita una concentracion correcta de K. Las altas dosis de K han
demostrado ser beneficiosas para el enraizamiento en Eucalyptus dunni (Oberschelp y
Goncalves 2016).

El hierro y el manganeso promueven la actividad de enzimas peroxidasas
especificas que degradan el AIA y por lo cual la disminucién de estos dos elementos
minerales durante la fase de induccion al enraizamiento de Eucalyptus globulus produce
una mejora en el nimero de raices (Schwambach et al. 2005)

Las funciones del boro en el metabolismo de las plantas esta relacionada con la
sintesis de la pared celular, la lignificacion y la estructura de la pared celular (Hansch y
Mendel 2009), los cuales son elementos importantes en el desarrollo de la raiz. La
deficiencia de boro durante el proceso de rizogénesis adventicia resultd en una
disminucion de la tasa de enraizamiento en microestacas de Eucalyptus globulus
(Schwambach et al. 2005). Estudios realizados en Phaseolus aureus han demostrado la
necesidad del boro para el desarrollo del primordio de raiz en esquejes y este
requerimiento es necesario en la primera fase del enraizamiento, lo que estaria indicando
la posibilidad de que el boro regule los niveles enddgenos de auxina durante el desarrollo

en la primera fase del enraizamiento adventicio (Jarvis et al. 1983).
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El zinc es requerido para la biosintesis de tript6fano, un importante precursor de
auxinas (Blazich 1988). Una mayor concentracién de zinc en la fase de induccién puede
influir en la disponibilidad de auxina y la actividad de enzimas antioxidantes
generalistas como las superoxido dismutasas de Cu-Zn (Alscher et al. 2002),
favoreciendo la respuesta de enraizamiento; de hecho, “esto” se observd para
microestacas de Eucalyptus globulus, que formaron mas raices cuando la concentracion
de Zn en el medio se elevd de 9 a 60 uM (Schwambach et al. 2005). Otra accion del
zinc y en interaccion con el Cu, Mn y Fe, es a través de la mitigacion del estrés por
oxidacion ya que estos elementos minerales participan como constitutivos de numerosas
enzimas del complejo antioxidante (Oberschelp y Goncalves 2016). El exceso de Zn
puede producir inhibicion en el enraizamiento de manera similar a los metales pesados
no esenciales como el cadmio, lo que fue observado en Populus alba L. cv. Villafranca
(Castiglione et al. 2007).

En muchos casos la adicién de distintos elementos minerales, y en especial de
microelementos, en las distintas fases del enraizamiento produce variadas respuestas ya
que la provisiéon de los mismos en la etapa de crecimiento de las estacas suele ser
suficiente para un adecuado enraizamiento (Brondani et al. 2014). Una nutricion mineral
completa y bien equilibrada en las plantas dadoras de esquejes (un factor facilmente
controlable en los setos clonales), puede modular la sensibilidad y concentracion
hormonal que favorezcan el desarrollo de la raiz a un costo relativamente bajo.

Aunque el enraizamiento adventicio y la nutricion mineral estan intimamente
relacionados, no existen estudios en yerba mate que intenten caracterizar los efectos de
elementos minerales minerales especificos en cada una de las fases del proceso de
enraizamiento.

Existen numerosos trabajos en la literatura que relacionan distintos factores con
el enraizamiento in vitro de micro-estacas de varias especies del genero llex. En este
contexto, Rey y Mroginski (1988) informaron la posibilidad de obtener plantas enteras
de I. paraguariensis mediante el pretratamiento de los brotes juveniles con una solucion
de &cido naftalenacético (ANA) y ulterior cultivo en un medio semisolido desprovisto
de fitohormonas. Posteriormente, Sansberro y colaboradores (2000), informaron un
procedimiento para inducir rizogénesis adventicia mediante el tratamiento de la base de
las micro-estacas provenientes de plantas jovenes y adultas de yerba mate con una

solucion sélida compuesta por acido indolbutirico (IBA) y 3-metil-1-fenil-2-pirazolin-
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5-ona (PPZ) disuelta en talco inerte y cultivadas en vermiculita estéril impregnada con
una solucion nutritiva de composicion quimica definida. Del mismo modo, utilizando
un tratamiento de induccion con IBA, ha sido posible estimular el proceso de rizogénesis
adventicias en otras especies cogenéricas tales como I. aquifolium (Majada et al. 2000),
I. argentina, I. brevicuspis, |. microdonta, I. taubertiana, I. theezans (Sansberro et al.
2001), I. dumosa (Luna et al. 2003), I. cymosa (Awang et al. 2009), I. glabra (Sun et al.
2010), I. khasiana (Dang et al. 2011), I. crenata (Sun y Gao 2013). Por otra parte,
Horbach (2008) desarrolld un procedimiento de clonacion basado en el enraizamiento
in vitro de micro-estacas de I. paraguariensis y ulterior escalado de la produccion a
partir del enraizamiento de mini-estacas extraidas de vitro-plantas que crecian en
condiciones de invernadero, utilizando en ambos casos un tratamiento con IBA como
inductor del proceso morfogénico.

El uso generalizado de auxinas como inductor del proceso morfogénico confirma
el rol protagdnico que la actividad de tales substancias tendrian en el enraizamiento
adventicio (Nemeth 1986). Si bien, las estacas caulinares generalmente responden a la
adicion exogena de auxinas, la respuesta es dependiente del genotipo, edad ontogénica,
tipo de auxina, momento y duracion de la aplicacion (Moncousin 1991). Estudios
precedentes demostraron tempranamente la existencia de una correlacion entre el
contenido de auxinas libres en la zona basal de la estaca y la neoformacion de raices
adventicias (Berthon et al. 1989). El control del nivel enddgeno de auxinas libres esta
dado por la actividad de enzimas peroxidasas (POX) en el tejido (Gaspar et al. 1982)
por lo que la adicién de substancias capaces de inhibir o estimular la actividad
enzimatica durante una de las fases que componen el proceso tendra un impacto directo
sobre el mismo (Moncousin y Gaspar 1983). La progresiva acumulacién de auxinas en
la zona basal es un pre-requisito para generar el pico de concentracion necesario para
iniciar el proceso rizogénico (Acosta et al. 2009); sin embargo, algunos estudios indican
que el transporte basipeto puede ser regulado negativamente por estrigolactonas
(Rasmussen et al. 2012) revelando que la organogénesis seria la resultante de una
compleja interaccion entre varias fitohormonas (Da Costa et al. 2013).

Del mismo modo, los carbohidratos contribuyen a la formacion de raices
adventicias actuando como regulador osmatico y suministrando energia y carbono
necesario para la division celular, establecimiento del nuevo meristema radical y

formacion de la raiz (Druege 2009; Yaseen et al. 2013).

16



Objetivo especifico
Delimitar las fases que se concatenan durante el proceso de enraizamiento in vitro

de micro-estacas asociando factores bioquimicos y morfoldgicos.

1. Analizar el efecto que ejerce la interaccion de IBA con carbohidratos y
boro sobre la formacion de raices adventicias.

2. Determinar la actividad de enzimas peroxidasas en el curso del
enraizamiento adventicio.

3. Realizar el analisis ontogénico del primordio radical.

Materiales y métodos
Material vegetal

Los explantes utilizados fueron segmentos nodales de 1,5-2 cm de longitud
conteniendo una yema axilar, que fueron extraidos de la porcién media ramas jovenes,
no lignificadas, provenientes de plantas de yerba mate juveniles (no mas de 4 afios de
edad) y adultas (origen clonal) que crecian en macetas de 4 litros de capacidad bajo
condiciones de invernadero. Los explantes fueron lavados superficialmente con una
solucién de etanol 70 % durante 1 min, transferidos a una solucién acuosa de NaOCI
(1,5 %) adicionada con TRITON® durante 30 min y finalmente enjuagados tres veces
con agua destilada estéril. Seguidamente, éstos fueron cultivados en tubos de vidrio de
11 ml de capacidad (1 explante por tubo) conteniendo 3 ml del medio basal de
Murashige y Skoog (1962) diluido cuatro veces (MSY.) y adicionado con sacarosa 90
mM. El pH de la solucion fue ajustado a 5,8 antes de la adicion del agente gelificante
(agar SIGMA® A-1296, 0,65 %). Los medios de cultivo fueron esterilizados mediante
exposicion en autoclave (1,45 kg-cm™) durante 20 minutos.

Los cultivos fueron incubados en condiciones de luz (fotoperiodo 14 h, 116
pumol-m?2-s?, luz PAR) y temperatura controlada (27+2 °C). Al cabo de 35 dias de
incubacion, los brotes con mas de 5 mm de longitud sin sintomas de contaminacion

visibles fueron seleccionados con fines de experimentacion.
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Analizar el efecto que ejerce la interaccion de IBA con carbohidratos y boro sobre
la formacion de raices adventicias.

Se realizd un experimento preliminar con el proposito de establecer la
concentracion optima de sacarosa (30, 90, 150 y 200 mM) en las fases de induccién y
expresion del enraizamiento in vitro. A tal fin, las micro-estacas fueron cultivadas en un
medio de induccion semisélido (Phytagel 3,5 g-L!) compuesto por MSY, adicionado
con IBA 7,5 UM durante 7 dias y transferidas a un medio de diferenciacion de igual
composicion pero libre de fitohormonas hasta los 35 dias de iniciado el ensayo.

Finalmente, se realiz6 un segundo experimento a fin de analizar el efecto que
tendria el boro (B) sobre el proceso morfogénico, suplementando al medio basal
semisdlido con H3BOs a fin de establecer una concentracion final del elemento B entre
0 y 10 uM, efectuandose un experimento factorial entre las fases de induccién y
diferenciacion. En este caso, el medio de induccion fue adicionado con sacarosa 30 mM,

incrementando la misma a 90 mM durante la fase de diferenciacién.

Determinar la actividad de enzimas peroxidasas.

Se prepararon extractos enzimaticos homogeneizando 1 g de tejido vegetal fresco
en 1 ml de buffer Acetato de sodio/acido acético 0,2 M, pH 4,2 con PVP al 5% P/V y
posterior centrifugacion a 1.000 g por 10 min. La fraccién soluble (s) correspondio al
sobrenadante. Las POX i6nicamente unidas a pared (i) fueron obtenidas luego de
tratamiento del pellet con igual buffer suplementado con 1M CINa por 2 horas en
agitacion a 28°C. El sobrenadante obtenido por centrifugacion a 2.500 g por 10 min
correspondio a la fraccidn iénicamente unida a la pared. El contenido de proteina se
determind por el método de Bradford (1976) usando albumina sérica bovina como
estandar. La actividad peroxidasa se midio en una mezcla de reaccion compuesta por:
15 ul de extracto enzimatico, o-dianisidina 0,63 mM, H20> 35 mM, buffer acetato 100
mM, en un rango de pH de 3,5 a 5,5 y buffer fosfato 100 mM, en un rango de pH de 6
a 7,5. La actividad enzimatica se determino por la aparicion del producto de oxidacion
de o-dianisidina por los cambios de absorbancia a 470 nmy a 35° C (&=11,3 mM?). La
curva de saturacion de sustrato se realizd con concentraciones crecientes de H20: (5,
10, 25, 45 mM), a partir de la fraccion soluble y manteniendo constante la de o-
dianisidina (0,63 mM).
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La electroforesis catidnica se efectu6 en geles de poliacrilamida no
desnaturalizante, siguiendo el protocolo desarrollado por Laemmli (1970); mientras que
la electroforesis anionica se realizé empleando el procedimiento descripto por Reisfeld
et al. (1962). Finalmente los geles fueron revelados empleando bencidina siguiendo las

pautas establecidas por Milrad de Forchetti y Tigier (1990).

Estudios anatomicos de la rizogénesis adventicia.

Para los estudios anatdmicos se tomaron muestras de material usado como
explante (segmento inferior de los véastagos) en forma diaria desde el inicio de la
induccion y hasta la aparicion de las raices, los que se fijaron en FAA (alcohol, formol,
acido acético, 90:5:5). Para las observaciones con microscopia optica (MO) las muestras
se deshidrataron e infiltraron con parafina. La deshidratacion del material se llevo a cabo
mediante una serie de deshidratante histoldgico (BIOPUR®) y pre-impregnacion con
aclarante-pre-impregnante (BIOPUR®) (Gonzalez y Cristdbal 1997). Para la infiltracion
en parafina se dejé inicialmente el material en una solucién de alcohol ter-butilico y
aceite de parafina 1:1 en estufa a 60 °C por 8-10 h y luego se realizaron dos cambios en
parafina de 10-12 h (Johansen 1940). Se efectuaron cortes seriados transversales (CT)
y longitudinales (CL) de 12-18 um de espesor con micrétomo rotativo, coloredndose
luego con safranina — Astra blue (Luque et al. 1996) y se montaron con Balsamo de
Canada sintético.

Los preparados histoldgicos fueron observados mediante un microscopio
OLYMPUS CH30, equipado con camara de video SONY ExwaveHAD, conectado a
PC con placa digitalizadora DC 10 Plus.

Disefio experimental y analisis de los resultados

Se emplearon 10 explantes por tratamiento, repitiéndose cada experimento tres
veces. En todos los casos, los explantes fueron distribuidos completamente al azar en el
cuarto climatizado. Al finalizar cada experimento se cuantifico el nimero de explantes
que brindaron raices (porcentaje de enraizamiento), nimero de raices neoformadas por
explante y longitud promedio de las mismas. Los resultados obtenidos se expresaron
como promedio de las tres repeticiones independientes provistos del error estandar

correspondiente. Los resultados fueron sometidos a un andlisis de variancia (ANOVA)
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y las comparaciones entre las medias fueron realizadas con el test de comparacion

maltiple de Duncan empledndose un 5 % de nivel de probabilidad.

Resultados y discusién

En un sistema de micropropagacion mixotréfico, en donde la capacidad
fotosintética del propagulo es severamente restringida debido a la baja irradiancia
luminica y disminucién de la concentracion de CO», resulta imprescindible el agregado
de carbohidratos al medio de cultivo con fines energéticos y suministro de carbono
necesarios en los procesos anabdlicos propios del crecimiento y desarrollo de los
6rganos. Con esta premisa se formulo el primer objetivo especifico a fin de establecer
un nivel adecuado de sacarosa que, en combinaciéon con el tratamiento hormonal,
permitiese maximizar la tasa de neoformacion de raices adventicias a la vez que brinde
un adecuado sistema radicular.

La figura 1 muestra los resultados obtenidos transcurridos 35 dias de la induccién.
En general, el porcentaje de explantes que brindaron raices vario entre 3+2,8 y 53+12,1
% (Fig. 1a), dependiendo del nivel de sacarosa presente en el medio de cultivo en cada
una de las fases del enraizamiento. El agregado de 30 mM de sacarosa en la induccion
y 90 mM durante la diferenciacién brind6 un enraizamiento de 50+2,6 % con un sistema
radicular compuesto por 6+1,6 raices/estaca (Fig. 1b) y una longitud promedio de 8+0,9
mm (Fig. 1c).
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Figura 1. Efecto de la variacion del contenido de sacarosa durante el transcurso del
proceso morfogénico en el porcentaje de estacas enraizadas (a), nimero de raices
neoformadas por micro-estaca (b) y crecimiento de las raices resultantes (c). Las micro-
estacas fueron cultivadas en un medio de induccién compuesto por MS1/4 adicionado
con IBA 7,5 uM durante 7 dias y transferidas a un medio de diferenciacién de igual
composicion nutritiva pero libre de fitohormonas. En todos los casos, la barra indica el
promedio de tres repeticiones * el error estandar de la media. Tratamientos con letras
distintas indican diferencias significativas (p<0,05).
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Consecutivamente, pudo observarse que, en términos de efectividad, la dilacion
de la fase de induccion no favorece de manera significativa la tasa final de enraizamiento
(Fig. 2), disminuyendo la calidad del sistema radicular desarrollado debido a una mayor
proliferacion de tejidos indiferenciados (callos) en la base de la estaca (Fig. 3).
Asimismo, no se divisaron diferencias estadisticas significativas respecto a los niveles
de sacarosa ensayados, excepto cuando el periodo de induccion duré 17 dias, en donde,
un mayor contenido de azucar en el medio de cultivo estimul6 la formacion de raices
(p=0,02). Este incremento en el nivel de sacarosa y el mayor tiempo en presencia en la
hormona produjo una abundante formacién de callo con una posible reduccion de la
funcion de las raices formadas. Debido a esto, la duracion de la induccion optimo fue
considerada la de 7 dias en medio con 30 mM de sacarosa ya que posibilité altas tasas

de enraizamiento minimizando la formacion de callo (Fig. 2; 3 d)
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Figura 2. Anélisis de la interaccion entre el contenido de sacarosa y el periodo de
induccidn del proceso morfogénico sobre la tasa de formacion de raices adventicias en
micro-estacas de yerba mate cultivadas en MS1/4 adicionado con IBA 7,5 UM y
transferidas a un medio de diferenciacion de igual composicion sin fitohormonas hasta
alcanzar 35 dias de incubacion. En todos los casos, la barra indica el promedio de tres
repeticiones + el error estandar de la media. Tratamientos con letras distintas indican
diferencias significativas (p<0,05). *t: Test de Student para datos no apareados (p<0,05
para comparar las dos concentraciones de sacarosa en un mismo tiempo de induccién).
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Figura 3. Respuestas de los explantes a diferentes tiempos de induccion. A) Tiempos de induccion a) 0; b) 1; c) 5; d) 7; e) 11; f) 13; g) 15; h) 17
dias. La barra indica 5 mm.
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La modificacion del contendido de boro en los medios de induccion y expresion
permitié observar diferentes respuestas, evidenciadas a través del porcentaje de
enraizamiento obtenido. El experimento contemplo6 dos tratamientos controles siendo el
primero, control absoluto sin boro en ambos medios (induccion/ expresion) y el segundo
la concentracion de 0,27 uM de B, tanto en induccion como en expresion, concentracion
correspondiente a la dilucion ¥ de medio basal de Murashige and Skoog (1962). La
ausencia de B, en los dos medios de cultivos (induccidn y expresion) imposibilito la
obtencion de raices adventicias (Tabla 1).

Una 6ptima respuesta morfogénica se observa con la combinacion de 10 uM y
0,27 uM de boro en induccidn y expresion respectivamente en el que posibilit obtener
51,5+3,03 % de explantes enraizados con un promedio de 7,74+1,3 raices por explante
(Tabla 1).

Tabla 1 Analisis de la influencia del contenido de boro sobre el porcentaje de estacas
enraizadas y el nimero de raices neoformadas por micro-estacas de yerba mate
cultivadas en MS1/4 adicionado con IBA 7,5 UM vy transferidas a un medio de
diferenciacion de igual composicion sin fitohormonas hasta alcanzar 35 dias de
incubacion. Tratamientos con letras distintas indican diferencias significativas (Test de
Duncan p=<0,05).

Boro en uM . . . NQmero de
Enraizamiento en % raices/micro-estaca
Induccion | Diferenciacion
0 0 0 a 0 a
0,27 39,39+8,0 cde 6,03+£2,2 b
1 19,39+5,8 abc 2,83+1,4 ab
3 12,42+7,96 ab 2,67+2,2 ab
0,27
7 12,12+3,03 ab 5,67£2,4 b
10 51,51+3,03 e 7,74+1,3 b
1 46,36+9,71 de 5,83t1,4 b
0.27 3 38,48+4,52 cde 5,59+0,9 b
' 7 33,7+14,23 bcde 471+1,4 ab
10 33,33+8,01 bcde 5,47+£1,6 b

La concentracion de boro en ¥ de la concentracion del medio MS posibilitd que
un 39,3948 porciento de explantes enraicen con un promedio de 6,03+2,2 raices por
explante, menores al tratamiento de 10 UM de boro en la induccién aunque no fueron
estos valores significativamente diferentes. La ausencia de respuesta morfogeénica en el

tratamiento sin boro denota la importancia de este micro-elemento durante la rizogénesis
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adventicia, probablemente a través de su funcion estructural en la pared celular, su papel
en el mantenimiento de la funcion de lamembrana plasmatica y varias rutas metabolicas,
como asi también su efecto sobre la regulacion endogena de las auxinas en la primera
fase del enraizamiento adventicio (Jarvis et al. 1983; Parr y Loughman, 1983; Camacho-
Cristobal et al. 2008; Hansch y Mendel 2009). Esta falta de enraizamiento en ausencia
de boro también fue observado en Eucalyptus globulus por Schwambach et al. (2005) y
congruente con lo encontrado en micro estacas obtenidas de plantas de semillas de
girasol en las que se observo que la carencia de boro en la solucién nutritiva imposibilita
el crecimiento de las raices, aunque no la desdiferenciacion de los primordios
(Marschner 1995; Josten y Kutschera 1999). Otra posible explicacion de la falta de
respuesta en los tratamientos sin boro podria ser que estos tejidos, deficientes en boro,
tendrian incapacidad de controlar los dafios oxidativos que son frecuentes en especies
con alto contenido de sustancias fendlicas -como |. paraguariensis- que son liberadas al
medio extracelular cuando se prepara el vastago que serd puesto en el medio de
enraizamiento (Koshiba et al. 2009; Oiwa et al. 2013).

Actividad de enzimas peroxidasas

La medicidn de la actividad de enzimas peroxidasas (POX) en los tejidos, tanto
de hojas como de tallos en llex paraguariensis, estuvo condicionada a la puesta a punto
del protocolo de medicién el cual contemplé la evaluacion del pH 6ptimo, como asi
también la mezcla de reaccion adecuada. Un inconveniente que se suscita cuando se
desea determinar la actividad enzimatica en extractos de I. paraguariensis es la
abundante concentracion de sustancias fendlicas principalmente taninos, flavonoides y
fenoles acidos que actan como sustancias interferentes imposibilitando el
funcionamiento de la enzima en condiciones in vitro (Heck y Demejia 2007; Frizon et
al. 2015). Estas sustancias interfieren con las proteinas impidiendo que las mismas
realicen su funcién enzimatica, por lo cual la medicion de la actividad enzimaética en
extractos de tejidos vegetales crudos (sin purificacion previa) de yerba mate requiere de
una mezcla de reaccion adecuada (Tarrago et al. 2008).

La evaluacion de pH se realiz6 entre los rangos de 3,5 y 7,5 unidades de pH
determinandose que independientemente de la fraccion de enzimas peroxidasas el pH
Optimo para la medicion fue de 5,5 (Fig. 4 a, b). En general el pH de 5,5 encontrado

como Optimo para I. paraguariensis en ambas fracciones es levemente inferior al citado
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en protocolos de medicion para otras especies como Nicotiana tabacum, Brassica
oleracea capitata var. alba L. y Raphanus sativus en el que la m&xima actividad la
encuentran a pH de 6,5 (Bania y Mahanta 2012). Una particularidad que hace al éxito o
no en la medicion de la actividad de la POX en extractos de yerba mate es el correcto
valor de pH ya que variaciones de media unidad alrededor del éptimo produce grandes
cambios en la actividad de POX, hecho que demostraria una inestabilidad en las POX

de I. paraguariensis (Chattopadhyay y Mazumdar 2000).
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Figura 4. Efecto del pH sobre la actividad especifica de enzimas peroxidasas en a)
Fraccién soluble y b) Fraccion ionicamente unida a la pared en extractos de hojas
obtenidas in vitro de llex paraguariensis. Concentracion de o-dianisidina 0,63 mmy de
H202 20 mM. Utilizdndose 0,1 M de buffer acetato para el rango de pH de 3,5a5,5y
0,1 M de buffer fosfato para el rango de 6 a 7,5.

La actividad especifica (actividad de la muestra/concentracion de proteinas) de
POX en la prueba de pH fue mayor (alrededor del doble) en la fraccidén iGnicamente
unida a la pared que en la fraccion soluble. Probablemente ello se deba al tipo de 6rgano
utilizado (tallo), a la predominancia de tejidos con baja actividad meristemética y al alto
grado de lignificacion, proceso en donde intervienen activamente enzimas POX
(Whetten et al. 1998). Otra posible diferencia de actividad encontrada entre las dos
fracciones se deberia a la mayor concentracion de sustancias fenolicas y sus efectos
interferentes presentes en la fraccion de POX solubles ya que esta fraccion al ser el
producto del primer sobrenadante queda con una mayor concentracion de sustancias
interferentes (Robards et al. 1999).
La afinidad de las peroxidasas por su sustrato (peréxido de hidrégeno) se midié a
través del valor de Km siendo este valor mas bajo cuando existe una elevada afinidad

entre la enzima y su substrato. El valor obtenido de Km para H>O> fue de 6 mM, el cual
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es relativamente alto comparado a los Km reportados por Bania y Mahanta (2012) para
POX de otras especies como Nicotiana tabacum (0,250 mM), Brassica oleracea (0,370
mM) y Raphanus sativus (0,277 mM), lo que indicaria una baja afinidad de las enzimas
POX de I. paraguariensis por su sustrato (Fig. 5 a-b). En este sentido el perfil
electroforético de extractos enziméticos de I. paraguariensis demuestran la presencia
de distintas bandas de isoenzimas y diferencias en los zimogramas de POXs anidnicas
y catiénicas presentes en las dos fracciones analizadas (fraccion soluble e iGnicamente
unida a la pared) (Fig. 6). En los patrones de POXs anionicas para la fraccion soluble e
ionicamente unida a la pared se registraron 10 bandas de las cuales 3 fueron polimdrficas
para la fraccion soluble y las que presentaron peso molecular medio. Los perfiles de
POXs cationicas permitieron vislumbrar 9 bandas, para ambas fracciones de
peroxidasas, de las cuales una sola (de baja movilidad) fue monomérfica, presentando
en la fraccién i6nicamente unida a la pared bandas de movilidad intermedia, las cuales
no se manifestaron en la fraccion soluble (Fig. 6). La diversidad de bandas de isoenzimas
encontradas se deberia a que las peroxidasas son consideradas como una familia
multigénica de enzimas asociadas a la adaptacion de las plantas a la vida terrestre en
presencia de elevadas concentraciones de oxigeno; se han reportado en Oryza sativa y
en Arabidopsis thaliana 138 y 73 genes respectivamente que codifican para esta enzima
(Tognolli et al. 2002; Passardi et al. 2004). EI conocimiento del pH, el estudio de la
cinética de POX en llex paraguariensis como asi también el conocimiento de las bandas
de isoenzimas que componen las distintas fracciones permitieron realizar la medicion
de la actividad de POX en el curso de enraizamiento de segmentos de tallos in vitro y

en el enraizamiento de macro estacas mediante enraizamiento convencional (capitulo

1I).
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Figura 5. Curva de saturacion de substrato (H202) para la fraccion de enzimas
peroxidasas solubles extraidas de tejido foliar de vastagos puestos a enraizar in vitro a).
U: Actividad especifica expresada en mmoles*min-1*ml-1/mg proteina*ml-1. b)
Lineweaver-Burk.
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Figura 6. Zimogramas de POXs anidnicas y cationicas correspondientes a las fracciones
solubles (S) y ibnicamente unidas a la pared ().

La actividad especifica de enzimas POX durante el proceso de induccién al
enraizamiento in vitro de segmentos nodales muestra variaciones significativas a lo

largo del proceso (Fig. 7). La actividad de POX comienza con valores bajos y con
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tendencia a incremento en su actividad a partir del tercer dia, en el cual la actividad
aumenta significativamente hasta el dia nueve, produciéndose un descenso en el dia
diez. Esta variacion en la actividad de enzimas POX estaria delimitando las fases del
enraizamiento adventicio en llex paraguariensis al igual que en otras especies lefiosas
como manzano (De Klerk et al. 1995) y Gardenia jasminoides (Stefanos et al. 2006).
De acuerdo a Gaspar et al. (1982), la fase de desdiferenciacion es caracterizada por una
reduccion en la actividad de POX (dia 2), mientras que la fase de iniciacion por un
incremento de la actividad de la peroxidasas llegando a su pico maximo al finalizar éste
periodo (dia 9), y la fase de diferenciacién por una caida de actividad POX la cual ocurre
luego del dia 9 (Figura 7). Esta observacion de actividad POX durante el curso del
enraizamiento adventicio fue complementado con el analisis histoldgico de las

porciones basales de los vastagos puesto a enraizar.
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Figura 7. Evolucién de la actividad de enzimas peroxidasas a lo largo de periodo de
induccidn del enraizamiento adventicio de micro-estacas de yerba mate cultivadas en
MS1/4 50 g*I-1 adicionado con IBA 7,5 uM. En todos los casos, la barra indica el
promedio de tres repeticiones * el error estandar de la media. La linea punteada
representa la curva de ajuste utilizando un polinomio de tercer orden.

Histologia de enraizamiento adventicio in vitro en yerba mate
El analisis de los preparados histologicos obtenidos de los cortes de tallo a lo largo
del proceso rizogénico in vitro de brotes de |. paraguariensis permitié determinar la

duracion y los cambios histoldgicos observados durante la ontogenia de la rizogénesis
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adventicia. Fue posible asignar la duracion y la division de las etapas segun De Klerk et
al. (1995) y Jasik y De Klerk (1997) para de esta manera asociar estos eventos a los

cambios de actividad en enzimas peroxidasas.

El material utilizado como testigo fue un tallo con desarrollo de estructura
primaria el cual correspondio a la micro-estaca al inicio de la induccion (Fig. 8 A).
Internamente el material presenta epidermis uniestratificada, glabra; el cortex esta
formado por células parenquimaticas, con cloroplastos en las 4-5 capas subepidérmicas
(Fig. 8 A, e, ¢). En el limite del cortex con el floema hay una delgada capa de fibras
corticales de lumen amplio y paredes muy poco lignificadas (Fig. 8 B-C, fc). El cilindro
central presenta un anillo continuo de xilema rodeado por floema, hay ocasionales fibras
de paredes engrosadas y lumen reducido asociadas al xilema (Fig. 8 A-C, zv, fx, x). La

médula es parenquimatica (Fig. 8 A, m).

Separacion de las fases del enraizamiento adventicio

e Fase de desdiferenciacion: Esta etapa da inicio al proceso y comienza con la
réplica de algunas células gue se vuelven competentes para responder a la sefial
rizogénica de la auxina. Comprende del dia 0 al 5 de la induccion y durante esta
fase no se aprecian cambios histolégicos en los tejidos (Fig. 8 A; B; C).

e Fase de induccion: Se pudo determinar que esta fase ocurre a partir del dia 6; se
aprecian las primeras divisiones mitéticas que daran origen a la formacion del
primordio radical (Fig. 8 D, flecha). Dichas divisiones ocurren predominantemente
en células del parénquima floematico, pudiendo observarse con facilidad las fases
mitéticas, como también las sucesivas divisiones subsiguientes (Fig. 8 D-E). Las
divisiones ocurren inicialmente en toda la circunferencia del floema, originando
células que mantienen sus caracteristicas meristematicas de nicleo grande vy

citoplasma denso (Fig. 8 E).

e Fase de diferenciacién: A medida que contintan las divisiones celulares, las
mismas se concentran en areas puntuales constituyendo nédulos meristematicos
que representan el inicio de primordios radicales (Fig. 8 F-H). Los primordios se
forman en toda la circunferencia del tallo (Fig. 8 I). Algunos aceleran su

crecimiento, diferenciando un meristema apical radical bien organizado, que se
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observan alrededor del dia 12 y que continGa su crecimiento y emerge hacia el
exterior atravesando parénquima cortical y epidermis al dia 15 (Fig. 8 J-L). En esta

fase De Klerk et al. (1995) determina que la sefial de induccion al enraizamiento

ya no es requerida.

Figura 8. Histologia del enraizamiento in vitro: Secciones transversales del tallo en
diferentes dias de cultivo. (A) dia 1; (B-C) dia 5; C. igual a B, pero con luz polarizada
para mostrar elementos lignificados como las fibras y elementos traqueales; (D)
diferenciacion del primordio en el dia 6; (E) zona vascular mostrando numerosas
divisiones celulares, nétese las paredes recién formadas en las células indicadas por las
flechas; (F-G) Emergencia de las raices adventicias al dia 15; (1) Areas mesristematicas
en la circunferencia del tallo; (J-L) Emergencia de las raices. Abreviaturas: fc: fibras
corticales; pr: primordio radical; x: xilema; c: colrtex; e: epidermis; fx: fibras
xilematicas; m: médula; tc: tubos cribosos; zv: zona vascular. Flechas indican células
con figuras mitéticas. Escalas: D: 50 um, todas las restantes 0,1 mm.
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Cabe destacar que las células que dan origen a las raices adventicias son las del
parénquima floemético, hecho que no es normal en otras especies como manzana (Hicks
1987; Zhou et al. 1992; Collet et al. 1994; De Klerk et al. 1995) castafia (Vieitez y
Vieitez 1983) roble (San José et al. 1992), estado juvenil de (hiedra) Hedera helix
(Geneve et al. 1991) en las cuales las raices son originadas a partir del cAmbium
vascular. En las especies de dificil enraizamiento o en estados adultos de algunas
especies se observa una segunda alternativa de iniciacion de las raices adventicias: de
forma indirecta a partir de callos que se generan internamente por la proliferacion del
cambium como capas del lado de floema (Lowell y White 1986; Collet et al. 1994;
Altamura 1996). Este diferente origen encontrado en el enraizamiento in vitro podria
deberse a cambios en el estado fisioldgico del material utilizado el cual forma una zona
con campos meristematicos que formaran los meristemas de raices al igual que lo que

ocurre en castafia cuando se trabaja con material juvenil (Ballester et al. 1999).

Estudios previos realizados en el enraizamiento convencional de I. paraguariensis
utilizando macro-estacas, demostraron que las raices adventicias se inician a partir de
divisiones en distintos sentidos de células del cAmbium vascular (Tarragé et al. 2005).
Esta diferencia observada en la iniciacion de la rizogenesis adventicia entre macro-
estacas y micro-estacas y la formacién de maltiples primordios de raices en el contorno
del véstago en el enraizamiento in vitro estaria indicando que la induccion es mas
eficiente en este ultimo sistema probablemente por tratarse un material con mayor grado

de “juvenilidad” al igual que lo que ocurre en castafia (Ballester et al. 1999).

Consideraciones finales del capitulo

Independientemente de la concentracion de sacarosa, la utilizacion de la auxina
durante la fase de induccion es determinante para lograr enraizar micro-estacas de yerba
mate in vitro. La concentracién de sacarosa dptima para el enraizamiento in vitro de llex
paraguarensis fue de 30 mM en la induccion y 90 mM en la expresiéon. Un leve
incremento de la concentracion normal respecto del MS ¥ en el medio de induccién
produjo un aumento en el porcentaje de enraizamiento; como asi también un incremento
en el numero de raices obtenido. La necesidad de boro es determinante en el proceso y

el andlisis de la curva de POX nos permitiria separar el evento en fases
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(desdiferenciacion; induccion y expresion), las que se sustentan con los cambios
anatomicos observados.

Los estudios histologicos permitieron establecer la duracion de las diferentes
etapas del proceso rizogénico in vitro de vastagos de yerba mate y ademas identificar
las células a partir de las cuales se originan los primordios radicales estableciendo que
la banda de fibras presentes en el tallo no constituyen un obstaculo que impida la

emergencia de las raices adventicias.
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CAPITULO I1I: ENRAIZAMIENTO POR
MACRO-PROPAGACION
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Introduccion

El establecimiento de un método Util para la propagacion vegetativa de arboles
adultos de yerba mate es dificultoso debido a la reducida capacidad de enraizamiento de
las estacas. Sin embargo, no se conoce si las caracteristicas de los esquejes se asocian con
diferencias genéticas en la capacidad de enraizamiento o simplemente la capacidad de
enraizamiento es la expresion del crecimiento y la condicion de la planta dadora de la que
se obtienen los esquejes, la cual al ser expuestos a los cambios estacionales son sometidas
a una variedad de tensiones (alta temperatura, radiacion, fotoperiodo, precipitacion, etc.)
que influyen en el crecimiento y la capacidad de proporcionar material de corte (estacas
0 esquejes) que formen raices adventicias (Day y Loveys 1998; Kibbler et al. 2004; Tate
y Page 2018). El éxito en el enraizamiento de los esquejes ha sido a menudo
correlacionado con la temperatura ambiente en el momento de colectar el material para
la preparacion de los mismos (Hansen 1990). Sin embargo, el aumento del enraizamiento
no puede ser unicamente, el resultado de la temperatura por si sola, ya que la temperatura
y otros factores ambientales producirian cambios del estado fisiologico de la planta
dadora de esquejes y estos influirian en el proceso de enraizamiento (Kibbler et al. 2004;
Husen y Pal 2007). En este sentido las plantas ajustan el nivel de hormonas endégenas
libres y una variedad de otros metabolitos (azUcares, fenoles y flavonoides) con el fin de
reducir el impacto negativo de la situacion adversa (estreses abioticos). La influencia
ambiental puede actuar a través de la variacion en el nivel de auxina y ciertos fenoles que
afectan a la sensibilidad al estimulo de enraizamiento ejercido por la auxina (Curir et al.
1990; Faivre-Rampant et al. 2002). Numerosos trabajos confirman la actividad de orto-
dihidroxi fenoles como co-factores de enraizamiento o sinergistas por lo que acidos p-
cumarico, cafeico y clorogénico mejoran el enraizamiento cuando se suministran solas e
incrementan los efectos de los tratamientos inductivos usando hormonas auxinicas (Jarvis
1986). Por otra parte, trabajos anteriores demuestran que los flavonoides promoverian el
enraizamiento de estacas llex paraguariensis (Tarrago et al. 2005). Encontrandose que la
Quercetina posee un efecto no solo promotor de la rizogénesis adventicia sino también
contribuyendo a una mejora en el sistema radical por un incremento en la distribucion de
las raices alrededor del perimetro de las estacas sin afectar el nimero de raices en la
misma. En contraste, las adiciones de naringenina o rutina al medio de cultivo inhibid el
enraizamiento in vitro en micro estacas de llex dumosa (Luna et al. 2003). Al mismo

tiempo, muchas plantas naturalmente sintetizan compuestos polifenolicos en respuesta a
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estreses bidticos o abidticos (Vermerris y Nicholson 2008) los cuales son necesarios para
el funcionamiento fisiol6gico normal de las plantas ante esas condiciones, y los cuales
afectan negativamente el proceso morfogenético (Compton y Preece 1986). Ademaés de
la condicion fisiologica de las plantas dadoras de explantes, y las diferencias en su
metabolismo, la comprension de los factores morfo-fisioldgicos en funcion del estado de
madurez del vegetal podrian resolver la dificultad de enraizar estacas provenientes de
material adulto, favoreciendo la produccion en gran escala de individuos con

caracteristicas superiores.

Objetivo especifico
Dilucidar los factores que controlan el enraizamiento de estacas de yerba mate, para
la construccion de un protocolo de propagacién convencional con altas tasas de

enraizamiento.

1. Estudiar el didmetro de las estacas y su influencia en la capacidad de
enraizamiento.

2. Analizar la interaccion del estado fenoldgico de la planta madre, las
condiciones de luz solar y el contenido total de fenoles solubles.

3. Determinar la actividad de enzimas peroxidasas en el curso del

enraizamiento de estacas plurinodales de yerba mate.
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Materiales y métodos
Material vegetal

Se utilizaron dos tipos de explantes: uno proveniente de plantas que crecian en
macetas en condiciones de invernadero o de plantas con diferentes tratamientos luminicos
y otro, de plantas que crecian en condiciones de plantaciones comerciales. En ambos
casos los materiales fueron cultivares o plantas elegidas de una plantacion comercial y las
cuales sobresalian por sus caracteristicas productivas y de sanidad. Cabe aclarar que los
cultivares utilizados a esta tesis fueron de variada edad (referida a la fecha de plantacion)
y son descriptos en detalle mas adelante en cada experimento.

Plantas que crecen en condiciones de invernadero

Se utilizaron plantas adultas (mas de 10 afios) de yerba mate (cultivar SI1-49 Las
Marias S.A.C.I.F.A) que crecian en macetas de 4 | rellenadas con suelo lateritico en
condiciones de invernadero y de las cuales se extrajeron segmentos de tallos, conteniendo

4-6 fitbmeros manteniéndose 1 hoja distal con su ldmina foliar reducida al 50 %.

Induccidn al enraizamiento y condiciones de incubacion

Las estacas fueron pre-tratadas con una solucién acuosa de Quercetina (3,3",4", 5,7-
pentahidroxiflavona) 500 uM durante 2 hs (Tarrag6 et al. 2005). El procedimiento de
induccion se realizo seguidamente y consistio en sumergir la base de las estacas (2 cm)
en una solucion alcohodlica (50 % v/v) de acido indolbutirico (IBA) 4.000 ppm por 4 min
para posteriormente realizar la inmersion de las mismas en una mezcla fisica de 2 % PPZ
(1-fenil, 3-metil, pirazol —5- ona), 10 % sacarosa, 10 % Captan y talco inerte. Luego del
tratamiento antioxidante y de induccion, las estacas eran implantadas en contenedores de
150 ml de capacidad (tubetes) conteniendo perlita con 0,5 g de fertilizante de liberacion
controlada (Osmocote® 18:5:9) como substrato, e incubadas bajo condiciones ambientales
controladas. Las bandejas con las estacas se cultivaron durante 6-8 semanas en una
camara de crecimiento con una temperatura del aire de dia / noche de 25-27 / 20-22°C y
substrato a temperatura de 22 a 25°C (Fig. 9). La humedad relativa dentro de la camara
se mantuvo a 90 % durante los primeros 7 dias por un sistema de micro-aspersion y luego

disminuy6 gradualmente hasta 70 %.
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Figura 9. Camara de enraizamiento donde se realizaron la incubacién de las estacas. A)
Vista exterior de la camara B) Vista interior de la camara con las estacas de uno de los
experimentos realizados.

El fotoperiodo se mantuvo durante todo el periodo de enraizamiento a 12 h usando
20 % de la radiacion solar (150-180 umol m? s, PAR), mas el agregado de 100 pmol m-
2 st ytilizando ocho lamparas fluorescentes blancas frias (40 W) ubicadas por afuera de
la cdmara de crecimiento y a 1,8 m de altura de los esquejes (Fig. 9).

Para los diferentes ensayos se utilizaron 40 estacas por tratamiento y se realizaron

3 repeticiones. Luego de finalizado el ensayo se evaluaron los siguientes parametros
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cuantitativos: sobrevivencia (%, estacas que permanecen verdes), estacas que brindan

raices (%) y, en algunos experimentos, peso seco de raices y de brotes.

Efecto del diametro de la estaca en el enraizamiento

Para evaluar el efecto del diametro de la estaca sobre la capacidad rizogénica se
utilizaron fitomeros de distintos diametros, todos de ramas de la misma estacion de
crecimiento. Estos fueron medidos en su base y separados en tres grupos: A) estacas de
menos de 3 mm; (B) de 3a5 mmy (C) de mas de 5 mm de diametro. Las estacas una vez

preparadas fueron inducidas e incubadas segun se describid anteriormente.

Analizar la interaccion del estado fenoldgico de la planta madre, las condiciones de
luz solar y el contenido total de fenoles solubles.

Para responder a este objetivo se realizaron dos ensayos; el primer experimento
tuvo como objetivo determinar la correlacion entre la irradiancia PAR con el
enraizamiento y el segundo, el estado fendlico de la planta dadora de estacas y el
enraizamiento. Para el primer ensayo se utilizaron plantas del cultivar S1-49 cultivadas en
macetas de 4 | de capacidad llenas de tierra roja lateritica. Las plantas fueron sometidas a
diferentes irradiancias de luz cubriendo el techo, los lados este y oeste de estructuras de
marco de hierro con diferentes capas de redes de sombreado (media sombra). Cada
estructura contenia en su interior 12 macetas y los tratamientos de luz (uno por estructura)
se repitieron tres veces (Fig. 10). Las condiciones ambientales registradas a lo largo del
experimento -120 dias- fueron las siguientes: temperatura media 26,8°C (minimas de 21,2
y méximas de 32,7°C), promedio de 65 % HR (valores en el rango de 42 a 89 %).
Periodicamente se procedid a regar las macetas para mantener la humedad del suelo en
capacidad de campo. Este experimento se llevo a cabo en verano y los esquejes para los

experimentos de enraizamiento se recogieron al final del segundo periodo de crecimiento.
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Figura 10. Modificacion del contenido de fenoles totales en brotes de yerba mate mediante el crecimiento de plantas bajo diferentes niveles de
radiacion. A) Esquema general del experimento en sus dos etapas (en macetas bajo diferentes niveles de radiacion y a campo en plantas adultas.
B) Vista panoramica de la distribucion de los tratamientos de diferentes niveles de sombreados. C; D; E y F corresponden a 100, 15, 3y 1,5 % de
PPFD.
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Un segundo experimento se disefio a partir de los resultados obtenidos del
experimento anterior, para evaluar si la temporada y la estructura de dosel de las plantas
en condiciones de campo tienen un efecto sobre el proceso de enraizamiento. Este
experimento se realizd con 15 cultivares de plantas adultas que crecian en condiciones de
campo en la localidad de Gobernador Virasoro, Argentina (28° 80 20” S, 55° 85 40” W).
El sitio se caracteriza por una precipitacion media anual de 1.800 mm, distribuidos
principalmente en primavera y otofio; temperatura media de 22 °C, baja frecuencia de
heladas con suelo Ultisol. Los brotes de 35 a 40 cm de largo se recogieron de la estructura
central y periférica de cada planta (dosel interior y exterior) al final de cada periodo
estacional de crecimiento en plantas de 14 a 78 afios de edad cultivadas a diferentes
densidades (Tabla 2). El tratamiento para el traslado de los brotes al laboratorio y el
acondicionamiento realizado se describen en Tarragd et al. (2005). Los esquejes se
prepararon a partir de brotes semi-lefiosos los cuales se fraccionaron en unidades con seis
a nueve nodos (10 a 12 cm de largo, 3 a 5 mm de didmetro) y en los que se dejo

Unicamente la hoja superior reducida a la mitad retirando las restantes.

Tabla 2 Caracteristicas del germoplasma y condiciones del canopeo utilizado en el
ensayo de contenido de fenoles en hojas y su relacion en el enraizamiento. Nota: la edad
corresponde a los afios desde la implantacion hasta la fecha de coleccion del material.

Cultivar Sexo E(jad Plantas/ha Estructura del
(Afios) canopeo
A-4 Masculino 78 1.250 Abierto
A-5 Masculino 78 1.250 Abierto
A-6 Masculino 78 1.000 Abierto
A-7 Femenino 78 1.000 Abierto
A-8 Masculino 78 1.000 Abierto
A-10 Femenino 78 1.000 Abierto
V-1 Masculino 30 1.250 Abierto
V-2 Masculino 30 1.250 Abierto
V-12 Masculino 30 1.250 Abierto
V-4 Femenino 25 2.222 Medio
V-5 Femenino 27 3.300 Cerrado
V-6 Masculino 18 3.300 Cerrado
V-11 Masculino 17 3.300 Cerrado
V-16 Masculino 17 3.300 Cerrado
V-17 Masculino 17 3.300 Cerrado

Para la determinacion de fenoles totales se tomaron 125 mg de material vegetal
proveniente de hojas maduras de cada clon previamente congelado. Cada muestra fue

suspendida en 500 pl de metanol e incubada a temperatura ambiente durante 10 min.
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Posteriormente se centrifugd a 2500 g durante 10 min, recogiéndose el sobrenadante. El
sedimento se volvid a extraer en las mismas condiciones combinandose ambos
sobrenadantes. El extracto en su conjunto fue concentrado diez veces por evaporacion a
45°C. Para estimar la cantidad de compuestos fendlicos en los extractos metandlicos se
diluyeron 1:40 con agua, utilizando una mezcla de reaccion de reactivo de Folin-Ciocalteu
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania) diluido 8 veces con agua destilada (200 pl) y 20
% NaCO3 (650 pl) (Singleton y Rossi 1965). Los tubos se incubaron en la oscuridad a
temperatura ambiente durante 120 min y posteriormente se midi6 la absorbancia a 765
nm de longitud de onda con un espectrofotdmetro de absorcion molecular (Spectronic®
Genesys 5, EE.UU.). Los resultados fueron expresados en equivalente de &cido galico por
mg de hoja, sobre la base de un &cido galico de grado analitico (Sigma-Aldrich) utilizado
como reactivo para la preparacion de la curva estandar. La cuantificacion de los caffeoyl
derivados se llevé a cabo utilizando métodos validados de HPLC estandar externo,
utilizandose estdndares puros de Carl Roth. Se utiliz6 una fase inversa IB-SIL RP 18 (5
pum, 250 x 4,6 mm ID) columna Phenomenex y un gradiente que consiste en disolvente
A: agua: acido aceético (98:2); y disolvente B: metanol: acido acético (98:2). Empleandose
un amplio gradiente, desde 15 % B a 40 % B en 30 min; 40 % hasta 75 % de B en 10 min
y 75 % de B a 85 % B en 5 min. La velocidad de flujo se ajusté a 1,2 ml/min y la
identificacion y cuantificacion se llevaron a cabo por andlisis simultaneo de tiempos de
retencion y la deteccion con un detector de UV Varian 9050 y Varian 9065 detector de
fotodiodo Array a 325 nm para los derivados caffeoyl y 254 nm para la rutina. Se
inyectaron muestras con un inyector Rheodyne equipado con un bucle de 100 I (Filip et
al. 1998, 2001).

Determinacion de la actividad de enzimas peroxidasas en el enraizamiento de macro
estacas de yerba mate.

Se utiliz6 como material vegetal el clon (adulto) S149 que crecia en condiciones de
invernadero y se realizaron los siguientes tratamientos. 1) Control IBA 4000 ppm en
solucion alcohdlica por 5 minutos 2) Quercetina 500 pmolar durante 1 hora y 3)
Quercetina 500 pmolar durante 1 hora mas el tratamiento inductivo con IBA 4.000 ppm
en solucion alcoholica durante 5 minutos. La actividad de enzimas peroxidasas se medio
segun lo descripto en el capitulo 11, pero en esta oportunidad en el curso del enraizamiento

de macro estacas de yerba mate. Muestras de 5 mm de la base de las estacas y de cada
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tratamiento fueron tomadas a los 4; 8; 12 16, 20; 24; 28 y 32 dias de iniciado la induccién

(3 por dia de muestreo).

Disefio experimental y analisis de los resultados

El disefio experimental utilizado fue en bloques al azar realizdndose tres
repeticiones por tratamiento utilizandose test de Duncan y LSD test con un valor de
p<0,05 para separar las medias de los tratamientos, los cuales constaban de 24 esquejes y
los experimentos se repitieron tres veces. Los datos se analizaron con ANOVA y médulos
de regresion. Los analisis de regresion lineal se realizaron entre los valores de PPFD y
las variables: contenidos de fenoles totales; % de esquejes oxidados; % de enraizamiento;
y nimero de raices por esqueje. Para el analisis de los resultados su utilizé el Software
INFOSTAT version 2016 (Di Rienzo et al. 2016).
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Resultados y discusién

Efecto del diametro de la estaca en el enraizamiento

El estado de madurez del explante afecté notoriamente la supervivencia y ulterior
rizogénesis de los segmentos plurinodales de yerba mate (Fig. 11). En tal sentido, mas
del 50 % de las estacas con grado de madurez A y B (hasta 5 mm de diametro)
sobrevivieron en las condiciones estudiadas mientras que sélo un 15,8+10 % de las
estacas con grado de madurez C (mayor a 5 mm de diametro) superaron el estrés
traumaético propio de la técnica y mantuvieron sus funciones metabdlicas activas. En
consecuencia, 4712 y 44+7,1 % de las estacas con grados de maduracion A y B,
respectivamente brindaron raices; mientras que solo 12+8,7 % de los explantes con
maduracion C manifestaron dicho proceso morfogenético, siendo esta diferencia

estadisticamente significativa (test de Duncan, p<0,05) (Fig. 11 A, B).
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Figura 11. Efecto que ejerce el didmetro de la estaca sobre le supervivencia (A) y ulterior
rizogénesis adventicia (B) de la misma. En todos los casos, la barra indica el error estandar
de la media (SEM). Letras distintas indican diferencias significativas (test de Duncan,
p=<0,05).

Esta variacion del proceso rizogénico en funcién del didmetro y otros aspectos de
la morfologia de las estaca fue estudiada en Prunus avium por Dick y Leakey (2006) y en
Azadirachta indica por Palanisamy y Kumar (1997) concluyendo que los esquejes de
menor didmetro enraizan mejor que los de mayor didmetro y estas diferencias serian
asociadas a una menor abscision foliar de las hojas remanentes en las estacas, sumadas a
otras caracteristicas fisioldgicas diferentes entre los dos tipos de estacas. Trabajos
realizados mas recientemente por Tate y Page (2018) demuestran resultados similares a
los obtenidos en esta tesis pero trabajando con Santalum austrocaledonicum y en el cual

las estacas de diametro pequefio y medio son las que poseen mayor capacidad de
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enraizamiento; lo cual estaria asociado a una pérdida de la competencia de las células
receptoras de la sefializacion hormonal conforme avanza su grado de madurez de la
estaca. Del mismo modo, el estado de madurez del esqueje afectd el crecimiento de brotes

y raices. Esquejes preparados de la parte media y distal de la rama y correspondientes a

los grados de madurez A y B favorecieron el crecimiento tanto de brotes como de raices
(Fig. 11-12).

Figura 12. Vista de las estacas enraizadas a los 35 dias de iniciado el experimento.
Estacas con distintos didmetros A) menor a 3 mm; B) entre 3 y 5 mm; C) mayor a 5 mm.
Las barras indican 1 cm.

El peso seco promedio de raices por estaca varié entre 138+29,9 y 42+29,4 mg (A-
B y C, respectivamente); mientras que el crecimiento de los brotes fue maximo cuando
se emplearon estacas de grado B (Fig. 13). Este comportamiento diferencial de las estacas
de didmetro pequefio y mediano respecto a las de mayor diametro fue observado en
distintas especies (Leakey y Mohammed 1985; Burgess et al. 1990; Foster et al. 2000) y
estaria relacionado a un menor contenido relativo de carbohidratos, minerales y
reguladores del crecimiento en las estacas de mayor didametro, en la cuales aumenta la

proporcion de madera (Dick y Dewar 1992; OuYang, et al. 2015).
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Figura 13. Efecto que ejerce el didmetro de la estaca sobre el peso seco de raices y brotes.
En todos los casos, la barra indica el error estandar de la media (SEM). Letras distintas
indican diferencias significativas (test de Duncan, p<0,05).

Analizar la interaccién del estado fenoldgico de la planta madre, las condiciones de
luz solar y el contenido total de fenoles solubles

Las condiciones ambientales en las cuales crecen las plantas dadoras de esquejes
pueden influir en su capacidad de enraizamiento a través del cultivar, su edad y forma de
crecimiento, por lo cual se realizaron dos tipos de ensayos 1) en condiciones semi-
controladas con plantas en macetas y 2) a campo, con cultivares de distinta edad y habito
de crecimiento. En la figura 14 se puede observar el crecimiento que tuvo el clon (S149)
cuando se lo mantuvo bajo diferentes niveles de radiacion PAR en los ensayos semi-
controlados: entrenudos cortos y brotes mas compactos en las plantas que estuvieron
expuestas a 100 % de radiacion PAR (Fig. 14 A) respecto a las que estuvieron expuestas
a una radiacion de 15y 3 % (Fig. 14 B-C).
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Figura 14. Plantas de I. paraguariensis creciendo bajo diferentes niveles de radiacion.
A) 100, B) 15; C) 3y D) 1,5 % de PPFD. La barra indica 5 cm.

En la tabla 3 se presentan las variables respuesta obtenidas a partir del tratamiento
de las plantas dadoras de esquejes a distintos niveles de radiacion PAR. La oxidacion de
los esquejes vario entre 19+11 a 88+4 % cuando el nivel de irradiancia se incrementé de
1,5 % a PPFD 100 (R?=0,64). El incremento de la irradiancia determiné un aumento del

contenido de fenoles totales cuantificados a partir de las hojas obteniendo una correlacién
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positiva (R? = 0,7). De esta manera el enraizamiento adventicio disminuyo de 67+5 a 3+3
% conforme se aumento la radicacion incidente de 1,5 % a 100 % (R?=0,7) y el nimero
de raices por estaca mostré un patrén similar a las otras variables descriptas anteriormente
las cuales se vieron afectadas negativamente por los altos niveles de radiacion PAR a los

que fueran sometidas las plantas dadoras de estacas (Fig, 15).
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Figura 15. Influencia de la irradiancia PAR (PPFD) en el total de fenoles solubles,
oxidacion y enraizamiento de esquejes obtenidas de plantas que crecian en macetas.

En el experimento 2 se analizd la capacidad de enraizamiento de los esquejes
tomados de diferentes cultivares, edades de plantas y condiciones de cultivo seglin se

explicd anteriormente en materiales y métodos y se detalla en la tabla 2, y cuyos
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resultados son mostrados en la tabla 4 y en la Fig. 16. Considerando la capacidad de
enraizamiento el cultivar afectd fuertemente el éxito del proceso rizogénico (p <0,0001)
los que nos posibilitd dividir a estos en dos grupos, dificiles y faciles de enraizar (Tabla
4). Al primer caso (de enraizamiento dificil) corresponderian los cultivares que enraizan
entre 20 al 30 %, mientras que los de facil enraizamiento serian aquellos que enraizan
entre el 40 y 90 %. En consecuencia los cultivares A-6, A-7, V-2, V-5, V-6, y V-17-
podrian considerarse como cultivares dificiles de enraizar, mientras que A-4, A-5, A-8,
V-1,V-4,V-11,V-12,V-16, y SI49 serian cultivares de facil enraizamiento (Tabla 4; Fig.
17). Considerando la edad de los cultivares estudiados, el analisis estadistico no mostré
una relacién positiva entre el enraizamiento y la edad de la planta donante, mientras que
la época en que se colectaron los esquejes tuvo un efecto variable y depende del cultivar.
En la mayoria de los casos, el enraizamiento fue mayor en primavera y verano que en el
otofio (p<0,0001) con la excepcion de A-8 (Tabla 4). Si bien, no se ha encontrado
correlacion entre la capacidad de enraizamiento y la estructura del dosel de las plantas,
cuando la densidad vari6 de 1.000 a 5.300 plantas por hectérea, la posicién de las ramas
de la planta madre (interior y exterior del canopeo) afectd la capacidad de enraizamiento,
dependiendo de la temporada y del cultivar. De hecho, el enraizamiento de los clones A-
5y V-11 (78 y 17 afos de edad, respectivamente) fue mayor en primavera y el mejor
resultado se obtuvo cuando los esquejes se recogieron de las ramas interiores del dosel.
De lo contrario, el verano tuvo un efecto positivo sobre el proceso de enraizamiento de
V-1, V-12, V-16, con una mayor interaccion entre la posicion del dosel y el cultivar.
Aunque los cultivares -1y V-12 tenian la misma edad, densidad y pertenecian a cultivos
en igual densidad, los resultados obtenidos fueron dispares respecto al porcentaje de
enraizamiento de las estacas obtenidas del interior o exterior del canopeo aunque los
esquejes tomados del interior del canopeo tienen, en general, una mejora en su capacidad
de enraizamiento.

En general, los niveles de compuestos fenolicos solubles fueron mayores en las
hojas sometidas a condiciones de alta irradiacion obtenidas de la periferia de la copa,
respecto a las muestras recogidas del dosel interior (Tabla 4; Fig. 16), lo que se
correlaciona con el patron de oxidacién observado, excepto en los clones A-4, A-8, A -
10, y V-5, en los cuales el contenido de compuestos fendlicos fue bajo y la oxidacion de
las estacas también. Ello permite inferir que los resultados de la oxidacion de las estacas

no deberia ser explicado s6lo por el contenido total de fenoles y que dependera del cultivar
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(Tabla 4). La fig. 16 muestra la relacion entre el enraizamiento y el contenido de fenoles
totales para todos las cultivares estudiados y segun el lugar de extraccion de las estacas
(interior y exterior del canopeo), pudiéndose observar claramente que el contenido de
fenoles totales es mayor en los brotes extraidos de la periferia del conopeo (circulos rojos)
que los del interior del canopeo (circulos azules) y que en general los esquejes extraidos
del interior tienen mayor tasa de enraizamiento, principalmente en verano y primavera.
Este comportamiento se deberia a que en estos momentos del afio la radiacion es mayor
lo que determinaria un mayor contenido de fenoles en los tejidos, segin se demostro en

esta tesis en el ensayo de sombreo.
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Tabla 3 Efecto del cultivar, edad de plantacion, posicion de la brotacién y contenido de sustancias fendlicas solubles en la respuesta a la
oxidacion y enraizamiento de estacas de Ilex paraguariensis extraidas del campo.

Cultivar Stand de | Estructura | Posicion C?erzgluiizgos Oxidacion : % de enraizamiento
(Edad) plantas/ha | del canopeo | del brote solubles en % Primavera Verano Otofio
i + +1 2% + + +
iy | o | s |l Sl | oear | teiol | s (s
i + + +6,0* +2.1%* +
A (T8) 1250 | Ablerto Plenrt:;?go 228%’2476261:31,31580 gé;gg 7254::62’?6 125531,4 26&53;‘;’9
ASS) | 1000 | Abiers |GG e oo | 7aze™ | losss | 1564 | 10s52
i + + +
AT (78) 1000 Abierto Pler;tliglrcl)cro 552,255;151_02,58884* 42981_8ﬂjél* 22;53,5 161?,2** 10105,2
i + +8.0* + + +
A8 (78) 1000 Abierto Pler;tliglrcl)cro 3411,601221?6&137 7%623 31661_35,123* 5651_42,65** 2;;gg
i + +2 8F** + +
ot | w0 | oo el memel [eesT s | gl o
i + + +2 O* + +
VAEO) | 120 | Abeo ptgt Tt i | aosse | 2ossd | Geise | itsss
i + + + + +
vaey | i | s ool dsles @b | s | bs |l
i + +7.3* +0,8** +
V-12 (30) | 1250 Abierto Pler:rt;;?cro 23422252733 22106,9 3162::73:?2 6552'5 767
i + + + + +
V@) | 22 | Abens |piGie st ass | 1asrs | 45 | sasts | 30i16
i + + +1.3* + +
Vet | 3 Medio |5 e 5;76‘;2421?:5,171;;1* T 2151_¢lé,33 382::35,91 o
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Tabla 3. Continuacion...

) Stand de Estructura | Posiciéon Compu_estos Oxidacion % de enraizamiento

Cultivar/edad fendlicos 0 . ~
plantas/ha | del canopeo | del brote solubles en % Primavera Verano Otofio

. Interior | 3030047984 | 32451 2022%* 7+1.9 0

V-6 (18) 3300 Medio o iterico| 51533£3.604 | 50+4 1 0 0 0
. Interior | 24,025+3.34 7+3.7 89+5% 7+35% | 16408
V-1l 3300 Medio o ierico | 35.046+1.802% | 18451 44443 27+12 | 10452

. Interior | 21.836+1.63 0 30+3%* 88+6,5% 0

V-16 (17) 3300 Medio o ifarico | 35.683+1.992%* | 2554 0 36272 0
. Interior | 309724251 36+3,7 32+6.1% 26+12 | 20+12.4
V-17(17) 3300 Medio 5 ifarico | 32.508+5,41 25+9.1 3+3 25457 | 2649

Interior | 12,834+7.64 3395 NT 70216 NT

S1-49 (14) 5600 Cerrado 5 itarico | 25.418£6.83°* | 296.4 NT 54+4.2 NT

Para la determinacion de sustancias fenolicas solubles, fueron procesadas hojas de brotes tomados de la parte interna de la planta y periféricas
a la copa correspondientes al segundo flash de brotacion (verano). Cada valor muestra la mediaxtSEM. NT no testeado. *, **, y *** refleja
diferencias significativas entre la posicion de los brotes a los niveles de P\0,05, P\0,01 y P\0,001 respectivamente.
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Figura 16. Respuesta al enraizamiento adventicio y su relacion con el contenido de fenoles totales en esquejes extraidos del interior de
canopeo (azul) o del exterior del canopeo (rojo) para el enraizamiento de otofio (A); primavera (B); y verano (C). El contenido de fenoles
totales esta expresado en equivalente de acido galico por mg de hoja.
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Figura 17. Estacas enraizadas de los clones V-16 (arriba) Sl 49 (abajo), extraidos del
exterior (A; C) y del interior (B; D) del canopeo. La barra indica 1 cm.

El contenido enddégeno de algunos difenoles (acido clorogénico, &cidos
dicafeoilquinico) y flavonoides (&cido cafeico, rutina) extraido de hojas de diferentes
clones indica que su concentracion no esté vinculada con la capacidad de enraizamiento
y su variacion estaria asociada con el cultivar y con el nivel de radiacion con que crece

la planta donante (Tabla 5).
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Tabla 4 Efecto del cultivar, estructura del canopeo, posicién del brote y sus
interacciones con el contenido de fenoles en hojas de llex paraguariensis en el segundo
flash de crecimiento.

Cultivar | Posicion | CHLA | 3,4-CQA | 3,5-CQA | 4,5-CQA CAA RUT
Vo6 Interior | 49,5+0,4 | 19+0,1 | 36,3+0,4 | 50,3+0,8 | 0,73+0,03 | 27,3+0,2
Periferico | 51+0,4 | 20,4+0,1 |56,9+0,6* | 59,6+0.6* | 0,49+0,01* | 43,4+0,5*

Interior 52+0,3 | 19,2+0,1 | 40,7+0,2 | 47,7+0,5 | 0,53+0,001 | 30+0,2
Vo Periferico | 43,1+0,3* | 17,3+0,1 |62,5+0,4* | 55+0.3* |0,44+0,004* | 44,7+0,4*
Interior | 38,6+0,2 | 28+0,3 | 54,3+0,3 | 65,5+0,6 | 0,72+0,005 | 39,4+0,4
Sh4 Periférico | 47,8+0,3* | 17,940,1* | 47,7+0,5* | 44,2+0,3* | 0,43+0,004* | 62,5+0,4*

Los datos son expresados como mg g-1 de peso seco liofilizado. EI valor medio fue
obtenido de cuatro muestras (n = 4). CHLA &cido clorogénico, 3,4-CQA 3,4-
dicaffeoylquinic acid, 3,5-CQA 3,5-dicaffeoylquinic acid, 4,5-CQA 4,5-
dicaffeoylquinic acid, CAA &cido cafeico, RUT rutina. * Diferencias significativas entre
las posiciones del brote P\0,05 (t tests).

La variacion en la capacidad de enraizamiento fue el resultado tanto de la
diferencia genotipica como del estado fisioldgico de las plantas madre. En este estudio,
la dificultad de separar los efectos medioambientales de las diferencias genéticas se
superd mediante la comparacion de esquejes de un cultivar Unico cultivado en macetas
y sometido a diferentes condiciones de irradiacién (experimento 1). El enraizamiento
evaluado a través de su porcentaje fue influenciado negativamente por la irradiacion, la
que probablemente determina una temperatura mas elevada y menor humedad relativa
a nivel del dosel. Considerando que el habitat natural de I. paraguariensis es el bosque,
bajo las sombras de los arboles de Araucaria angustifolia, en las condiciones de baja
densidad del flujo de fotones y alta humedad, el aumento de la radiacion solar y la
demanda de agua por evapotranspiracion resultante afectarian negativamente el estado
fisiologico de la planta madre (Sansberro et al. 2004). En respuesta a esta situacion
adversa, las plantas pueden sintetizar una variedad de compuestos organicos tales como
azUcares, aminoacidos y sustancias fendlicas extremadamente heterogéneas que pueden
ir desde simples monomeros a polimeros muy grandes (Bray et al. 2000; Croteau et al.
2000; Luo et al. 2008). Estas sustancias fenolicas se pueden combinar con proteinas de
manera reversible mediante enlaces de hidrégeno o de manera irreversible por
oxidacion, formando quinonas que se polimerizan rapidamente con las proteinas
mediantes enlaces covalentes (Loomis et al. 1966). Estos compuestos oxidados inhiben

la actividad de numerosas enzimas y pueden resultar en la disminucion en el
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enraizamiento y/u oxidacion letal de los esquejes, mostrando claramente una alta
correlacion entre la irradiacion y el contenido fendlico soluble en hoja que promueve la
declinacion y muerte de los esquejes cuando son puestos en condiciones de
enraizamiento (Compton y Preece 1986). Una consideracion a tener en cuenta es que
durante el periodo de crecimiento (primavera a otofio), las plantas de yerba mate tienen
tres momentos de rapida de brotacion, que se alternan con otros de poco crecimiento,
en el que las plantas pueden estar sometidas a diferentes estreses ambientales tales como
déficit hidrico y periodos de alta temperatura (Sansberro et al. 2004). Considerando lo
expuesto, se analizo el efecto de la estructura de las plantas, la época de colecta de las
estacas y la posicion de la misma en la planta en funcién de la supervivencia y
enraizamiento de esquejes. De esta manera, los resultados de los experimentos
confirmaron que el nivel de contenido fendlico soluble fue mayor a partir de las hojas
expuestas a la radiacion plena PAR 100 % que los recogidos desde la zona central de la
planta sometida a una condicion mas adecuada, sin embargo, el contenido de fenoles en
hojas no siempre muestra una correlacion con el ennegrecimiento de los esquejes. Ello
podria explicarse en base a la heterogeneidad quimica de estructura fendlica que podria
ser un estimulador o inhibidor del factor de enraizamiento adventicio (Faivre-Rampant
et al. 2002; Stefancic et al. 2007). El analisis de los compuestos fendlicos y flavonoides
individuales reveld que las condiciones del entorno pueden influir en la cantidad de
compuestos detectados, mientras que el tipo de componentes quimicos presentes en los
extractos de hojas se mantuvo estable en el medio ambiente determinado por la posicion
de la rama. En conclusion, los resultados obtenidos proporcionan evidencias que apoyan
la hipdtesis de que el estado fisiologico de la planta madre en el momento en que se
cortan esquejes es de suma importancia para el posterior enraizamiento en llex
paraguariensis. La influencia sobre el contenido total de fenoles solubles aumenta en
plantas expuestas a altas irradiancias y afecta negativamente el proceso de
enraizamiento ya que el producto de su oxidacion causa el ennegrecimiento y la muerte

de los esquejes.

Determinar la actividad de enzimas peroxidasas en el enraizamiento de macro-

estacas de yerba mate
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El efecto de la adicion de Quercetina con o sin IBA en la induccién al
enraizamiento de estacas plurinodales de yerba mate se puede observar en la figura 15.
La induccion al enraizamiento adventicio mejoré con la adicion de IBA méas Quercetina
en comparacion con los tratamientos control (IBA solo) y Quercetina. La mejora del
tratamiento Quercetina mas IBA respecto de control, solo con IBA, consistié en un
incremento del 13,8 % de enraizamiento, un mayor nimero de raices por estaca, mayor
longitud y presencia de raices secundarias (Fig. 18 A). Este efecto promotor de la
interaccion de Quercetina e IBA en el enraizamiento adventicio de yerba mate fue
observado anteriormente por Tarrago et al. (2005) y su empleo incrementaria el nimero
y la distribucion de la raices en el contorno de las estacas. La longitud de raices no
presento variaciones entre los tratamientos (Fig. 18 C) mientras que el nimero de raices
por estaca y el numero de estas que tenian raices secundarias fue mayor en el tratamiento
con Quercetina mas IBA (Fig. 18 B, D).
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Figura 18. Respuestas obtenidas de la interaccién de auxina flavonoide en el
enraizamiento de estacas de yerba mate A) Enraizamiento en %, B) Numero promedio
de raices por estaca C) Longitud de raices promedios D) NUmero de estacas con raices
secundarias.

La adicion del flavonoide quercentina previo a la induccién con IBA mejoré en

su conjunto el sistema de raices lo que posibilitara un rapido crecimiento de las yemas
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presentes en las estacas y con esto se logrard una planta (Clon) en buenas condiciones

para ser llevado al campo (Fig. 19).

Figura 19. Respuestas de distintos tipos de induccidn a las 35 de dias. A) Tratamiento
control; B) Quercetina y C) Quercetina mas IBA. La barra indica 5 cm.

Considerando la influencia de las sustancias fendlicas en curso del proceso de
enraizamiento y la delimitacion de las fases del mismo por los picos de actividad de
enzimas POX, se evalu6 los cambios de actividad a distintos tiempos desde la induccion
en tres tratamientos diferentes. 1) Control; 2) Quercetina y 3) Quercetina mas IBA. El
tratamiento Quercetina y Quercetina mas IBA produjo una disminucién de la actividad
inicial hasta el dia 4 respecto al tratamiento control. Luego del cuarto dia las actividades
especificas de POX en el tratamiento Quercetina méas IBA fue siempre inferior a la
medida de la actividad en los tratamientos sin hormona (Fig. 20). Varios trabajos han
explicado que la actividad de enzimas peroxidasas (EC 1.11.1.7) incrementa con la
pérdida de la capacidad de enraizamiento, siendo este comportamiento opuesto a la
concentracion o patron mostrados por la formas libres de auxinas (Aumond et al. 2017).
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Figura 20. Efecto de la actividad peroxidasa en el curso del enraizamiento adventicio
de estacas de yerba mate con distintos tratamientos inductivos. Las lineas punteadas
representan la curva de ajuste utilizando un polinomio de tercer orden.

El patrén de comportamiento de enzimas asociadas al estrés oxidativo como POX
es utilizado desde hace afios como marcador del proceso de rizogénesis adventicia (Fett-
Neto et al. 1992; Schwambach et al. 2008) e inclusive para la separacion de las fases
qgue componen el mismo como fuera explicitado en el capitulo anterior. Asimismo la
descripcidn de su comportamiento y asociacion con el proceso de rizogénesis adventicia
no es del todo clara, aunque hay una aceptacion de la asociacion entre el decrecimiento
de la actividad de POX durante las fases de desdiferenciacion, un incremento en la fase
de iniciacién y un decrecimiento en la fase de expresion (Nag et al. 2001; Rout 2006;
Zanoni do Prado et al. 2015). En este sentido la disminucion de la actividad de POX
inicial y el incremento posterior observado estaria correlacionado con un aumento de
las formas libres de auxinas al principio y una disminucion posterior coincidente con el
incremento de la actividad de las POX, y este patron con la mayor tasa de enraizamiento
en el tratamiento Quercetina mas IBA, hecho similar a lo que ocurre en Eucalyptus
globulus, en el que la actividad peroxidasa se relaciona de forma inversa a la capacidad
de enraizamiento (Aumond et al. 2017). El comportamiento de la curva de POX en el

tratamiento control (IBA solo) podria estar explicado por una mecanismo de inhibicion
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del complejo enzimético por la falta de sustrato lo que conduce a la enzima a una ruta

inhibitoria.

Consideraciones finales del capitulo

Estos resultados permiten concluir que el diametro de las estacas, el estado
fisioldgico de la planta madre y el tratamiento inductivo son condicionantes a la hora de
tener éxito en el enraizamiento adventicio de esquejes de yerba mate.

El didmetro de la estaca condiciona el éxito del proceso de enraizamiento; estacas
con diametros mayores a 5 mm no enraizan ni brotan con facilidad. La condicion
fisiolégica mas determinante en el éxito del tratamiento inductivo es el contenido de
sustancias fendlicas, las cuales se relacionan inversamente al porcentaje de
enraizamiento por una falta de control en la oxidacion de las misma que causa el
ennegrecimiento y muerte de la estacas antes de que se produzca la rizogénesis
adventicia.

La adicion de un tipo determinado de flavonoide (Quercetina) previo a la
induccion del enraizamiento mejora el porcentaje de enraizamiento y la calidad de
sistema de raices formado. En este sentido la induccion con IBA y el pretratamiento con
Quercetina influiria también en la actividad de peroxidasas produciendo una
disminucion inicial de su actividad, seguido de un incremento lo que posiblemente un
incremento de las formas libres de auxinas en la fase de desdiferenciacién lo que

explicaria la mejora en el enraizamiento.
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CAPITULO IV: CONCLUSIONES,
CONSIDERACIONES FINALES Y
PERSPECTIVAS FUTURAS
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Conclusiones

La rizogénesis adventicia de vastagos in vitro y de esquejes plurinodales de yerba
mate no presentan limitaciones fisicas en el crecimiento del primordio de raiz, aunque
si origenes diferentes segun se trate de vastagos in vitro (parénquima floemético) o
estacas plurinodales (cambium vascular) y ésta diferencia en origenes, segun distintos
métodos de propagacion y explantes se deberian a la capacidad de desdiferenciacion de
las células presentes en tejidos de distintas edades y su respuesta a la sefial de auxina.

En el enraizamiento in vitro, y durante la fase de induccion es necesario un
incremento en la concentracion de boro la cual es estrictamente necesaria para el proceso
de rizogénesis adventicia, y su incremento respecto a la concentracién normal de MS
produce mejoras en la respuesta al enraizamiento.

Los estudios histologicos permitieron establecer la duracion de las diferentes
etapas del proceso rizogénico in vitro de vastagos de yerba mate y ademas identificar
las células a partir de las cuales se originan los primordios radicales estableciendo que
la banda de fibras presentes en el tallo no constituyen un obstaculo que impida la
emergencia de las raices adventicias.

El contenido de fenoles en las plantas dadoras de esquejes limita la respuesta a la
rizogénesis, independientemente del genotipo o edad de la planta por propiciar la muerte
oxidativa de los esquejes antes de que el proceso de rizogénesis tenga lugar. En este
sentido las condiciones de crecimiento de las plantas dadoras de esquejes bajo reducida
radiacion permite mejorar sustancialmente la tasa de enraizamiento y sobrevivencia de
estacas como consecuencia de una reduccion del contenido de fenoles totales lo cual
determinard una menor oxidacion.

Si bien es conocida la disminucion de la respuesta rizogénica en plantas adultas
debido a la maduracion y el cambio de fase, la respuesta al enraizamiento en individuos
adultos no se correlacionaria con la edad sino con el cultivar, lo cual permiti6 determinar

cultivares contrastantes en lo referido a su capacidad de enraizamiento.

Consideraciones finales
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A partir de los resultados experimentales obtenidos de esta tesis, se cuenta con
argumentos validos para la implementacion de un protocolo de propagacion de
cultivares de yerba mate.

La validacién de la misma sienta sus bases en el cumplimiento de los objetivos
parciales propuestos, los que son expuestos en los diferentes capitulos que conforman
esta tesis.

En una etapa previa se determino la importancia de la hoja en el enraizamiento
adventicio de estacas de diversos cultivares de yerba mate obtenidas a partir de plantas
adultas que crecian en condiciones de campo, y a partir del cual se plantearon los
objetivos de la presente tesis (Capitulo I). Posteriormente se evaluaron, in vitro, la
necesidad de boro y la concentracion de sacarosa en las fases de induccion y expresion
al enraizamiento, como asi también la duracién optima de la induccién con &cido
indolbutirico. Un punto especial merece la puesta a punto de la medicién de la actividad
de enzimas peroxidasas en tejidos de yerba mate ya que la misma requiri6 ajustar el
substrato, el pH de la mezcla de reaccion y de la utilizacion de substancias antioxidantes
en el preparado de solucién enzimatica. En este sentido el ajuste del boro, la sacarosa,
el tiempo de induccién con la hormona auxinica, y el ajuste de la metodologia de
medicién de enzimas peroxidasas, permitié realizar la separacion de las fases en el curso
del enraizamiento adventicio segun los picos de actividad peroxidasas y se corroboré
con los analisis histolégicos (Capitulo I1).

El estudio del enraizamiento de macro estacas permitié conocer la relacién
negativa entre el contenido de fenoles totales en las plantas dadoras de estacas y la
capacidad de enraizamiento, a su vez el contenido de fenoles totales estaria altamente
relacionados a las condiciones ambientales en las que crece la planta y correlacionada
positivamente con la radiacidn fotosintéticamente activa. Otros factores como ser, el
diametro de las estacas utilizadas, la adicion de un tipo particular de flavonoide y la
medicion de enzimas peroxidasas en el curso del enraizamiento adventicio permitieron
ajustar un procedimiento de clonacién de cultivares adultos de yerba mate mediante la
utilizacion de macro estacas (Capitulo I11).

Finalmente los resultados obtenidos en el presente trabajo, contribuyen
significativamente al avance en el conocimiento de la rizogénesis adventicia en la yerba
mate, como un método de clonacion que permita la propagacion de cultivares con

caracteristicas superiores de produccion y tolerancias a factores bioticos y abiéticos.
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A través de la experimentacion realizada en ésta tesis se ha podido establecer
algunos de los factores que se deberian considerar a la hora de impulsar un programa de
clonacion de cultivares con caracteristicas superiores. En este sentido el estudio de las
respuestas en la capacidad de enraizamiento evaluada en diferentes cultivares adultos
de yerba mate y su discriminacion en distintas escalas (faciles y dificiles) seria la base
fundamental en una primera evaluacion de un programa de mejoramiento.

En la optimizacién del enraizamiento de estacas de arboles adulto de yerba mate
se deberia considerar la eleccion de individuos con alta capacidad de enraizamiento, el
crecimiento de las ramas dadoras de estacas bajo reducida radiacién solar, una nutricion
de elementos minerales balanceada y el pre tratamiento de las estacas con Quercetina
500 pumolar por 1 hora, y la induccion con una solucion de IBA 4000 ppm, en solucion

alcohdlica por 5 minutos.

Perspectivas futuras

Finalmente, asumiendo que los resultados del presente trabajo contribuyen
significativamente al avance de los conocimientos relacionados con el desarrollo de un
sistema de clonacion en yerba mate, el mismo también podria servir de base para abordar
futuras lineas de trabajo relacionada al conocimiento de la expresion/ represion de genes
que codifican proteinas candidatas en ser las responsables de recibir la sefializacién de
parte de la hormona auxinica empleada y que desencadenan la respuesta inductiva del
enraizamiento. Asimismo una segunda linea de trabajo podria incluir el estudio en los
cultivares contrastantes evaluados en esta tesis y su comportamiento al

rejuvenecimiento mediantes sucesivas cascadas de enraizamiento.
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