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En la regeneracion via organogénesis de yemas adventicias en Pinus taeda, tanto la composicion del medio
basal como el sistema de cultivo utilizado, han demostrado ser de suma importancia. En base a los resul-
tados obtenidos, se concluye que el medio basal compuesto por las sales de Murashige y Skoog al 50% de
su concentracion original con la adicion de Nitrégeno al 50 %, expresé una mayor produccién de yemas.
En cuanto a los sistemas de cultivo evaluados; los medios liquidos si bien no favorecieron el desarrollo de
los embriones cigéticos cultivados; al existir pocos reportes de su uso en el género Pinus, son necesarios
mayores estudios. En cambio, la utilizacion de medios semisélidos ha arrojado resultados positivos, en
cuanto al porcentaje de regeneracién de yemas adventicias via organogénesis. El empleo de un biocida
comercial y un buffer, ha permitido lograr un control quimico efectivo de la contaminacion; ademas de man-
tener el pH del medio basal en un rango 6ptimo para el cultivo. Lo que posibilitd la obtencion de un mayor
porcentaje de embriones germinados con sintomas de nula a moderada fitotoxicidad. La prueba de viabili-
dad empleada, ha sido de utilidad para confirmar la calidad de las semillas utilizadas en los experimentos
y ha hecho posible explicar algunos resultados, como ser, que la elevada falta de respuesta de los explantes
al utilizar medio liquido, se debe al sistema de cultivo. Si bien son necesarios mayores estudios, acerca de
los distintos parametros que afectan la organogénesis de yemas adventicias en P. faeda, queda demos-
trado que el microclima dentro del recipiente de cultivo, ejerce un efecto determinante para lograr una mayor
eficiencia en el uso de biorreactores de inmersion temporal, como una alternativa viable para su micropro-
pagacion a mayor escala.

INTRODUCCION

Pinus taeda es originario del sudeste de Estados Unidos, desde el este de Texas y centro de Florida hasta
el sur de Nueva Jersey, entre los 28 y 39° de latitud norte (Hampel, 2005). Fue introducido en Argentina a
finales de la década de 1940. Se cultiva en la regién litoral, desde la provincia de Buenos Aires hasta
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Misiones (Di Marco, 2014). Algunos origenes de P. taeda, como Marion y Livingston, son utilizados en la
Mesopotamia por su productividad (Pezzutti et al., 2017).

Su crecimiento exuberante le permite alcanzar de 30 a 35 metros de altura; destacandose la rectitud del
fuste y densidad de madera que, al ser blanda y liviana, es utilizada en la produccion de pasta de celulosa
y paneles aglomerados (Jiménez et al., 2014). En tal escenario, el plan de mejoramiento genético de P.
taeda inici6 en la década de 1990, conformando un trabajo en conjunto entre INTA y empresas privadas
radicadas principalmente en Misiones y Corrientes (Faustino et al., 2012). Su ejecucion posibilito la selec-
cion de familias en base a un ranking elaborado en funcion del crecimiento en volumen vy la rectitud del
fuste de las progenies respectivas; contandose actualmente con ganancias genéticas, para el caracter men-
cionado, que oscilan entre un 18 y 40% en huertos semilleros clonales del origen Marion (Faustino et al.,
2012; Schenone, 2012).

A fin de mantener esta ganancia genética y producir una amplia gama de genotipos de una poblacién; la
incorporacién de la propagacion vegetativa contribuira sustancialmente a mantener un programa silvicultu-
ral de la especie (Handley et al., 1994). La propagacion de individuos élites del género Pinus se realiza
comunmente por injertos; sin embargo, la escasa compatibilidad que se suscita entre pie (portainjerto) y
copa (injerto), limita su empleo en escala comercial (Ritter, 2017). Asimismo, la propagacién vegetativa a
través del uso de macroblastos es fuertemente influenciada por las estaciones climaticas y la edad del
material que se desea propagar (Andrejow e Higa 2007). Ante estas circunstancias, la incorporacion de las
variadas herramientas que ofrece el cultivo in vitro de tejidos vegetales podria contribuir al desarrollo de un
procedimiento de clonacién masiva que permita su uso en planes de mejoramiento genético y expansion
del cultivo.

OBJETIVO.

Estudiar el efecto que ejerce el microclima dentro del recipiente de cultivo, sobre la organogénesis de yemas
adventicias en Pinus taeda.

ANTECEDENTES.

En el caso de la regeneracién de plantas de pino por organogénesis, aunque menos estudiado que la
embriogénesis somatica, se han desarrollado protocolos a partir de la brotacion de yemas axilares y la
induccion de yemas adventicias. La primera emplea apices, yemas laterales y microestacas, mientras que
la induccion de yemas adventicias se produce sobre el explante, previa formacion de un callo a partir de
meristemos preexistentes o tejido no meristematico. Estas yemas se originan de una o varias células
cuando se cultivan con concentraciones elevadas de citoquininas (Chavez Millan y De Feria, 2012).

En la literatura existe abundante informacién que indican la posibilidad de obtener plantas de P. taeda
mediante la generacién de yemas adventicias u organogénesis (Mehra-Palta et al., 1978; Mott y Amerson,
1981; Dhumale y Newton, 1996; Tang y Ouyang, 2000; Tang y Guo, 2001), no obstante, la baja eficiencia
del procedimiento limita su adopcion. Entre las causas principales que podrian afectar negativamente la
tasa de conversion en plantas, se podria mencionar la carencia de un medio de cultivo nutricionalmente
balanceado para cada una de las fases que comprende la neoformacién de yemas adventicias y micropro-
pagacién de los brotes resultantes.

La regeneracion de plantas por organogénesis, ha sido un método que ha demostrado ser eficiente en la
propagacion comercial de muchas especies vegetales. Existen investigaciones que refieren la regeneracion
de plantas de pino por organogénesis, pero a partir de embriones cigéticos (Tang et al., 2004; Tang y
Newton, 2005; Alonso et al., 2006; Cantillo et al., 2011).
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En ese sentido, ya Zarate et al. (1997) atentos a que surgia gran atencion a la aplicacion del cultivo in vitro
para conservar especies valiosas o en peligro de extincion, propusieron establecer un protocolo de micro-
propagacion con especial referencia a las distintas fases del proceso de propagacion: (a) esterilizacion y
establecimiento del cultivo, (b) multiplicacion de yemas, (c) aislamiento de las yemas-brotes producidos
para su desarrollo y posterior enraizamiento y (d) aclimatacidn de las plantas ya enraizadas a condiciones
de suelo, con el fin ultimo de conseguir la aclimatacion de plantas y su introduccion en jardines botanicos
como parte de un proyecto mas amplio acerca del conocimiento y conservacion de especies.

A nivel mundial, la mayoria de los trabajos realizados in vitro del género Pinus, han utilizado como material
vegetal inicial embriones cigéticos de plantas mejoradas genéticamente (Nehra et al., 2005; Lelu et al.,
2006; Pullman y Skryabina, 2007). La micropropagacion en el pino es una alternativa atractiva porque con
los propagulos vegetativos, la produccion puede comenzar rapidamente después de que los resultados
obtenidos de ensayos de progenies lleguen a estar disponibles. Estas plantas madre brindan brotes o es-
tacas que luego de enraizadas y una vez que alcanzan los estandares de calidad, son plantadas en campo
para integrar plantaciones operativas (Goldfarb et al., 1999).

En coniferas, los explantes mas utilizados en cultivos de tejido, son embriones maduros e inmaduros porque
en la mayoria de las especies de coniferas es dificil inducir la organogénesis o la embriogénesis somatica
a partir de los tipos de explantes utilizados en otros cultivos (Tang y Newton, 2005). En el caso especifico
del P. taeda existen pocos trabajos en la literatura consultada que hagan referencia a la fase de elongacion
como fase previa al enraizamiento tanto ex vitro como in vitro (Tang et al., 2000). La regeneracidn de plantas
via organogénesis, ha sido un método eficiente empleado en la propagacién comercial de muchas especies
vegetales. Sin embargo, respecto al género Pinus existen pocas investigaciones sobre el tema (Cantillo ef
al., 2006), y no fueron desarrollados los protocolos para la propagacion in vitro de ninguna de las especies
de pino plantadas en el pais.

La multiplicacion se puede llevar a cabo en medios liquidos y solidos, donde la mayor parte se realiza a
través de una via gelificada con agar, haciendo que el proceso sea largo y costoso. El uso de biorreactores
con el objetivo de lograr una reduccidn en la manipulacién manual y en los costos (Ziv, 2000), presenta la
desventaja la hiperhidricidad y la oxidacion de los tejidos.

Entre los estudios de relevancia consultados con relacion a la presente investigacion, destacan las investi-
gaciones de Jiménez y Agramonte (2006) quienes presentaron un trabajo cuyo objetivo apunt6 a compen-
diar diferentes métodos de propagacion que se utilizan en especies forestales de gran importancia y como
el mas relevante se enfoca a la factibilidad de la integracién in vitro y la macropropagacion como via para
garantizar la sostenibilidad de la propagacion de dichas especies. Entre las especies analizadas para dicho
estudio se incluye al P. fadea. Entre las conclusiones se destaca el hecho de la macropropagacion como
una estrategia sostenible de reproduccidn de especies maderables para complementar los novedosos mé-
todos de cultivo in vitro en estas plantas y lograr resultados similares en la calidad de la semilla que se
utiliza tradicionalmente en la plantacion.

Igualmente, se considero la investigacidn de Sanchez et al. (2008), donde se consideraba que la micropro-
pagacion de material embrionario colectado de &rboles adultos constituye una alternativa relevante en la
propagacion masiva de fenotipos selectos, adecuados para los programas de clonacion desarrollado por
las empresas forestales. Cabe sefialar que la implementacion de esta técnica, basada en ejes embrionarios
maduros extraidos desde conos lignificados ubicados a diferentes alturas en el arbol, fueron introducidos
in vitro con el objeto de analizar la posible relacion entre el estado fisiologico del tejido formador y la res-
puesta obtenida en la micropropagacion de embriones maduros de Pinus radiata. Dentro de los resultados
logrados los embriones obtenidos desde conos ubicados en la zona basal del arbol donador mostraron los
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mejores resultados en germinacion (95%), supervivencia (100%), proliferacion de microtallos (1,7 ye-
mas/microtallos) y longitud de microtallos (25 mm); permitiendo a los autores establecer una relacion entre
el estado de desarrollo del explanto y su respuesta en condiciones artificiales de cultivo in vitro.

Posteriormente Chavez (2012) presentd un trabajo, donde el objetivo fue exponer una revision de literatura
cientifica sobre la propagacion in vitro por organogénesis del género Pinus, incluyendo un analisis de los
principales factores que de alguna forma podrian afectar el éxito de regeneracién de plantas por este mé-
todo, con énfasis en la formacion de raices tanto in vitro, como ex vitro. El estudio surgié a partir de detectar
que el del establecimiento in vitro, a partir de brotes apicales y su multiplicacion, no ha sido tan analizada
y por ello se ha limitado la obtencién regenerada por organogénesis capaces de lograr con éxito la super-
vivencia en la fase de aclimatacion. Como conclusién se destaca que el estudio abre nuevos debates y
puntos de partida en la busqueda de soluciones a dificultades que se presentan para lograr con éxito la
fase de enraizamiento in vitro o ex vitro de este género de plantas.

Mas recientemente, el trabajo de Barone et al. (2018) plantearon evaluar el efecto de diferentes medios
basales sobre la regeneracién de yemas adventicias a partir de embriones cigoticos maduros de P. taeda.
Observaron que el éxito de la propagacion in vitro, depende mayormente de la naturaleza y concentracion
de los nutrientes minerales del medio de cultivo. En su caso la composicion del medio basal influyé en la
regeneracion de yemas adventicias de P. taeda, observandose mayor produccién de yemas cuando los
embriones fueron cultivados en medio MS al 50% de su concentracion original.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se trabaj6 a partir de embriones cigéticos maduros de lotes de semillas de P. taeda (HSCA Livingston.
Codigo INASE: 19W6016KP) de distintas cosechas (2008 a la fecha). Se entiende por lote a un grupo
de semillas con algun factor en comun, por ejemplo, afio de colecta, rodal o huerto semillero, arbol plus,
punto de origen en una prueba de procedencia, entre otros. En este caso el material vegetal provino de la
Empresa Forestal Bosques del Plata S.A. (Posadas, Misiones), por lo que el lote atiende a una sola proce-
dencia.

En cuanto a calidad del lote manejado cumple con las propiedades necesarias para asegurarla, a saber,
cuenta con genuinidad (el lote de semillas deber responder a la especie y cultivar deseado); pureza (lote
libre de semillas extrafias, de semillas de malezas u otros cultivares o especies); limpias, sanas y viables.

- Establecimiento in vitro de indculos: Escarificacion y desinfeccion de semillas.
Las semillas fueron sometidas al siguiente procedimiento:

e Escarificacion: H,0,30 vol. en una concentracion de 9 g.L- por 12 h. (Barone et al., 2018).

o Desinfeccion: luego de la escarificacion, se procedio a la inmersion de las semillas en una solucién
de etanol a 70° durante 1 minuto, luego transferido a un 2,2% solucién acuosa de hipoclorito de
sodio agregada con 0,1% de TRITON® vy finalmente enjuagada tres veces con agua destilada
estéril (Barone et al., 2018).

e Los embriones cigoticos maduros extraidos de las semillas fueron cultivados individualmente en
tubos de vidrio de 15 mL de capacidad conteniendo 3 mL de medio de cultivo de regeneracion.

- Optimizacién del medio de regeneracion u organogénesis
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Se llevaron a cabo diferentes experimentos para cumplir con este objetivo:

= Efecto de la interaccion entre el contenido de nitrdgeno inorganico y benciladenina sobre la orga-
nogénesis de embriones cigoticos maduros de P. tagda

En la tabla 1 se detallan las formulaciones ensayadas, cabe sefialar que durante todos los medios ensaya-
dos fue adicionada benciladenina 4,44 uM (Barone et al., 2018), suplementados con sacarosa 30 gr. L'y
agar SIGMA® A-1296, 0,65 %. El pH de los medios de cultivo se ajusté a 5,8 con KOH o HCl antes de la
adicion del agente gelificante; esterilizandose por calor himedo mediante autoclave a 1,46 kg.cm2 durante
20 minutos.

Condiciones de cultivo: Se trabajo en el flujo laminar con pinza, bisturi y lupa. Los tubos conteniendo los
explantes fueron tapados con papel Resinite AF-50® (Casco S.A.C. Company, Buenos Aires) e incubados
en condiciones de luz (116 umol.m2. s, radiacién PAR, fotoperiodo 14 hs.) y temperatura (27+2 °C) con-
troladas.

A los 45 dias se evaluaron los siguientes parametros:

= % infectados-cultivo con contaminacion visible (bacteriana y/o fingica);

= % oxidados-cultivo con ennegrecimiento tisular;

= % germinados-embriones cigdticos maduros con tejido vivo, pero sin regeneracion
= % regenerados- embriones cigdticos maduros con estructuras neoformadas.

= N° de brotes/ explante- cantidad estructuras neoformadas por embrién cigético ma-
duro cultivado.

= Efecto de los diferentes sistemas de cultivo sobre sobre la organogénesis de yemas adventicias
en P. taeda

Se evaluaron dos sistemas de cultivo contrastantes:

= Medio semisdlido sin ventilacién por difusién.

= Medio liquido con ventilacién forzada con exposicion por inmersién temporal.
Los medios basales utilizados en esta experiencia consistieron en una solucion nutritiva de Murashinge y
Skoog (1962), Y. y Y diluidas de su formulacion original, y fuentes nitrogenadas modificadas (NHsNOsy
KNOs. N=25, 50,75 y 100% de su formulacién original). En todos los casos se adiciond benciladenina 4,44
MM (Barone et al., 2018), complementados con sacarosa 30 gr. L' y agar SIGMA® A-1296, 0.65 %.

Condiciones de cultivo: Los cultivos fueron cultivados en condiciones asépticas e incubados en condiciones
de luz (116 pmol.m2. s, radiacion PAR, fotoperiodo 14 hs.) y temperatura (27+2 °C) controladas.

A los 45 dias se evalud: % de infeccion, % oxidacion, % de embriones germinados, % regeneracion y N°
brotes/explante.

= Control quimico de la contaminacién basado en el uso de biocida comercial sobre la organogéne-
sis de yemas adventicias en P. taeda en biorreactores de inmersidn temporal
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Por antecedentes de contaminacién bacteriana en biorreactores en la especie, a los medios de cultivo li-
quido de los biorreactores se le adicion6 un biocida' comercial Delcide™ TG (5-cloro-2-metil-4-isotiazolin
3-ona 1.05 % + 2-metil-4-isotiazolin 3-ona 0.45 %) y el buffer MES monohidratado (2-(N-morpholino) etha-
nesulfonic acid) ajustado a pH: 5.8; en diferentes concentraciones (Luna et al., 2013).

El medio basal utilizado fue MS 74+N50%, benciladenina 4,44 uM, sacarosa 30 gr. L.
Condiciones de cultivo: Los cultivos fueron cultivados en condiciones asépticas e incubados en condiciones
de luz (116 pmol.m2, s, radiacién PAR, fotoperiodo 14 hs.) y temperatura (27+2 °C) controladas.

A los 45 dias se evaluaron los siguientes pardmetros: % de explantes con respuesta (indica explantes
verdes sin sintomas de ennegrecimiento tisular), rango de fitotoxicidad?, pH, % de infectados, % de rege-
neracién, N° yemas/explante.

= Efecto que ejerce el microclima dentro del recipiente de cultivo, sobre la organogénesis de yemas
adventicias en P. taeda

Sistemas de cultivo
Se evaluaron los siguientes tratamientos:

= Medio semisdlido sin ventilacion por difusién.
= Medio semisélido con ventilacién por difusin.
= Medio liquido con ventilacion forzada (presion: 0.5 bar), exposicién por inmersién

temporal (Biorreactores con inmersion completa mediante dispositivos que emplean
fuerza neumatica -RITA®)

= Medio liquido con ventilacion forzada (presién: 0.5 bar), exposicién por inmersién
temporal (Biorreactor de inmersién temporal disefio de doble recipiente denominado
BIT).
Condiciones de cultivo: Se cultivaron 50 embriones cigéticos maduros de P. taeda por recipiente conte-
niendo un medio de cultivo compuesto por diferentes concentraciones de Nitrégeno, sacarosa y adicionado
con bencilaminopurina para inducir la organogénesis de yemas adventicias. En el caso de los tratamientos
con medio semis6lido, se adicion6 agar 0.65% (Sigma A-1296). Para los biorreactores de inmersion tem-
poral automatizados se utilizaron los prototipos RITA® y para los BIT se utilizaron frascos de 300 cc con
tapas de polipropileno, provistas de 2 unidades filtrantes (nylon, 0.22 um) de 50 mm de didmetro. En los
tratamientos con ventilacion forzada, el recipiente de cultivo se inoculé con aire comprimido (presion: 0,5
bar) durante 1 min., repitiéndose esta operacion cada 4 hs. En inmersién temporal se utilizé una frecuencia
de inmersién de 4 horas con una duracion de inmersion de 1 min. Los cultivos fueron incubados en un
cuarto climatizado a 27+2°C con 14 hs de fotoperiodo (116 pmol m 2 °C y 14 hs. de fotoperiodo (180 umol
m-2 s, luz PAR). El medio basal utilizado en los biorreactores fue MS %+N50%, benciladenina 4,44 uM,
sacarosa 30 gr. L.

1 Se entienden por biocidas a las sustancias activas y preparados que contengan una o mas sustancias activas, presentados en
la forma en que son suministrados al usuario, destinados a destruir, contrarrestar, neutralizar, impedir la accién o ejercer un control
de otro tipo sobre cualquier organismo nocivo por medios quimicos o bioldgicos (http://www.senasa.gov.ar).

2 Rango de fitotoxicidad y/o efectos secundarios: es la capacidad de un compuesto de provocar un dafio o una accién no deseada
en la planta. Se interpreta como la expresion fenolégica de una afeccién metabdlica en las plantas por factores fisico- quimicos,
bidticos o abiéticos, que se pueden expresar en distintos drganos en la planta. Se suele manifestar como sintomas que van desde
quemazon de puntas de hojas, hasta clorosis parcial o general. Las consecuencias van desde la disminucién o retraso del creci-
miento hasta la pérdida total del tejido analizado. Se determiné de manera semi-cuantitativa al finalizar el experimento asignando
unvalor 1, 0.5y 0 para alta, moderada y nula fitotoxicidad, respectivamente.
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Cada recipiente conteniendo 50 embriones cigéticos maduros es considerado una unidad experimental,
realizandose tres repeticiones del experimento. Al cabo de 45 dias de cultivo se evalu6 la neoformacién de
yemas adventicias; porcentaje y promedio de explantes que presentaran respuesta; utilizando la siguiente
formula: CBF (capacidad de formacion de brotes) = (N°. Promedio de brotes por explante) + (% de explan-
tes que formaron brotes) / 100; segun la metodologia utilizada por (Lambardi et al., 1993). Numero de
yemas por explante.

Breve descripcion de los equipos de inmersion temporal

Biorreactores con inmersion completa mediante dispositivos que emplean fuerza neumatica
(RITA®).

Consiste en un vaso de cultivo de 1 L de capacidad que contiene dos compartimentos conectados por un
tubo. EI compartimento superior, contiene a los explantes, mientras que el apartado inferior contiene el
medio de cultivo. Se aplica una presion determinada en el seno del liquido y este asciende hasta el com-
partimento superior, sumergiendo los explantes. Durante el periodo de inmersion, el flujo de aire permite el
burbujeo del medio, remueve los brotes y renueva la atmésfera dentro del recipiente de cultivo. Cuando la
presion de aire baja, el medio liquido vuelve al compartimento inferior por gravedad. Por capilaridad, una
fina pelicula de medio se mantiene en contacto sobre los explantes, hasta el inicio de un nuevo ciclo (Figura

1).
Biorreactor de inmersion temporal disefio de doble recipiente denominado BIT.

Esta compuesto por dos recipientes de vidrio traslucido, uno alberga los explantes; mientras que el reci-
piente restante sirve de reservorio del medio de cultivo. Ambos recipientes se comunican mediante el prin-
cipio de vasos comunicantes proporcionado por una manguera; siendo el movimiento del fluido, propulsado
por la fuerza neumatica proveniente de un compresor. La presion positiva del aire comprimido permite el
pasaje del medio de cultivo entre los recipientes sumergiendo completamente los explantes durante la fase
de inmersién. Cumplida esta fase, el flujo de aire se invierte retornando el medio de cultivo a su respectivo
recipiente. La frecuencia y duracion de la inmersion es controlada mediante temporizadores electrénicos
que regulan el funcionamiento de las valvulas solenoides de tres vias. En el caso de la micropropagacion
autotréfica, una tercera electrovélvula conectada a la linea de retorno proveerd CO; (calidad medicinal)
durante el periodo que transcurre entre dos inmersiones (Figura 2).

Pruebas de viabilidad mediante la Prueba Topografica por Tetrazolio

A modo de complementariedad de los resultados del ensayo de semillas con testa, se realiz6 la prueba
topografica por tetrazolio, para evaluar viabilidad de las simientes cultivadas en los biorreactores y que no
germinaron durante el ensayo. EI mismo se basa en un cambio de coloracién de los tejidos vivos en pre-
sencia de una solucion de la sal de cloruro de 2,3,5-trifenil tetrazolio. Se acondicionaron las semillas reali-
zando sumersion en la solucion de tetrazolio para su tincién utilizando frascos de vidrio de 100 ml con tapa
hermética. Se incubaron en estufa (DALVO, modelo TDE/70, Buenos Aires, Argentina) a 28 °C y en oscu-
ridad durante 24 h. Una vez cumplida la tincion, las semillas se enjuagaron con abundante agua corriente
y se realizaron observaciones individuales sobre cada semilla disectada. Se utiliz6 el patrén de clasificacion
de viabilidad adaptado de Fogaga et al. (2006). Las variables se expresaron en porcentajes.

Para el analisis de las imagenes se procedié a documentar fotograficamente todas las semillas tratadas
para luego emplear el programa morfométrico Imaged Versién 1,52p (Rasband, 2007).

Andlisis estadistico: Se realizaron 4 repeticiones por tratamiento en todos los experimentos. Se cultivaron
explantes individuales empleandose 30 por tratamiento; considerandose éste una unidad. En todos los
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casos, los datos fueron sometidos al anélisis de la variancia (ANOVA) y prueba de Tukey (P=0.05), em-
pleandose el programa Infostat version 2018 (Di Rienzo et al., 2018).

RESULTADOS Y DISCUSION
Optimizacion del medio de regeneracién u organogénesis

Efecto de la interaccion entre el contenido de nitrégeno inorganico y benciladenina sobre la orga-
nogénesis de embriones cigdticos maduros de P. taeda

Luego de completar los dias de cultivo, en cuanto al porcentaje de los pardmetros evaluados se detecta
una influencia por el medio basal utilizado, el mejor resultado en cuanto al objetivo propuesto, pertenece al
medio compuesto MS % +N 50%; aunque contrastando con los demés tratamientos, no haya mostrado el
mayor porcentaje de explantes regenerados, ha sido el medio que menor numero de embriones oxidados
(25,5£20,34) y mayor numero de brotes por explante (9,4+6,06) mostr6 (Tabla 2).

En la propagacion in vitro de Pinus caribaea via organogénesis el uso de benciladenina influyé en el desa-
rrollo de las plantas in vitro, con concentraciones mayores a la utilizada en esta experiencia; se lograron los
mejores resultados en cuanto al numero y longitud de los brotes por plantas y el coeficiente de multiplicacién
(Chavez Millan, 2010).

Cedrés Gazo et al. (2015) sostienen que los embriones cigdticos, son una fuente de explantes que poseen
la capacidad de formar una nueva planta después de un proceso de germinacién. Ojeda-Zacarias et al.
(2006) obtuvieron regeneracion in vitro de Pinus maximartinezii empleando como fuente de explantes, em-
briones cigoticos maduros completos, adicionando 0,5mgl" de BAP al medio basal. Barone et al. (2018)
por su parte, comprobaron que la composicién del medio basal influye en la regeneracién de yemas adven-
ticias de P. taeda, observandose mayor produccién de yemas cuando los embriones eran cultivados en
medio MS al 50% de su concentracion original.

Efecto de los diferentes sistemas de cultivo sobre sobre la organogénesis de yemas adventicias en
P. taeda (medio semisélido-SS vs. biorreactores RITA-IT)

El porcentaje de regeneracion estuvo influenciado por el sistema de cultivo utilizado como asi también por
el medio basal. La mayor respuesta se obtuvo en SS, con los medios MS'2+N0,5 (68,89+10,18) y
MS?¥:+N0,25 (63,33+£20,82). En IT las respuestas de los embriones no fueron favorables con respecto a los
parametros evaluados (% germinados, % regenerados y N° yemas/explante), ya que no se logro registrar
resultados, mientras que los valores de contaminacion in vitro (26+45,03) fueron elevados (Tabla 3).

Al respecto Chavez (2012) demostré la importancia en esta fase del proceso de propagacion in vitro; que
tiene definir correctamente el agente gelificante y la concentracion a emplear, pues son factores que inciden
directamente en el potencial de la matriz del medio de cultivo y con ello favorecen o no que las plantas in
vitro puedan asimilar los diferentes componentes del medio de cultivo. Los resultados constituyen la base
para futuros estudios relacionados con la fase de enraizamiento in vitro en pino, el cual es considerado
recalcitrante para formar raices en sistemas artificiales.

Se ha demostrado que la automatizacion de la regeneracién Pinus pinea mediante el uso de biorreactores
es un método eficiente, mejorando el protocolo sustancialmente (Gonzalez-Cabrero et al., 2018).

Control quimico de la contaminacion basado en el uso de biocida comercial sobre la organogénesis
de yemas adventicias en P. taeda en biorreactores de inmersiéon temporal
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Los tratamientos quimicos en esta experiencia fueron evaluados a través de su eficiencia para controlar el
agente microbiano (expresada en porcentaje de cultivos sin sintomas de contaminacion visible) y su accién
sobre el crecimiento vegetativo de los explantes (produccién y elongacidn de vastagos). Ambos pardmetros
fueron cuantificados al finalizar cada experimento. Asimismo, la fitotoxicidad del biocida fue determinada
visualmente mediante la evaluacién de cambios morfolégicos, vitrificacidn y ennegrecimiento de los explan-
tes.

El biocida utilizado en el ensayo, logra inhibir en todas las concentraciones el crecimiento bacteriano en-
dofitico. Se evalud ademés el efecto que ejerce la interaccion del biocida DELCIDE™ TG (DCD) y/o en
conjunto con el buffer Acido 2-N-Morfolino etano sulfarico (MES) sobre el control del patégeno.

La mayor eficiencia en el control de la contaminacién lo registré con una concentracion 50uL DCD y 50pl
DCD + 2000ul MES, pero con la salvedad que también presento fitotoxicidad (Tabla 4).

Unos de los graves problemas para el cultivo in vitro de especies lefiosas es la contaminacion endofitica la
cual puede restringir el uso de sistemas de inmersion temporal. Para eliminar las bacterias, los antibiéticos
son afiadidos al medio de cultivo (Silva et al., 1998) o son usados en la preparacion de soluciones del
material vegetal en remojo en el comienzo del cultivo in vitro (Leifert et al., 1991; Luna et al., 2008). Des-
afortunadamente, los antibiéticos a menudo sélo ejercen un efecto bacteriostatico, lo que lleva a la seleccion
de cepas resistentes y puede llegar a inducir efectos fitotéxicos en los tejidos de las plantas (Leifert et al.,
1991; Falkiner, 1997). Los biocidas son compuestos quimicos utilizados en el control de microorganismos
que perjudican a los cultivos y se utilizan en diferentes concentraciones segun la época del afio, y regis-
trando fendmenos de toxicidad sobre los microorganismos (Giménez Verdu, 1984).

Los biocidas con isotiazolona tienen un complejo mecanismo de accién que implica una rapida inhibicién
de crecimiento seguido de una pérdida de viabilidad, estos biocidas atacan las rutas metabdlicas centrales
de células microbianas (Consumo de oxigeno y la sintesis de ATP) mediante la inhibicion de varias enzimas
clave implicadas en el ciclo del &cido tricarboxilico y la generacion de energia (Williams, 2007).

Al momento de evaluar los sintomas de fitotoxicidad de tejido analizado, se ha logrado observar necrosis,
ennegrecimiento tisular sectorizado y/o quemazon de las aciculas, justamente en el mayor rango; mientras
que en los niveles medios se ha detectado clorosis parcial.

Efecto que ejerce el microclima dentro del recipiente de cultivo, sobre la organogénesis de yemas
adventicias en P. taeda

Los efectos del microclima dentro de cada recipiente fueron diversos, el medio semis6lido sin ventilacion
por difusion ha arrojado los mejores resultados, con la salvedad de que se registré el mayor valor de em-
briones sin respuestas (35+12,36), se observd ademas un bajo porcentaje de explantes oxidados
(16,66+15,59) y germinados (13,339,5), el mayor numero de yemas por explante (10,84+4,65) y como
asi el valor del indice de capacidad de formacion de brotes (11,19+4,64) (Tabla 5)

Zarate et al. (1997) sefiala que, en los cultivos de plantas producidas in vitro con ventilacion, el microclima
es mas adecuado, debido a las condiciones de alta humedad y presencia de sacarosa en el medio de
cultivo; los mecanismos fotosintético y estomatico no funcionan o estan minimamente activos, asi como la
carencia de ceras y cuticula foliares. En los sistemas con medio semisdlido la regeneracion fue directa
(Tabla 5).

La utilizacion de medios liquidos, presentan ventajas en comparacion al medio semisélido, con respecto a
los costos operativos y de fabricacion. Existen recipientes costosos como el sistema comercial RITA, y otro
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mas accesible conocido como los BIT, con mayor facilidad de ensamblaje y menor costo inicial (Pefia et al.,
2014).

Los sistemas evaluados con medios liquidos no favorecieron el desarrollo de los embriones cigoticos culti-
vados. Experiencias realizadas en Psidium guajava utilizando BIT reportan resultados muy alentadores en
su multiplicacion in vitro (Vilchez y Albany, 2014).

El uso de medio de cultivo liquido en lugar de los medios semisélidos tiene beneficios en la tasa de creci-
miento y multiplicacion de los tejidos, reduce el trabajo del personal, facilita el contacto del explante con el
medio de cultivo, permite la absorcion de nutrientes y reguladores del crecimiento, ademas del escalamiento
através de la automatizacion de los procesos. El sistema de inmersion temporal, al combinar los beneficios
de la aireacion del medio sélido y el contacto completo con medio liquido, ofrece una alternativa viable en
la multiplicacién in vitro, ya que proporciona un entorno mas natural para el cultivo in vitro de plantas. Los
brotes cultivados se sumergen peridédicamente en un medio liquido y luego se exponen a un entorno ga-
se0so, a través de un sistema semiautomatico o totalmente automatizado. Como resultado se reducen los
costos asociados con el manejo y la cosecha, facilitan la renovacién del medio de cultivo, se reduce el area
de estanteria y la contaminacion, mejoran la supervivencia en la aclimatacion, e incrementan la eficiencia
y la calidad de las plantas (Chavez-Garcia et al., 2018).

El cultivo en sistemas de inmersion temporal automatizados fue exitoso en variados cultivos en los cuales
se ha probado (Steinmacher et al., 2011; Mallén et al., 2012; Quiala et al., 2012; Watt, 2012); sin embargo,
existen pocos estudios de su uso en el género Pinus, por lo que son necesarios mayores estudios.

Pruebas de viabilidad

Luego de someter las semillas al test de viabilidad de tetrazolio se lograron categorizar un 44,29+12,37%
en la Clase 2 (semillas con menos del 50% de tincién rojo intenso, tipica de deterioro); un 31,43+0,00% en
la Clase 4 (inviable); un 15,71£20,97% en la Clase 3 como viable y finalmente 8,57+£29,44% en la Clase 5
(semillas con el eje embrionario con més del 50% de coloracion rojo intenso) (Tabla 6). También se encon-
traron casos de ausencia de embrién esto podria deberse a que posiblemente se tenga un desbalance
hormonal durante el desarrollo de la semilla, producto del microclima in vitro generado (Figura 3).

Si bien el hecho de que una semilla no germine no siempre quiere decir que se trate de una semilla muerta
(Rodriguez et al., 2008), la interpretacion visual de la tincion es subjetiva y requiere experiencia, especial-
mente en semillas pequefias (Howarth y Stanwood, 1993).

El test de viabilidad de tetrazolio, consiste en reacciones de oxidacién-reduccidn que se producen en las
células vivas del embrion de la semilla al entrar en contacto con la sal de tetrazolio. Las células vivas poseen
unas enzimas, denominadas hidrogenasas, que estan implicadas en la respiracién celular, y son capaces
de reaccionar con la solucién de tetrazolio, formando un compuesto insoluble de color rojo (formazén) que
permite identificarlas, diferenciandolas de las células muertas que pueden encontrarse en la semilla (ISTA,
2014). La clase viable son aquellas semillas que tienen la capacidad de crecer y desarrollarse ain en
ambientes no favorables. La prueba de tetrazolio es Util para determinar la causa de una baja germinacion
de semillas, sea por dormicion, deterioro o inhibidas por alguna sustancia.

Antes de realizar la evaluacién, es necesario conocer la anatomia y la funcién de cada estructura en la
semilla. En este sentido, la integridad del embridn es primordial. Cualquier dafio que pueda sufrir el embridn
conlleva normalmente a la falta de germinacion o a la formacién de plantulas anormales poco viables y
vigorosas. El endospermo (tejido que contiene las sustancias de reserva de algunas semillas) también in-
terviene sustancialmente en el proceso de germinacion, asi como en la formacion de la plantula.
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La evaluacion de cada semilla se basa en multiples factores, a saber: turgencia y aspecto general de los
tejidos, fracturas, tejidos sin embrion, dafios causados por insectos, anormalidades y ofras causas que
puedan debilitar la semilla o hacerla no viable. El tamafio, localizacion y naturaleza de los dafios y otros
defectos en o entre las estructuras son factores decisivos para determinar el nivel de viabilidad (Rodriguez
et al., 2008).

CONCLUSIONES

En la regeneracion via organogénesis de yemas adventicias en Pinus taeda, tanto la composicidn del medio
basal como el sistema de cultivo utilizado, han demostrado ser de suma importancia. En base a los resul-
tados obtenidos, se concluye que el medio basal compuesto por las sales de Murashige y Skoog al 50% de
su concentracion original con la adicion de Nitrogeno al 50 %, expresd una mayor produccion de yemas.

En cuanto a los sistemas de cultivo evaluados; los medios liquidos si bien no favorecieron el desarrollo de
los embriones cigoticos cultivados; al existir pocos reportes de su uso en el género Pinus, son necesarios
mayores estudios. En cambio, la utilizacion de medios semisolidos ha arrojado resultados positivos, en
cuanto al porcentaje de regeneracion de yemas adventicias via organogénesis.

El empleo de un biocida comercial, con el fin de contrarrestar o neutralizar el crecimiento bacteriano en-
dofitico y un buffer con buena capacidad de amortiguacion, ha permitido lograr un control quimico efectivo
de la contaminacion; ademas de mantener el pH del medio basal en un rango éptimo para el cultivo. Lo que
posibilitd la obtencién de un mayor porcentaje de embriones germinados con sintomas de nula a moderada
fitotoxicidad.

La prueba de viabilidad empleada, ha sido de utilidad para confirmar la calidad de las semillas utilizadas en
los experimentos y ha hecho posible explicar algunos resultados, como ser, que la elevada falta de res-
puesta de los explantes al utilizar medio liquido, se debe al sistema de cultivo empleado.

Si bien son necesarios mayores estudios, acerca de los distintos pardmetros que afectan la organogénesis
de yemas adventicias en P. taeda, queda demostrado que el microclima dentro del recipiente de cultivo,
ejerce un efecto determinante para lograr una mayor eficiencia en el uso de biorreactores de inmersion
temporal, como una alternativa viable para su micropropagacion a mayor escala.
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CUADROS Y GRAFICOS

Tabla 1: Formulaciones ensayadas para determinar el efecto de la interaccion entre el contenido de nitrégeno inorganico y benciladenina sobre la
organogeénesis de embriones cigéticos maduros de P. taeda

Tratamientos Concentracion Medio Basal Nitrégeno inorganico*
1 MS Y4 N 25%
2 MS %4 N 50%
3 MS %4 N 75%
4 MS N 100%
5 MS 7 N 50%

Referencias: MS= solucidn nutritiva provista de las sales minerales y vitaminas de Murashige y Skoog (1962), Y4 y %2 = diluidas a 25 y 50% respectivamente de su
formulacion original. *: Las fuentes nitrogenadas de la solucion nutritiva MS modificadas en cada formulacién fueron NHsNOsy KNOs. N=25, 50,75 y 100% de su
formulacion original.
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Tabla 2: Efecto de la interaccion entre el contenido de nitrdgeno inorganico y benciladenina sobre la organogénesis de embriones cigdticos maduros
de P. taeda en medio semisoélido.

Tratamientos % infectados % oxidados % germinados % regenerados N°brotes/explante
1 44£19,49b 6+13,41a 2+4 47 ab 20+15,81b 4,43£3,96 a
2 14,44422,08 a 25,5+20,34 ab 040,00 a 10,72+1,10 ab 9,46,06 a
3 040,00 a 28+13,03 ab 10+10 ab 818,36 ab 2,1+2,50 a
4 040,00 a 28+19,23 ab 144547 b 448,94 ab 1+141a
5 040,00 a 51,11£18,87 b 818,36 ab 244,47 a 3,246,61a

Referencias: % germinados- indica los embriones cigoticos que germinaron, pero no demostraron regeneracion alguna.
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Tabla 3. Efecto de los diferentes sistemas de cultivo sobre sobre la organogénesis de yemas adventicias en P. faeda.

Tratamientos % infectados % oxidados % germinados % regenerados N° yemas/explante
SS IT SS IT SS IT SS IT SS IT
MS 7s+N 25% [3667+20,82b | 0£0,00a | 0£0,00a 18,6746,11 | 0£0,00 ab 0£000a | 63,233+2082a | 0£0,00 | 557+2,91a | 0£0,00
b a a
MS %+N 50% | 23,33+11,55ab | 0+0,00 a 6,67+11,55ab | 0+0,00 a 20+20,82 a 0+0,00 33,33+20,82 ab 0+0,00 | 4,25+295a 0+0,00
a a
MS Y+N 75% | 0+0,00 a 040,00 a 0+0,00 ab 0+0,00 a 0+0,00 ab 0+0,00a | 0+0,00ab 0+0,00 | 0+0,00a 0+0,00
a a
MS +N100% | 0+0,00a 0+0,00 a 6,67+5,78 ab 0+0,00 a 59,17+21,26b | 0+0,00a | 34,17+26,50 ab 0+0,00 | 1,53+0,50 a 0+0,00
a a
MS #N 50% | 0+0,00 a 26+45,03b | 6,67+5,77b 0,67+1,175a | 21,11+18,36 ab | 0+0,00a | 68,89+10,18 a 0+0,00 | 6,69+0,70 a 0+0,00
a a

Referencias: SS- sistema semisdlido; IT- Biorreactores de inmersion temporal RITA®. % germinados- indica los embriones cigéticos que germinaron, pero no demostraron
regeneracién alguna.
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Tabla 4. Control quimico de la contaminacién basado en el uso de biocida comercial en la organogénesis de yemas adventicias en P. taeda en distintos

sistemas de cultivo.

N° tratamiento Tratamiento % germinados Rango de fi- pH % infecta- | % regenerados N° yemas
totoxicidad dos lexplante
1 25 uL DCD 13,33£15,28 a 0 5,09+0,07 a 0+0,00 a 0+0,00 a 0+0,00 a
2 50 ul DCD 56,67+11,55 b 0,5 5,01+0,06 a 0+0,00 a 0+0,00 a 0+0,00 a
3 75 ul DCD 33,33+32,15 ab 0 5,11£0,10 a 0+0,00 a 0+0,00 a 0+0,00 a
4 100 Il DCD 46,67+15,28 ab 0,5 4,95+0,02 a 0+0,00 a 0+0,00 a 0+0,00 a
5 SIN DCD /2000 pl MES 13,33£11,55a 0 5,64+0,00 a 0+0,00 a 0+0,00 a 0+0,00 a
6 25 uL DCD /2000 pL 30,00+10,00 ab 0 5,57+0,01 a 0+0,00 a 0+0,00 a 0+0,00 a
MES
7 50 ul DCD /2000 ul MES 56,67+28,87 b 1 5,63+0,00 a 0+0,00 a 0+0,00 a 0+0,00 a
8 75 ul DCD /2000 ul MES 16,67+15,28 a 0 5,62+0,01 a 0+0,00 a 0+0,00 a 0+0,00 a
9 100 I DCD /2000 pl 20,00+26,46 a 0 5,62+0,00 a 0+0,00 a 0+0,00 a 0+0,00 a
MES

Referencias: Fitotoxicidad y/o efectos secundarios: es la capacidad de un compuesto de provocar un dafio 0 una accién no deseada en la planta y se determin6 de manera
semi-cuantitativa al finalizar el experimento asignando un valor 1, 0.5 y 0 para alta, moderada y nula fitotoxicidad, respectivamente. % con respuesta: indica explantes verdes sin
sintomas de ennegrecimiento tisular.
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Tabla 5. Evaluacion de los distintos sistemas de cultivos, sobre la regeneracién u organogénesis a partir de embriones cigoéticos de P. taeda.

forzada (BIT)

Sistemas de cultivo % SR % oxidados % N° yemas % de explan- CBF Sistema
germinados lexplante tes con es- de
tructuras (ye- regenera-
mas) cién
Medio semisdlido sin ventilacion por | 35+12,36 a 16,66+15,59a | 13,33£9,5a 10,8414 ,65 b 35+16,03 b 11,19+4,64 ab D
difusién
Medio semisdlido con ventilacién por | 16£15,17 a 26548 a 20+17,32 a 5,12+4,33 ab 38+22,8b 5,50+4,29 b D; |
difusién
Medio liquido con ventilacion 91,6747,64b | 5t5a 3,3345,77 a 040,00 a 040,00 a 0+0,00 a I
forzada (RITA®)
Medio liquido con ventilacion 80+17,32 b 20+17,32 a 0+0,00 a 0+0,00 a 0£0,00 a 0£0,00 a |

Referencias: % sin respuesta (SR)- embriones cigéticos sin respuesta; % germinados- indica los embriones cigéticos que germinaron, pero no demostraron regeneracion alguna.

CBF (capacidad de formacion de brotes) = (N°. promedio de brotes por explante) + (% de explantes que formaron brotes) / 100; segun la metodologia utilizada por Lambardi et al.
(1993). Sistema de regeneracion: D (directo) e | (indirecto).
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Tabla 6. Patrén de clasificacion de viabilidad de semillas de P. taeda: descripcion de las clases para la

prueba de tetrazolio y porcentajes para cada una de ellas (Adaptado de Fogaca et al., 2006).

Categoria

Descripcion

Patrén de clasificacion
de viabilidad

Resultados obtenidos
(%)

Clase 1

VIABLE: Semillas com-
pletamente tefiidas de
rosa uniforme y tejido
firme

Clase 2

VIABLE: Semillas con
menos del 50% de tin-
cion rojo Intenso, tipica
de deterioro

44 29+12 37

Clase 3

VIABLE: Semillas que
presentan menos del
20% con coloracion rojo
intenso, mas del 20% de
rojo y mas de 10% de
rosado

00

15,71+20,97

Clase 4

INVIABLE: Semilla con
tincién rojo intenso en su
totalidad

31,43+0,00

Clase 5

INVIABLE: Eje embrio-
nario y mas del 50% de
coloracién rojo  intenso
tipico de deterioro

8,57+29.44

Clase 6

INVIABLE: Semilla con
coloracion totalmente
blanco lechoso que pre-
senta tejidos flacidos

00
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Figura 1: Biorreactor de inmersion temporal RITA®. Tomado de: Engineering in Life Sciences, Volume: 19, Issue:
12, Pages: 896-915, First published: 19 September 2019, DOI: (10.1002/elsc.201900041). (A) La bomba
estd apagada y el medio liquido esta en el compartimento inferior, (B) la bomba impulsa aire a través del filtro
de entrada, (C) la sobrepresion mueve el medio hacia arriba y provoca la inmersion de los explantes, asi como
la expulsion de aire a través del filtro de salida. Cuando la bomba esta apagada, el medio baja por gravedad.
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Figura 2: Biorreactor de inmersion temporal BIT. Tomado de: Engineering in Life Sciences, Volume: 19, Issue: 12,
Pages: 896-915, First published: 19 September 2019, DOI: (10.1002/elsc.201900041). (A) EI medio liquido esta en
un matraz separado del recipiente de cultivo que contiene los explantes, (B) la bomba impulsa aire a través del
matraz que contiene el medio, forzando su movimiento hacia el recipiente de cultivo, (C) el medio causa la
inmersion de los explantes, asi como la expulsion del aire a través del filtro de salida, y (D) la bomba impulsa
el aire a través del recipiente de cultivo, forzando su movimiento hacia el matraz vacio.
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Figura 3: Determinacion de viabilidad mediante la Prueba Topografica por Tetrazolio.
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