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RESUMEN

Desde su introduccién a la Argentina en la década del 80, el hibrido entre Pinus elliottii var.
elliottii y Pinus caribaea var. hondurensis, ha demostrado atributos de forma, adaptabilidad y
crecimiento deseables. Las expectativas generadas despertaron el interés del sector foresto-
industrial poniendo de manifiesto la necesidad de contar con suficiente material que atienda la
creciente demanda. Sin embargo, la baja produccion de semillas del hibrido restringe su
expansién comercial, por lo que es necesario asegurar una crioconservacion eficiente y un
protocolo de propagacion que asegure su estabilidad genética. Los embriones cigéticos maduros
se cultivaron en medio Murashige y Skoog (1962) reducido a la mitad de su concentracion (2
MS) con 6-benciladenina (BA) y tidiazuréon (TDZ). Tras 45 dias en cultivo, la mayor tasa de
regeneracion (86.7+8.8%) y el maximo numero de yemas diferenciadas por explante (15.5+2.8)
se obtuvieron a partir de embriones cultivados en %2 MS suplementado con sacarosa 0.09 My
adicionado con 0.5 pM de cada citocinina. El empleo de la misma formulacion nutritiva, gelificada
con Phytagel® (3.5 g-L") y libre de reguladores de crecimiento en recipientes provistos de
ventilacion asistida, promovié la elongacién de las yemas adventicias diferenciadas.
Posteriormente, el 73+6.7% de los brotes produjeron raices tras el pretratamiento en una solucion
con 1.25 mM de acido indol-3-butirico (IBA) durante 5 min y el cultivo en MS diluido 4 veces,
semisolido (Phytagel® 4 g-L™"), con sacarosa (0.045 M). La criopreservacion de los embriones
cigaoticos aplicando la técnica de desecacion y la posterior inmersion directa en nitrégeno liquido
no afectd la tasa de regeneracion, permitiendo prolongar el tiempo de almacenamiento del
explante. Las vitroplantas se transfirieron con éxito a condiciones ex vitro. Teniendo en cuenta
que el déficit hidrico es la principal tensién durante el establecimiento de la plantacion, se llevo a
cabo un experimento en condiciones controladas para determinar la aptitud de las plantas
propagadas in vitro para superar esta situacion desfavorable. Finalmente, los estudios de campo
evaluaron la tasa de sobrevivencia y el crecimiento de las plantas de 16 meses de edad durante
la implantacién del bosque. Nuestros resultados indicaron que, durante la fase de
establecimiento del dosel comercial, la sobrevivencia y crecimiento de las plantas provenientes
de organogénesis es comparable a aquellas obtenidas por germinacién de semillas y
macropropagacion. Ademas, el andlisis de marcadores inter-simple sequence repeat (ISSR)
revel6 la uniformidad genética entre las plantas cultivadas in vitro, demostrando la fiabilidad y
validez del procedimiento. De este modo, los protocolos de regeneracion y crioconservacion
desarrollados constituyen una valiosa alternativa para los programas de mejora genética y

propagacion comercial de Pinus elliottii var. elliottii x Pinus caribaea var. hondurensis.



ABSTRACT

Since its introduction to Argentina in the 1980s, the hybrid between Pinus elliottii var. elliottii
and Pinus caribaea var. hondurensis has demonstrated desirable attributes of form, adaptability
and growth. The expectations generated aroused the interest of the forestry-industrial sector,
highlighting the need for sufficient material to meet the growing demand. However, the low seed
production of the interspecific hybrid restricts its commercial expansion, making it necessary to
ensure efficient cryopreservation and a propagation protocol with no genetic variability. Mature
zygotic embryos (MZEs) were cultured in half-strength Murashige and Skoog (%2 MS) medium
containing 6-benzyladenine (BA) and tidiazurdon (TDZ). After 45 days in culture, the highest rate
of regeneration (86.7+8.8%) and the maximum number of differentiated buds per responsive
explant (15.5+2.8) were achieved from explants cultivated on 2 MS enriched with sucrose (0.09
M), BA and TDZ (0.5 uM each). The same nutrient formulation gelled with gellan gum (3.5 g-L-
1) and free of growth regulators in containers provided with forced ventilation culture was used
for shoot elongation. Subsequently, 73+6.7% of shoots produced roots after pretreatment with
1.25 mM indole-3-butyric acid solution for 5 min and culture on quarter-strength MS with gellan
gum (4 g-L-1) and sucrose (0.045 M). Cryopreservation of zygotic embryos using a simple
desiccation step and a direct immersion into liquid nitrogen did not affect regeneration and would
enhance embryo storage duration. The regenerated plantlets were successfully transferred to ex
vitro conditions. Considering that water deficit is the major strain during forest establishment, a
controlled experiment was carried out to determine the competence of plantlets to overcome this
stress. Next, field studies assessed the survival rate and growth of 16-month-old plants. Our
results indicated that the field performance of tissue-culture-derived plants is similar to seedlings
and rooted cutting plants. Additionally, inter-simple sequence repeat marker analysis revealed
the genetic uniformity among the in vitro raised plants, demonstrating the reliability and validity of
the procedure. Thus, the developed regeneration and cryopreservation protocol for mature
zygotic embryo explants is a valuable alternative for breeding programs and commercial Pinus

elliottii var. elliottii x Pinus caribaea var. hondurensis propagation.
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1. INTRODUCCION
1.1. El sector forestal argentino

La extension de su territorio y la diversidad de sus climas permiten a la Argentina poseer una
importante riqueza forestal. Segun datos oficiales nuestro pais cuenta con 50.000.000 hectareas
de bosques nativos y 1.317.793 hectareas de bosques cultivados, entre los que predominan las
forestaciones de pinos (Pinus sp.), eucaliptos (Eucalyptus sp.), sauces (Salix sp.) y alamos

(Populus sp.) (Ministerio de Hacienda y Finanzas Publicas, 2019).

A pesar de poseer una superficie menor, las plantaciones forestales conforman un recurso
valioso para la Argentina y fundamentalmente para las provincias de Misiones, Corrientes y Entre
Rios, donde se concentra actualmente el 81% de la superficie total forestada (Direccion Nacional

de Desarrollo Foresto Industrial, 2019).

En este sentido, la madera proveniente de los bosques implantados cubre el 95% de la
demanda de materia prima de las industrias de base forestal, siendo el principal producto de
extraccion, rollizos para uso industrial (Ministerio de Hacienda y Finanzas Publicas, 2019).
Asimismo, el sector forestal contribuye al desarrollo socioeconémico nacional al generar y/o
requerir considerable mano de obra, principalmente en las etapas de preparacién del terreno,
plantacion y cuidados silviculturales. A su vez, éstas tienen un efecto multiplicador de empleo
sobre las etapas posteriores de produccién, como la industrializacién y los servicios asociados
(Ministerio de Hacienda y Finanzas Publicas, 2019). La posibilidad de crecer en superficie
forestada se presenta como una gran oportunidad para el sector. En este contexto, existen en
Argentina entre 8 y 20 millones de hectareas disponibles para la forestacion (FAO, 2012); de las
cuales, 5 millones no compiten en el uso con otras alternativas agropecuarias y pueden ser
complementadas con otras actividades productivas tales como sistemas agrosilvopastoriles. La
madera es ademas un producto insignia de la bio-economia, es renovable, reciclable, carbono
neutral y con amplias aplicaciones industriales que incluyen papeles, muebles, viviendas,
energia, y nuevas aplicaciones a partir de la biorrefineria, la nanotecnologia y la biotecnologia
(Mesa de Competitividad Foresto Industrial, 2019). Al mismo tiempo, esta actividad es
generadora de industrias y servicios complementarios tales como la quimica, el transporte, la

informatica, ingenieria y el disefio (Secretaria de Ambiente y Desarrollo Sustentable, 2017).

El alto potencial de crecimiento de las cadenas y aglomerados foresto industriales, su
proyeccion para generar una amplia oferta de bienes y servicios con incorporacién de valor
agregado y su capacidad de creacion de empleos directos e indirectos calificados y no calificados
(Marcé et al., 2016); sumados a las condiciones naturales 6ptimas, los recursos humanos vy
capacidades instaladas y la creciente demanda interna y externa de productos de base forestal
en un contexto de cambio climatico, se presentan como una oportunidad para los bosques
argentinos y toda la cadena de valor foresto industrial (Mesa de Competitividad Foresto Industrial,
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2019). En este escenario, el estado nacional impulsa desde hace décadas programas destinados
a favorecer la actividad forestal. La implementacién de la Ley 25.080 significé un gran aporte, al
proporcionar un régimen de promocién para las inversiones que se efectien en nuevos
emprendimientos forestales, en ampliaciones de los bosques existentes y en proyectos foresto
industriales. Su importancia quedé demostrada al ser prorrogada por un nuevo periodo de 10
afios en 2008 (Ley N.° 26.432) y 2019, (Ley N.° 27.487), respectivamente. Al mismo tiempo, se
desarrollé el Programa de Produccion de Material de Propagacion Mejorado con la finalidad de
contribuir a la ley mediante el abastecimiento de las principales especies cultivadas con material
de propagacion (semillas y clones) genéticamente superior (Ministerio de Agricultura Ganaderia
y Pesca, 2010). Atendiendo a las nuevas determinaciones, en el transcurso del mismo afio se
implementd el Programa de Domesticacién y Mejoramiento de Especies Forestales Nativas e
Introducidas para Usos de Alto Valor (PROMEF), cuyo objetivo principal fue generar material
genético mejorado, de especies forestales nativas e introducidas, que incrementen vy
diversifiquen la oferta de madera de calidad fomentando la rentabilidad y la sustentabilidad de la
cadena forestal en todo el pais y conservando a su vez el recurso genético (Ministerio de

Agricultura Ganaderia y Pesca, 2010).
1.2. Antecedentes del programa de mejoramiento genético vigente

En las ultimas décadas, los diversos programas de mejoramiento genético forestal
sustanciados en Argentina y otros paises, se convirtieron en un componente esencial para
incrementar la adaptabilidad y productividad de los bosques cultivados (Marcé et al., 2016). En
este sentido, los procesos de domesticacion que posibilitan la obtencion de arboles con una
arquitectura de copa que les permita capturar la luz de forma mas eficiente, que concentren el
almacenamiento de fotosintatos, que presenten menor cantidad de ramas, entrenudos mas
largos, mejor aptitud y comportamiento en los procesos de transformacion de la madera para
fines especificos, entre otras caracteristicas, contribuiran a mejorar la calidad y cantidad del
producto final; a la vez que, reduciran los turnos de aprovechamiento y los costos de

establecimiento, cosecha y/o procesos industriales (Cortizo, 2011).

Los primeros pasos del mejoramiento genético de coniferas realizados en Argentina se
remontan a la década del 60 a través de la introduccién de especies seleccionadas por su
adaptacion a las distintas zonas ecoldgicas. El avance de los programas involucré la ejecucién
de numerosos ensayos de especies, origenes y procedencias que permitieron determinar las
fuentes de semillas que brindaran plantaciones forestales con mayor ganancia genética en
relacién con el rendimiento volumétrico (Marco et al., 2016). Sin embargo, en los ultimos afos y
de manera creciente, se establecié el concepto de que las ventajas comparativas y competitivas
de la foresto-industria no solo radican en su produccion volumétrica; sino que, ademas, interviene
de manera significativa la calidad de la madera para usos especificos (Marcé et al., 2016). En

este contexto, la disponibilidad de material genético superior en calidad y adaptabilidad
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constituye uno de los eslabones principales del Programa de Mejoramiento Forestal vigente. El
concepto de “calidad” comprende la conjuncion de ciertos atributos en los individuos que
conforman el bosque, particularmente aquellos que disminuyen los costos de produccion
silvicolas e industriales tales como velocidad de crecimiento, forma del fuste y propiedades
intrinsecas de la madera. Mientras que, la “adaptabilidad” resulta de la interaccion entre el
genotipo y el ambiente e indica la habilidad para superar situaciones adversas producidas por

factores bidticos y/o abidticos.

La implementaciéon operativa del PROMEF se realiza a través de seis subprogramas de
alcance nacional, en los cuales la seleccion de las especies incluidas fue definida segun las
necesidades de las diferentes regiones del pais. En este contexto, considerando que mas del
60% de las forestaciones en la Mesopotamia corresponden a especies pertenecientes al género
Pinus, se implementd en la regién el Subprograma Pinus y Pseudotsuga. Este es llevado
adelante por el Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) y tiene como objetivo
general garantizar la disponibilidad de material de propagacién genéticamente mejorado en
cuanto a calidad de la madera, crecimiento y adaptabilidad. A tal fin, trata de incrementar la
competitividad y sustentabilidad de la cadena forestal a través de: 1) evaluaciones y raleos
genéticos de huertos semilleros clonales y de progenies, 2) instalacion de nuevos ensayos de
progenies, 3) generacion de hibridos intra- e inter-especificos, 4) incorporacién de caracteres de
calidad de madera y tolerancia a estrés abidtico como criterio de seleccion, 5) desarrollo de
protocolos de propagacion vegetativa basados en micropropagacién y cultivo de embriones
inmaduros, 6) utilizacion de herramientas biotecnoldgicas para el monitoreo de la variabilidad
genética contenida en los programas de mejora y 7) promocion y difusion del material genético
mejorado al sector productivo. Dada la importancia que presentan estas especies, el
subprograma prioriza el mejoramiento genético de Pinus taeda, Pinus elliottii, Pinus caribaea var.
hondurensis y contempla, ademas, el hibrido resultante del cruzamiento entre Pinus elliottii var.
elliottii (PEE) y Pinus caribaea var. hondurensis (PCH), material vegetal sobre el cual se centran

los objetivos planteados en el marco de la presente tesis.
1.3. Descripcion del germoplasma objeto del estudio

La hibridacién en especies forestales constituye una estrategia de mejoramiento aplicada con
el propdsito de incrementar la adaptabilidad, rendimiento y calidad de madera. En tal sentido, los
hibridos inter- e intra-especificos pueden expresar combinaciones utiles de rasgos que no
ocurren naturalmente (o que tomarian varias generaciones de mejoramiento a través de ciclos
de seleccion) y manifestar el vigor hibrido o heterosis, toda vez que esta descendencia, en
términos de crecimiento, es superior a la media de los dos padres (Marcé, 2005). En este sentido,
en la comunidad forestal existe un consenso generalizado acerca de las ventajas técnicas e
industriales que ofrece el empleo del material hibrido Pinus elliottii var. elliottii x Pinus caribaea

var. hondurensis (PEE x PCH) con relacion al uso de sus parentales individuales (Gauchat et al.,
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2005). Esta entidad taxondémica ha sido desarrollada en Australia en la década del 50,
alcanzando un gran reconocimiento por el incremento de la productividad en plantaciones, a
través de un amplio rango de ambientes (Nikles, 2000). La superioridad hibrida parece derivarse
de una recombinacién complementaria de los rasgos deseables de las dos especies parentales:
tasa de crecimiento y buena ramificacion caracteristicos del PCH, combinada con la resistencia
al viento, adaptabilidad a los sitios humedos, alta densidad de la madera y rectitud del fuste de
PEE (Dieters y Brawner, 2007). Estos atributos han quedado demostrados desde el inicio en los
ensayos establecidos en el sudeste de Queensland y en los tropicos meridionales en Byfield
donde el hibrido fue superior en crecimiento e igual o mejor en rectitud de fuste que ambas
especies parentales, produciendo ademas madera de densidad y resistencia suficientemente alta
como para satisfacer al mercado de productos predominantemente estructurales.
Posteriormente, se realizaron las primeras introducciones en paises tropicales y subtropicales
como Africa (Zimbabue), EEUU (Florida), Brasil (Parana), Argentina, China, Sudafrica y Uruguay
donde los beneficios de este material han quedado demostrados al reportarse ademas una

marcada superioridad del hibrido respecto a los controles validos para cada pais (Nikles, 2000).

El primer ensayo de pino hibrido en Argentina fue implantado en 1981, en un sitio bien
drenado de la provincia de Corrientes. Diez afos después Barrett et al. (1991) confirmaron que
los hibridos generaron mayor biomasa que PEE y que la forma del arbol, en particular del fuste,
fue mejor que los controles utilizados. La tasa de sobrevivencia, por su parte, demostré una gran
adaptabilidad a la zona, en comparacién con PEE y fue muy superior a la observada para PCH
(Nikles, 1996). Resultados promisorios fueron a su vez reportados por Bunse (2003), a partir de
ensayos realizados en sitios contrastantes de la misma provincia que incluyeron, desde suelos
arenosos de baja fertilidad y agua subterranea a 1-1.5 metros de profundidad hasta suelos rojos
profundos, bien drenados y muy productivos. Estudios realizados por INTA, validaron la
superioridad del hibrido F1 y destacaron ademas el elevado potencial del material F»,
considerandolos como una opcién adecuada para la plantacién en las zonas mas calidas de la
region mesopotamica, donde se utilizan principalmente PEE (en suelos mal drenados y sitios
forestales de baja productividad) y Pinus taeda (en sitios bien drenados y sitios forestales
productivos). En estas circunstancias, los hibridos F1 y F» evidenciaron una mejor rectitud de
fuste y estructura de copa considerandose apropiada su utilizacién en sistemas silvopastoriles
(Cappa et al., 2013).

La disponibilidad del conocimiento basado en experiencias locales favorecié la preferencia
en la implantacién del hibrido despertando el interés de las empresas por la importacién de
materiales seminales desde Australia con el objeto de incorporarlos a los planes de forestacién
anual. Sin embargo, la aplicacion a escala comercial de este material vegetal se ha visto, desde

los inicios de su introduccion a nuestro pais, limitada por problemas inherentes a su produccion.



1.4. Fundamentos de la eleccién del tema propuesto

El material hibrido se obtiene llevando a cabo cruzamientos controlados entre Pinus elliottii
var. elliottii empleado como madre y el Pinus caribaea var. hondurensis como donador de polen.
Sin embargo, dos problemas se encuentran asociados a su produccion: primero, la floracién de
las especies parentales no ocurre de manera simultanea, dandose la maduracion del polen del
PCH unos tres meses antes de que los ovulos del PEE estén receptivos (Doyle et al., 2002).,
Este hecho imposibilita la instalacion de huertos semilleros biclonales de polinizacién libre para
la produccién de semilla hibrida F1, requiriéndose la instalacion de huertos monoclonales de PEE,
donde se realiza polinizacion masal con PCH (Haines y Nikles, 1987). En esta situacién incluso,
el éxito del cruzamiento depende en gran medida de la viabilidad del polen, la cual se ve
directamente afectada por el tiempo y las condiciones (temperatura y humedad) de
almacenamiento, como también por el estado de desarrollo del cono al momento de ser
cosechado (Doyle et al.,, 2002). El segundo problema se suscita debido a la pronunciada
incompatibilidad que presentan las especies progenitoras resultando en una baja produccion de
semillas hibridas viables (Slee, 1970). A su vez, este numero se ve condicionado por el
porcentaje de germinacién que se logre en condiciones de vivero. Esta escasa produccion de
semilla hibrida F1 ha determinado que se recurra, por un lado, a la multiplicacién vegetativa de
esta descendencia, y por otro, a la utilizacion de semilla hibrida F, obtenida mediante polinizacion
abierta de progenies F1. Si bien, los individuos F> muestran mayor variabilidad, aun se conserva
una buena tasa de crecimiento y calidad de madera (Harding y Copley, 2000; Nikles, 2000).
Independientemente de la calidad de semilla que se desee implementar, su disponibilidad se ve
condicionada por la oferta de material vegetal, que en la actualidad es superada por la demanda
mundial, atraida por las cualidades del germoplasma antes mencionadas. Este hecho, sumado
a la dificultad de utilizar material genético local, ampliamente adaptado a las condiciones
ambientales de la region, crean la necesidad de contar con un sistema de clonacion vy
conservacion eficiente que permitan asegurar una produccion constante y confiable del recurso
vegetal, de manera efectiva y en términos econémicos costeables. La incorporacion de técnicas
de clonacion en los programas de mejoramiento genético de especies perennes tiene vital
importancia dado que, por un lado, el prolongado ciclo de vida de las especies y por el otro, el
alto grado de heterocigosidad que presentan las mismas limitan el uso del método de
cruzamientos y seleccion como una herramienta estratégica, requiriéndose de varias
generaciones para lograr una pequena ganancia genética (Von Aderkas y Bonga, 2000).
Ademas, la expansion del cultivo mediante semillas solo permite el aprovechamiento de los
efectos aditivos, sin embargo, los efectos no aditivos pueden ser capturados mediante la

clonacion (Marco, 2005).

La propagacion clonal de plantas se refiere a la multiplicacion de individuos genéticamente

idénticos por métodos asexuales de regeneracion a partir de tejidos u 6rganos somaticos,
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constituye una practica comun en la horticultura y la silvicultura a fin de preservar los caracteres
deseables de genotipos seleccionados o variedades (Bhojwani y Dantu, 2013%). En coniferas, en
particular, se aplican varios métodos de propagacion para tal fin, entre los que se incluyen
injertos, manejo de rebrote y enraizamiento de estacas. Por su parte, el injerto, es utilizado
principalmente para el establecimiento de huertos semilleros, pero es raramente empleado para
la clonacién masiva, por tratarse de un trabajo intensivo y costoso que puede resultar en el
rechazo del injerto (Miller y DeBell, 2013). El aprovechamiento del rebrote, si bien resulta muy
eficaz para muchas especies de madera dura (Wendling et al., 2014), no es una opcién para las
coniferas, ya que la mayoria de ellas no presentan esta caracteristica (Bonga, 2014). La
propagacion vegetativa mediante el enraizamiento de estacas de tallos ha sido extensamente
empleada en la clonacion de especies forestales. Sin embargo, este proceso morfogénico es
fuertemente influenciado por la edad del material que se desea propagar, siendo a veces
necesario la implementacion de un proceso de rejuvenecimiento previo a la clonacién masiva de
un determinado genotipo (Von Aderkas y Bonga, 2000). En la actualidad, las estrategias mas
efectivas se logran a través de la combinacion de estas técnicas convencionales con nuevas

herramientas biotecnoloégicas como la organogénesis y la embriogénesis somatica.

1.4.1. Cultivo in vitro de tejidos vegetales

El cultivo de tejidos vegetales implica el aislamiento de un 6rgano, tejido, célula o protoplasto
de una planta en condiciones asépticas y su crecimiento en un medio nutritivo claramente
definido en un ambiente estable con luz, temperatura y humedad relativa controlada (Dagla,
2012). Su aplicabilidad se basa en una capacidad especifica de las células vegetales
denominada “totipotencia”. El concepto de totipotencia establece que, todas las células vegetales
(excepto el polen y los évulos) contienen la totalidad del complemento de los genes, lo que hace
posible el crecimiento de plantas completamente sanas a partir de células vegetales individuales,
en condiciones de laboratorio (Sherif, 2018). En este contexto, el cultivo in vitro ofrece una
variedad de herramientas que podrian implementarse en un proceso de mejoramiento genético,
y que han sido utilizadas con éxito en la propagacion masiva y en la conservacion de numerosas
especies lenosas (Dagla, 2012). Entre ellas, la organogénesis directa de yemas vegetativas es

una técnica viable de ser aplicada para tal fin (De Diego et al., 2008).

La organogénesis es un proceso por el cual el explante inicial se diferencia para formar un
6rgano adventicio o primordio, en un medio nutritivo definido bajo condiciones ambientales
controladas (Ganapathi et al., 2003). Dicho de otro modo, porciones de érganos o tejido pueden
ser cultivados para desarrollar brotes adventicios que posteriormente, mediante la adicién de
combinaciones adecuadas de hormonas vegetales, formaran raices adventicias constituyendo
un individuo completo (Sherif, 2018). Esta regeneracion se puede dar de manera directa, cuando
los brotes se diferencian desde cualquier parte del explante, o bien de manera indirecta, cuando

los nuevos 6rganos vegetativos se originan a partir de una masa de tejido indiferenciado
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denominado “callo”. La principal ventaja de la organogénesis es que no se limita a un
determinado momento del afio para su iniciacion y el material puede ser multiplicado y enraizado

respondiendo a la demanda (Montalban et al., 2011).

Existen numerosos estudios en la literatura que destacan la formacion directa de vastagos
adventicios a partir del cultivo in vitro de embriones maduros. En este sentido, resultados previos
demostraron la influencia del tipo y la concentracién del medio nutritivo, la concentracién de
citocininas y la presencia de acido 1-Naftalenacético (ANA) en la capacidad morfogénica de
embriones de Pinus elliottii (Pérez-Bermudez y Sommer, 1987). En Pinus caribaea var.
hondurensis la obtencion de plantas completas fue posible gracias a la determinacién adecuada
del tiempo de exposicion al medio nutritivo y la concentracion de BA durante la induccién, la
concentracién del medio nutritivo en la etapa de crecimiento de yemas vy el tipo de hormona
empleado en el enraizamiento (Go et al., 1993). Este grupo desarrollé ademas un procedimiento
para la micropropagacion de Pinus caribaea al analizar conjuntamente el efecto del agregado de
distintos niveles de sacarosa y aditivos organicos en la formacion de raices adventicias (Halos y
Go, 1993). De igual modo y con el propdsito de incrementar el nUmero de plantas de Pinus elliottii
x Pinus caribaea, ante la baja produccion de semillas viables, Meyer (1998) desarrollé un
procedimiento para la multiplicacién del hibrido, incluyendo en su estudio como factor
determinante, el efecto de la luz en el desarrollo de brotes adventicios. La organogénesis directa
fue desarrollada a partir de brotes de Pinus caribaea var. caribaea obtenidos de plantas madre
que crecian en condiciones de invernaculo (Chavez Milian, 2010). Por su parte, Lv y Huang
(2012) informaron un procedimiento para la obtencién de vitroplantas de Pinus elliottii x Pinus
caribaea a partir del establecimiento de brotes extraidos de plantas de 5 afios de edad. Un
protocolo simple y eficiente también fue publicado para Pinus elliottii var. elliottii empleando como
explante inicial brotes apicales de plantulas germinadas in vitro (Nunes et al., 2018). Asimismo,
es factible la induccion de este proceso morfogénico de manera indirecta a partir de tejidos
indiferenciados originados de explantes embrionarios de Pinus elliottii cultivados en medios

nutritivos suplementados con auxinas y citoquininas (Tang et al., 2006).

En el caso especifico del genotipo objeto del estudio, el grupo de trabajo a través de la
direccion de una Tesis de Maestria ha desarrollado un procedimiento que permite la
neoformacion de yemas adventicias a partir del cultivo in vitro de embriones cigoticos maduros
(Fortes, 2011). Recientemente, ha sido descrito para el hibrido un protocolo de embriogénesis
somatica que emplea como explante al megagametofito. Si bien, mediante este procedimiento
se posibilita la obtencién de multiples vitroplantas estables genéticamente, resulta necesaria su

optimizacion para la aplicacion a gran escala (Nunes et al., 2018).

La regeneracién exitosa de plantas enteras mediante el empleo de técnicas de cultivo in vitro
se transforma en una herramienta invaluable cuando se la combina con métodos eficientes para

conservacion del germoplasma. En este sentido, el desarrollo de procedimientos de
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crioconservacion cumple un rol fundamental en el éxito de los programas de mejoramiento
genético al permitir que los cultivos puedan mantenerse en un estado juvenil mientras se realizan
las pruebas de campo, generalmente de largo plazo, que determinaran los mejores cultivares

para la propagacion masiva (Bonga, 2016).

1.4.2. Crioconservacion

Desde su desarrollo en 1960, la crioconservacion de plantas es considerado un método
extraordinario para la conservaciéon segura y a largo plazo de material biolégico; sin inducir
alteraciones genéticas y preservando el potencial de regeneraciéon del material conservado
(Ozudogru y Lambardi, 2016). Cuando los explantes son almacenados a temperaturas ultra bajas
proporcionadas por nitrégeno liquido (NL) las divisiones celulares y los procesos metabdlicos
son detenidos. En estas condiciones, el material vegetal puede almacenarse sin alteracion o
modificacion por un periodo de tiempo tedricamente ilimitado (Engelmann, 2011). El contenido
de agua de las células durante la inmersion en NL es el factor clave que afecta al éxito de la
criopreservacion ya que éste debe ser lo suficientemente bajo para evitar la formacion de
cristales de hielo intracelular y lo suficientemente alto para permitir la recuperacion de los
explantes viables después del almacenamiento (Ozudogru y Lambardi, 2016). En términos
criobiolégicos, el agua libre o congelable es la fraccidon que es necesario eliminar o minimizar.
Por lo tanto, las células tienen que ser deshidratadas artificialmente para protegerlas del dafio
causado por la cristalizacion del agua intracelular (Mazur, 1984). La deshidratacién puede ser
lograda de diferentes maneras: (1) Induciendo la “criodeshidratacion” de los explantes mediante
un descenso gradual de la temperatura (usualmente a tasas de —0.5 a =1 °C-min’") hasta los —40
°C antes de la inmersion en NL; (2) mediante el uso de soluciones de vitrificacion altamente
concentradas; (3) por exposicion constante del explante a un flujo de aire estéril o gel de silice
(Ozudogru y Lambardi, 2016). Los protocolos desarrollados emplean tales técnicas de manera
aislada o combinadas. Entre los procedimientos usualmente empleados se incluyen a los
métodos convencionales; encapsulacion - deshidratacion; vitrificacion y protocolos derivados
(gota - vitrificacion, encapsulacion - vitrificacion y crio-lamina); precultivo - desecacion y
desecacion (Gonzalez y Engelmann, 2013). La crioconservaciéon se puede aplicar a cualquier
tipo de material bioldgico, desde semillas hasta apices meristematicos, incluyendo células, callos,
polen, embriones somaticos, entre otros (Benson et al., 2008). Sin embargo, no es posible
disefiar un protocolo criogénico unico que funcione satisfactoriamente para todos los sistemas
biolégicos, como tampoco se puede considerar que un mismo método necesariamente sera

siempre exitoso para un determinado explante (Gonzalez y Engelmann, 2013).

La crioconservacion de lineas embriogénicas ha sido ampliamente estudiada en el género
Pinus, desarrollandose numerosos procedimientos basados en la aplicaciéon de métodos
convencionales y descenso térmico gradual. De este modo, Laine et al. (1992) utilizando como

agentes crioprotectores sacarosa y dimetilsulféxido (DMSQO), conservaron material de Pinus
11



caribaea var. hondurensis de manera exitosa. La misma combinacion de soluciones fue
empleada para Pinus nigra con resultados favorables (Salaj et al., 2007). En Pinus sylvestris la
recuperacion de los cultivos embriogénicos fue exitosa cuando se utilizd una mezcla de
polietilenglicol (PEG), glucosa y DMSO (Haggman et al., 1998). Por su parte, Ford et al. (2000)
posibilitaron la conservacion de Pinus patula a partir de una combinacién de sorbitol y DMSO. La
implementacién de un pre-tratamiento con sacarosa y PSD (DMSO + PEG + sacarosa), seguido
de un enfriamiento previo a la criopreservacion, permitié la recuperacion de lineas celulares
embrionarias de PEE x PCH sin detectar variaciones genéticas significativas a nivel de ploidia
del acido desoxirribonucleico (ADN) o pérdida de potencial embriogénico (Marum et al., 2018;
Nunes et al., 2017). Contrariamente, son escasos los conocimientos referidos a procedimientos
que empleen otros métodos y/o explantes para la crioconservacion. En este sentido, mediante la
aplicacion de la técnica de vitrificacion, brotes apicales de Pinus kesiya fueron almacenados en
NL y luego recuperados, evidenciandose el efecto del tiempo de exposicion del explante a las
soluciones vitrificantes (Kalita et al., 2012). Asimismo, procedimientos aplicables en el marco de
un sistema de propagacion por organogénesis fueron desarrollados Unicamente para Pinus
radiata a partir de embriones cigéticos completos y cotiledones con resultados promisorios en

ambos casos (Hargreaves et al., 1999; 2004).

Basado en lo anteriormente expuesto, las variadas técnicas que ofrece el cultivo in vitro de
tejidos permiten no solo el desarrollo de procedimientos de conservacion a corto, medio y largo
plazo (Marco Medina y Serrano Martinez, 2012) sino que, ademas, brinda la posibilidad de
producir plantas a tasas mas altas que las que se obtienen por métodos tradicionales. No
obstante, el éxito de la propagacion in vitro se garantiza cuando las vitroplantas son capaces de
superar la situacién adversa que se suscita durante la implantacion y establecimiento del cultivo
en el campo. Las altas temperaturas y la ausencia de lluvias en verano reducen la disponibilidad
hidrica del suelo y aumentan la demanda evaporativa de la atmdsfera, coincidiendo con gran
parte del periodo potencial de crecimiento, disminuyendo en consecuencia el rendimiento del
cultivo (Sansberro et al., 2004). En estas condiciones, la sobrevivencia depende en gran medida
de la capacidad de las plantas para adaptarse a las variaciones ambientales siendo necesario
contar con individuos que sean capaces de administrar sus recursos adecuadamente de manera
tal que le permita una profusa exploracién radicular evitando el desbalance hidrico. Con el objeto
de conocer este comportamiento en plantas obtenidas por biotecnologia, el establecimiento de
ensayos de estrés en condiciones controladas ha sido ampliamente utilizado. Cerrillo et al. (2004)
trabajando con plantas de Pinus halepensis provenientes de cinco procedencias comprobaron,
en condiciones medioambientales inducidas, que el indice de eficiencia fotosintética puede ser
empleado como una medida indirecta del nivel de estrés en etapas previas a la aparicién de
perdidas generales de sobrevivencia. Los resultados observados para Pinus sylvestris, en
condiciones experimentales, apoyan la generalizacion de que; la tolerancia a la sequia de la

especie varia en relacion con el area de distribucion (Cregg y Zhang, 2001). Estudios realizados
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en Pinus radiata proporcionaron evidencias empiricas de que parametros como los niveles de
hormonas, el balance hidrico, el intercambio gaseoso y la fluorescencia de la clorofila, pueden
ser empleados como indicadores del comportamiento de las plantas durante la exposicion a

periodos de déficit hidricos (De Diego et al., 2012).

La posibilidad de desarrollar un procedimiento de propagacion vegetativa a partir de técnicas
de cultivo in vitro que garantice la disponibilidad de material vegetal, capaz de combinarse
adecuadamente con un protocolo que permita la conservacion a largo plazo del germoplasma
sin afectar la estabilidad genética, significarian un gran aporte al programa de mejoramiento
genético en vigencia. Asimismo, conocer a priori el comportamiento de las plantas obtenidas a
condiciones ambientales adversas y verificar este comportamiento en condiciones reales de

implantacién a campo permitird contar con un desarrollo tecnolégico robusto y confiable.
2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo general

Desarrollar un procedimiento biotecnolégico que permita la propagacion vegetativa y
crioconservacion de las familias F2 de Pinus elliottii var. elliottii x Pinus caribaea var. hondurensis

a fines de su aplicacion en el plan de mejoramiento genético forestal.
2.2. Objetivos particulares

¢ Inducir organogénesis de yemas vegetativas a partir del cultivo in vitro de embriones
cigoticos maduros.

¢ Desarrollar un protocolo de conservacion ex situ de largo plazo a partir de la
crioconservacion.

¢ Ajustar un sistema mixotréfico que estimule el crecimiento de las yemas vegetativas
neoformadas y posterior enraizamiento de los macroblastos resultantes.

¢ Evaluar la sobrevivencia y el crecimiento de las plantas propagadas durante la etapa de
aclimatacion.

¢ Caracterizar y analizar la variacion de los parametros fisiolégicos y de crecimiento en
respuesta a déficit hidrico.

¢ Evaluar la capacidad de adaptacion de las plantas de idéntico origen, provenientes del

enrizamiento de estacas, semillas y organogénesis durante implantacion del cultivo.
3. HIPOTESIS

El uso de las variadas herramientas que ofrece la biotecnologia vegetal permite disponer de
un sistema de crioconservacion del germoplasma y favorece el escalado de la propagacion

vegetativa de las familias F2 de Pinus elliiottii var. elliottii x Pinus caribaea var. hondurensis.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1. Material vegetal

Se trabajo con semillas F» resultantes del cruzamiento de Pinus elliottii var. elliottii x Pinus
caribaea var. hondurensis cosechadas en el afio 2014. Estas fueron escarificadas quimicamente
mediante inmersién en una solucién de perdxido de hidrogeno 8% (v:v), en agitacién (100 rpm)
constante durante 24 h. Posteriormente, las semillas fueron desinfectadas con una solucion
acuosa de hipoclorito de sodio 1.5% (v:v) durante 30 min y enjuagadas tres veces con agua
destilada estéril. Finalmente, los embriones cigéticos maduros fueron aislados asépticamente

constituyendo la fuente de explantes con fines de cultivo.
4.2. Propagacion vegetativa in vitro via organogénesis

4.2.1. Fase de induccién

4.2.1.1. Experimento 1: Desarrollo de un medio de induccion

Se realizaron varios experimentos con el propésito de desarrollar un procedimiento que
permita la obtencién masiva de plantas mediante la proliferacién de yemas adventicias.
Primeramente, los explantes aislados fueron inmediatamente expuestos a una elevada
concentracion de citoquininas a fin de establecer la relacion hormonal adecuada que permitiese
la neoformacién de yemas adventicias. En este contexto, los embriones fueron cultivados
individualmente en tubos de vidrio (11 mL) que contenian 3 mL de la solucién basal formulada
por Murashige y Skoog (1962), diluida al 50% de su concentracion original (2 MS), semisdlida
(agar, 6.5 gr-L"), adicionada con sacarosa 0.09 M y diferentes concentraciones de 6-
benciladenina (BA; 0.5, 2, 5, 15y 20 uM) sola, o en combinacién con 0.5 yM de TDZ.

4.2.1.2. Experimento 2: Determinacion del periodo 6ptimo de induccion

Una vez establecida la relacion hormonal, se realizé un segundo experimento con el proposito
de determinar el tiempo 6ptimo de exposicién a los fitorreguladores que maximice la formacion
de yemas adventicias a través de un sistema de regeneracion directo, sin proliferacion de tejidos
indiferenciados. Para ello, los explantes fueron cultivados en el medio de induccién semisdlido
(agar 6.5 gr-L™"), compuesto por %2 MS con sacarosa 0.09 M y adicionado con BA (0.5 uyMy TDZ
0.5 yM) durante 30, 45 y 60 dias, transfiriéndose inmediatamente a un medio de cultivo de similar

constitucién quimica y desprovisto de reguladores del crecimiento vegetal.
4.2.1.3. Experimento 3: Pretratamiento de los embriones aislados en condiciones de oscuridad

Ajustado el periodo 6ptimo de induccién, se condujo un nuevo experimento a fin de evaluar

el efecto de la exposicion previa de los explantes a condiciones de oscuridad. En este sentido,
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los explantes aislados fueron cultivados en el medio de induccién antes definido e incubados en
condiciones de oscuridad durante 1 a 4 dias y transferidos a condiciones de luz hasta completar
45 dias de induccién; incluyéndose un tratamiento control donde éstos fueron incubados en luz

durante el periodo mencionado.
4.2.1.4. Experimento 4: Pretratamiento de las semillas a bajas temperaturas

Posteriormente, se analizo el efecto del pretratamiento de las semillas a bajas temperaturas,
considerandose éste, un efecto ambiental sinérgico del proceso morfogénico. A tal fin, las
semillas desinfectadas fueron expuestas a 4+0.5°C durante 1 a 6 dias. Cumplido el tiempo
asignado, los embriones fueron extraidos y cultivados durante 45 dias en el medio de induccién
descripto. Se incluyé un tratamiento control, sin frio, en el cual los explantes se cultivaron

inmediatamente después de la desinfeccion.

En todos los experimentos, los embriones fueron cultivados individualmente en tubos de
vidrio (11 mL) que contenian 3 mL de medio nutritivo (esterilizado en autoclave a 121°C y 1 atm
de presion por 20 min) e incubados en condiciones de luz (118 pymol-m?s™' PAR, luz dia, provista
por lamparas LEDs, fotoperiodo 14 h) y temperatura (27+£2°C) controladas. Se cultivaron tres
réplicas de diez embriones por tratamiento. Transcurrido el periodo de incubacién se cuantificé
el numero de explantes con sintomas visibles de ennegrecimiento tisular, explantes que
permanecieron vivos, pero no formaron yemas adventicias (sin respuesta), explantes con yemas

adventicias (regeneracién) y numero promedio de yemas adventicias formadas por explante.

4.2.2. Fase de elongacion

4.2.2.1. Experimento 1: Determinacion de la concentracion de sales del medio de cultivo

Se realizaron una serie de experimentos tendientes a promover el crecimiento de las yemas
neoformadas. Inicialmente, los explantes organogénicos conteniendo numerosas yemas
adventicias fueron cultivados durante 30 dias en biorreactores de inmersiéon temporal, tipo BIT
(Escalona et al., 1999), provistos de frascos de 300 mL de capacidad. Se empled el medio basal
MS, en su concentracion original o diluido dos (Y2 MS) y cuatro (4 MS) veces, adicionado con

sacarosa 0.09 My sin reguladores de crecimiento.
4.2.2.2. Experimento 2. Control de la proliferacion bacteriana

Debido a la presencia de contaminacién bacteriana, seguidamente se evalud la
suplementacion al medio de cultivo con un biocida comercial (Delcide™ TG, 100 L), conteniendo
una mezcla de 5-cloro-2-metil-4-isotiazol-3-ona 1.05% y 2-metil-4-isotiazol-3-ona 0.45%, vy
solucion buffer 1000 uL (MES: Monohydrate 2-(N-Morfholino) ethanesulfonic acid) siguiendo el

procedimiento desarrollado por Luna et al. (2013). Ademas, se indagé el efecto de diferentes
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concentraciones de sacarosa (0.045 M y 0.09 M) sobre el crecimiento de los brotes. Los cultivos

fueron incubados durante 45 dias.
4.2.2.3. Experimento 3: Efecto de la relacion de iones amonio/nitrato en el medio nutritivo

Finalmente se analizaron algunas condiciones fisicoquimicas del medio de cultivo
consideradas relevantes en la fase de elongacion. Se modifico la proporcién de los iones amonio
y nitrato (NH4":NO3") presentes en la formulacién salina %2 MS, manteniéndose constante la
concentracioén total de nitrégeno (30 mM). En este contexto, los explantes regenerados fueron
expuestos durante 45 dias a diferentes tratamientos donde se analizaron las proporciones 0:30,
5:25, 10:20, 15:15, 20:10, 25:5 y 30:0 mM de los iones amonio y nitrato. Se ensayaron medios

semisolidos (agar, 6.5 gr-L™") y liquidos (inmersion temporal).
4.2.2.4. Experimento 4: Determinacion del sistema de cultivo

Basados en los resultados preliminares obtenidos, se realizé un nuevo experimento
empleando recipientes de cultivos de 200 mL de capacidad con el propdsito de evaluar la
combinacion de medio semisdlido y aireacién asistida, manteniéndose el tratamiento de
inmersion temporal. En este caso se testearon dos agentes gelificantes, agar (6.5 gr-L") y
Phytagel® (3.5 gr-L"). El medio basal consistié en 2 MS (sacarosa 0.09 M), modificandose la
relacion NH4:NOs (10:20 y 15:15 mM). Los embriones con numerosas yemas adventicias

diferenciadas se mantuvieron bajo estas condiciones durante 60 dias
4.2.2.5. Experimento 5: Duracion de las fases de induccion y elongacion

Una vez establecida la solucion nutritiva y el sistema de cultivo que maximice la produccion
de brotes con mas de 5 mm de longitud durante la fase de elongacion, se ajusto el periodo 6ptimo
de induccion. En tal contexto, los explantes organogénicos permanecieron en un medio de
induccién compuesto por 2 MS, semisdlido (agar, 6.5 gr-L™"), adicionado con sacarosa (0.09 M),
BA (0.5 uyM) y TDZ (0.5 pM) durante 10, 20, 30 o 45 dias. Seguidamente, los explantes
regenerantes fueron transferidos a recipientes provistos de aireacion asistida, conteniendo un
medio fresco de elongacion compuesto por % MS, semisolido (Phytagel®, 3.5 gr-L")
suplementado con sacarosa (0.09 M) y sin citoquininas, permaneciendo en estas condiciones

durante 60 dias
4.2.2.6. Experimento 6: Determinacién del numero 6ptimo de explantes cultivados por recipiente.

Empleando un sistema de cultivo conformado por recipientes de 200 mL con 50 mL de medio
semisélido y provisto de aireacion asistida, se cultivaron 10, 15 o 20 explantes por recipiente, a
fin de indagar el efecto de la competencia entre explantes en la promocién del crecimiento

caulinar. Los brotes resultantes fueron evaluados transcurridos 60 dias de incubacion.
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En el sistema de inmersion temporal, los explantes estuvieron en contacto con el medio de
cultivo (fase de inmersion) durante 1 minuto, repitiéndose esta operacion cada 4 h. En el sistema
semisolido con aireacion asistida, se utilizé una duracion y frecuencia similar a fin de posibilitar
la renovacién del ambiente gaseoso en el recipiente de cultivo. En ambos casos se utilizé una
presion de aire de 0.5 bar provisto por un compresor. El nUmero de explantes por recipiente de

cultivo vario segun el tratamiento.

En todos los casos, el pH de la solucion se ajustd a 5.8 antes de la adicion del agente
gelificante. Los medios de cultivo fueron esterilizados en autoclave a 121°C y 1 atm de presion
por 20 min. Los cultivos se mantuvieron en condiciones de luz (118 ymol-m?-s™' PAR, luz dia

provista por lamparas LEDs, fotoperiodo 14 h) y temperatura (27+2°C) controladas.

En todos los casos se realizaron cinco repeticiones independientes considerandose cada
recipiente una unidad experimental. Al finalizar el periodo de incubacién, se determiné la tasa de
ennegrecimiento de los explantes organogénicos, porcentaje de explantes que permanecieron
vivos, pero no manifestaron crecimiento caulinar de las yemas adventicias, porcentaje de
explantes que brindaron brotes mayores a 5 mm de longitud, y numero de brotes con mas de 5

mm de longitud diferenciados por explante.

4.2.3. Fases de enraizamiento y aclimatacion

Se emplearon brotes adventicios provenientes de la fase de elongacion que alcanzaron al
menos 20 mm de longitud caulinar. Estos fueron sometidos a un tratamiento de induccién
consistente en la inmersion de la base del brote en una solucidon de acido indol butirico (IBA; 0.5,
1.25y 2.5 mM) durante 5, 15y 30 min. Seguidamente, fueron cultivados en recipientes de 200
mL de capacidad, conteniendo 2 MS (50 mL) con sacarosa 0.045 M; se ensayaron como
sustratos, gelificacion conagar (6.5 gr-L™"), Phytagel® (4 gr-L™") o vermiculita estéril. Se cultivaron
5 macroblastos por recipiente de 200 mL capacidad provisto de aireacién asistida, realizandose
5 repeticiones del experimento. Se consideré cada recipiente de cultivo como una unidad
experimental. Transcurridos 55 dias de incubacion se determiné el numero de brotes que

brindaron raices, numero de raices formadas por brote y longitud promedio de éstas.

Los macroblastos que brindaron raices fueron trasplantados en tubetes de 150 mL de
capacidad conteniendo como substrato corteza de pino compostada suplementada con 0.5 gr de
fertilizante de liberacion controlada (Osmocote®, N-P-K; 18-15-9, liberacién= 180 dias) y
transferidos a una camara climatizada disefada para tal fin. Se utilizd un régimen hidrico
programado en el cual la humedad relativa se mantuvo en 90% durante los primeros 7 dias,
disminuyendo paulatinamente hasta alcanzar 70%. Se empled luz natural (50% de radiacion
PAR). Se determind la altura y el diametro a la altura del cuello (DAC) de las plantas, al momento
del trasplante y transcurridos 30 y 60 dias de rustificacion. Finalmente, las plantas rustificadas
fueron transferidas a condiciones de invernadero.
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4.2.4. Analisis morfo-fisiologicos de respuestas a déficit hidrico en plantas obtenidas por

germinacion de semillas, macropropagacion y organogénesis

A fin de evaluar la aptitud de las vitroplantas obtenidas respecto a su balance hidrico durante
la etapa de implantacién, primeramente, se condujo un experimento comparativo entre plantas
genéticamente similares e idéntica edad (12 meses) donde, bajo condiciones ambientales
controladas, se indujo una situacion de déficit hidrico severo. Se emplearon plantas provenientes
de la germinacion de semillas, enraizamiento de estacas (macropropagacion) y organogénesis
in vitro (organogénesis), creciendo en condiciones de invernaculo en macetas de 2.4 L de
capacidad conteniendo suelo lateritico (pH=5.88; MO=8.59%; P=32.42 ppm; Ca=12.53
mEq/100g; Mg=0.80 mEq/100g; K=0.77 mEqg/100g; Dap=0.98). Luego de 7 dias de aclimatacion,
las plantas fueron irrigadas hasta alcanzar capacidad de campo (CC), cubriéndose
posteriormente las macetas con papel de aluminio para evitar pérdida de agua por evaporacion
de la superficie del suelo. En los tratamientos de estrés, el riego se suspendié hasta que la
disponibilidad hidrica del suelo se redujo a 50% propiciando un estrés moderado (E1) y 40%
causando un estrés severo (E2), incluyéndose un tratamiento de rehidratacion (RH) una vez que
la tensién del factor de estrés llegara a E2. La irrigacién se realizé por ascenso capilar a fin de
eliminar los gases acumulados en los poros del suelo. Las plantas se mantuvieron en condiciones
controladas de Iluz (PAR: 380 pupmol m? s' fotoperiodo: 14 h), temperatura
(fotoperiodo/escotoperiodo: 27+1/20+2 °C) y humedad relativa (50-55%).

Finalizado cada tratamiento se determind: el contenido relativo de agua de las aciculas
(CRA), rendimiento cuantico maximo del fotosistema Il, crecimiento de raiz, diametro, altura y
peso seco (110°C) de raiz y parte aérea. Para la determinacion del CRA de aciculas, se cuantificé
el peso fresco de cada acicula (PF) y seguidamente, se sumergio la muestra en agua destilada
hasta peso constante logrando el peso en turgencia maxima (PT) y finalmente, se seco en estufa
a 110°C para determinar su peso seco (PS). El CRA se calcul6 siguiendo la ecuacion [PF-PS /
PT-PS] x 100. Las determinaciones de fluorescencia se realizaron al mediodia con un medidor
de fotosintesis portable Li-6400 (Li-Cor, Nebraska, USA) siguiendo el protocolo de flash
multifasico (Loriaux et al., 2013). El crecimiento radical se determiné utilizando el método no
destructivo de capacitancia eléctrica (Cseresnyés et al., 2018); para lo cual, previamente, se
realizé una curva de crecimiento correlacionando los valores de capacitancia con el peso seco
de raices. La capacitancia se determindé con un tester digital (MULTIMETER DT-980 “G”),
introduciendo un electrodo en el suelo y el otro en el cuello de la planta. Las mediciones se
realizaron en condiciones de capacidad de campo al inicio y al final del experimento. Se

consideraron 5 plantas por tratamiento, representando cada individuo una unidad experimental.
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4.2.5. Analisis del crecimiento e incremento en altura, diametro v masa radical de plantas

obtenidas por germinacién de semillas, macropropagacion y organogénesis durante la

implantaciéon del dosel forestal

Plantas de 16 meses de edad, obtenidas mediante el uso de los sistemas de propagacion
antes mencionados, fueron implantadas en condiciones de campo en el mes de octubre de 2020
en la localidad de Puerto Esperanza, Misiones, Argentina (26°01’42” S, 54°38°49” W). El sitio se
caracteriza por presentar clima subtropical humedo, con temperaturas medias en julio, enero y
anuales de 14.6, 25 y 20.2 °C, respectivamente, y una precipitacion media anual de 1950 mm
(Servicio Meteorolégico Nacional, Argentina). Se implantaron 90 plantas por origen de los
propagulos (plantas de semillas, macropropagacién y organogénesis), utilizandose un marco de
plantacion de 2.5 m x 3 m, estableciéndose 3 repeticiones de 30 plantas cada una. Las parcelas
de 225 m? de superficie fueron dispuestas en bloques al azar y contaron con una bordura
perimetral de ensayo de 2 lineos de plantacion y 1 lineo entre tratamientos. Previo a la plantacion,
se retiraron los residuos con grua, se realizé una pasada con rastra pesada. Dos semanas
después se efectud el control de malezas y posteriormente el control de hormigas. El periodo de
evaluacion se extendié durante los primeros 180 dias desde la implantacién, determinandose
cada 60 dias la tasa de sobrevivencia, el crecimiento de raices (por capacitancia eléctrica),

didmetro del cuello y altura de las plantas.
4.3. Crioconservacion de embriones cigoéticos maduros (explantes)
4.3.1. Experimento 1: Evaluacion de la técnica convencional

Se aislaron y cultivaron embriones cigéticos maduros en el medio de inducciéon compuesto
por %2 MS, semisdlido (6.5 gr-L™"), adicionado con sacarosa 0.09 My 0.5 uM de BA y TDZ durante
10, 20, 30 o0 45 dias. Cumplido el tiempo preestablecido, éstos fueron transferidos a una solucion
de %2 MS conteniendo sacarosa 0.5 M, donde se mantuvieron en agitacion (120 rpm) durante 24
h. Seguidamente, los recipientes conteniendo los explantes fueron expuestos a una temperatura
de 0 °C, agregandose DMSO en alicuotas hasta alcanzar una concentracion final de 5%. Los
embriones inmersos en la solucién crioprotectora fueron transferidos a crioviales de 5 mL de
capacidad y almacenados a -18°C (freezer comercial) durante 1 h. Finalmente, los recipientes
conteniendo las muestras fueron transferidos a nitrogeno liquido (-196°C) por 24 h. El
descongelamiento se realizé de manera rapida mediante la inmersién de los crioviales en bano
Maria a 40+2°C durante 2 a 3 min. En condiciones de asepsia, se procedié a eliminar el volumen
de solucion crioprotectora, enjuagandose los explantes mediante inmersién en una solucion
compuesta por 2 MS adicionado con sacarosa 1.2 M. Posteriormente, los embriones se
colocaron durante 10 min en cajas de petri sobre papel filtro a fin de eliminar el excedente de la
solucion. Finalmente, los explantes fueron sub-cultivados en medios frescos de similar

composicién quimica e incubados en las condiciones de luz y temperatura antes descriptas.
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4.3.2. Experimento 2: Evaluacion de la técnica de vitrificacion

Las soluciones de vitrificacion permiten una marcada deshidratacion osmética de los tejidos,
resultante de la exposicidon del material biolégico a mezclas crioprotectoras muy concentradas,
conocidas comunmente como formulaciones PVS (del inglés, Plant Vitrification Solutions). En el
contexto de esta tesis, se evaluaron las soluciones vitrificantes PVS-2 (2 MS + sacarosa 0.4 M
+ etilenglicol 15% + glicerol 30% + DMSO 15%), PVS-3 (sacarosa 50% + glicerol 50%) y PVS-4
(2 MS + sacarosa 0.6 M + etilenglicol 20% + glicerol 35%), en dos tiempos de inmersion (20 y
30 min.). Los embriones cigoéticos fueron cultivados en el medio de induccion e incubados durante
10 dias en las condiciones ambientales antes descriptas. Seguidamente, los explantes fueron
transferidos a frascos de vidrio conteniendo 50 mL de la “solucion de carga” consistente en una
mezcla de sacarosa 0.4 M y glicerol 2 M, manteniéndose en agitacion (120 rpm) por 20 min.
Inmediatamente, éstos fueron transferidos a las soluciones vitrificantes. Una vez cumplido el
tiempo de exposicion estipulado, los embriones cigéticos fueron transferidos a crioviales de 5 mL
de capacidad y sumergidos en nitrogeno liquido durante 24 h. El descongelamiento, enjuague y
escurrimiento se realizé de manera similar al procedimiento anterior. Finalmente, los explantes

fueron cultivados en el medio de induccion siguiendo el protocolo desarrollado a tal fin.
4.3.3. Experimento 3: Evaluacion de la técnica de desecacion

Con el objeto de reducir el contenido de agua libre en el ambito de los tejidos, se evaluaron
distintos tratamientos que incluyeron el uso de agentes osmoticos en el medio de cultivo
semisdlido buscando disminuir el potencial agua de la solucion; como asi también, la exposicion
directa del explante a una corriente de aire estéril (flujo laminar). En el primer caso, los embriones
cigbticos permanecieron durante 24 h en un medio de cultivo semisodlido (agar 6.5 gr L)
compuesto por %2 MS suplementado con sacarosa 0.5 M, transfiriéndose o no por idéntico periodo
a un medio con dosis creciente de sacarosa (2 MS + sacarosa 1M). Se incluy6 un tratamiento
control, sin deshidratacioén. Los explantes provenientes de cada tratamiento fueron colocados en
crioviales (10 embriones/criovial) y sumergidos en nitrégeno liquido por 24 h. El
descongelamiento se realiz6 de manera rapida en bafo maria (4012 °C) durante 2-3 min.
Seguidamente, los explantes fueron cultivados en el medio de induccion siguiendo el protocolo
desarrollado a tal fin. Transcurridos 45 dias de incubacion se determin6é la tasa de
ennegrecimiento de los explantes, sobrevivencia, regeneracién y nimero promedio de yemas

adventicias neoformadas por explante.

4.3.4. Experimento 4: Influencia del tiempo de desecacion sobre el contenido de humedad,

sobrevivencia y capacidad de regeneracién de los explantes

El tiempo 6ptimo de desecacion se determind a partir de la relacion entre el contenido de
humedad de los embriones, la sobrevivencia post-crioconservacion y la tasa de formacion de
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yemas adventicias. A tal fin, los explantes deshidratados osmoéticamente (precultivo en %2 MS
suplementado con sacarosa 0.5 M por 24 h y transferencia por idéntico periodo al mismo medio
conteniendo sacarosa 1M) o no (embriones sin precultivo), fueron pesados previo a ser
expuestos a la corriente de aire del flujo laminar. En adelante y cada 30 minutos se separaron y
pesaron 10 embriones, efectuandose 3 repeticiones. En simultaneo, una muestra de igual
tamano fue puesta dentro de crioviales de 2.5 mL de capacidad y sumergida en NL.
Posteriormente éstas fueron descongeladas siguiendo el procedimiento descripto y cultivadas en
el medio de induccion. Este procedimiento se repiti6 hasta completar el tiempo total de
desecacion de 120 min. Finalmente, 30 explantes fueron secados en estufa a 80°C hasta peso
constante. Estas evaluaciones permitieron establecer el contenido de humedad de los embriones
al momento de la crioconservacion y determinar los valores de sobrevivencia, regeneracion y

numero de yemas obtenidas por explante.

Una vez seleccionado el procedimiento de deshidratacién mas eficaz, se intenté optimizar la
tasa de regeneracién de los explantes. Para ello, los embriones crioconservados se cultivaron
en 2 MS (0.09 M sacarosa), ensayandose las combinaciones de BA (0.5, 2, 5, 15y 20 uM) y

TDZ (0.5 yM) evaluadas en los explantes que no recibieron tratamiento de frio.
4.3.5. Experimento 5: Determinacion de viabilidad por métodos bioquimicos

La viabilidad de los embriones crioconservados se determiné mediante el uso del test de
tetrazolio (TZ) e indigo carmin (IC). El primero se basa en la coloracion que adquieren las células
vivas al producirse la reduccién del indicador (solucion de cloruro 2, 3, 5-trifenil tetrazolio) por la
actividad de la deshidrogenasa (ISTA, 2007); esto permite distinguir las partes vivas del explante
(tefiidas de rojo) de las muertas (no coloreadas). La confiabilidad de esta técnica de prediccion
esta supeditada a las condiciones de tincidon (tiempo, concentracién, temperatura, entre otros),
la cuales deben ser definida para cada material vegetal en particular. Por su parte, en el test de
indigo carmin los tejidos muertos se tifien de azul y los vivos permanecen incoloros al ser

introducidos en una solucion al 0.15% durante 3 horas, a temperatura ambiente (Kamra, 1972).

Se emplearon embriones deshidratados sin inmersion en NL, embriones deshidratados y
criopreservados, y embriones sin deshidratacion y criopreservados. Cada material fue sumergido
en tres concentraciones de TZ (0.1, 0.2 y 0.5 %) para su tincion, utilizando viales de 5 mL con
tapa hermética. Los recipientes se incubaron en estufa a 28°C y en oscuridad durante 18, 24 y
36 h. En cuanto al test de IC, se realizd6 segun lo establecido por Kamra (1972). Una vez
completada la tincion, los embriones fueron colocados sobre papel absorbente a fin de eliminar
el excedente de solucion, se tomaron fotografias de cada uno de los tratamientos y empleando
el software ImageJ®, se realizaron las observaciones sobre cada embrién individualmente. De
este modo fueron clasificados como viables aquellos embriones que, ante el TZ, manifestaban

mas del 50% del area de cotiledones e hipocdtilos tenidos de rojo o rosa uniforme; o bien, sin
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tincion en la prueba de indigo carmin. Se consideraron no viables aquellos embriones que
presentaron mas del 50% del area de cotiledones e hipocdtilos completamente blancos o tefiidos
de rojo oscuro intenso (TZ) o completamente tefidos de azul (IC). Los resultados obtenidos
fueron analizados en conjunto con los valores de sobrevivencia y regeneracion previamente
conocidos. De este modo se identificd el tratamiento de tincién cuya estimaciéon fue la mas
acertada sin diferenciarse estadisticamente de los valores de sobrevivencia y regeneracion ya
conocidos. Considerando el procedimiento de tincion seleccionados para los embriones
deshidratados y criopreservados, complementariamente se constaté la confiabilidad de
clasificaciéon establecida por los métodos bioquimicos mediante matrices de confusion, a partir
de las cuales se obtuvieron las métricas de sensibilidad, especificidad y exactitud, segun lo

establecido por Hossin y Sulaiman (2015).
4.4. Analisis histolégico

El analisis histoldgico fue realizado de acuerdo a lo establecido por (Gonzalez y Cristébal,
1997). Los explantes cultivados en el medio de induccion compuesto por 72 MS adicionado con
BA 0.5 yM y TDZ 0.5 upM, crioconservados o no, fueron fijados en una solucion de
formaldehido/etanol/acido acético (AFA), deshidratados en serie con Biopur® e infiltrados en
parafina. Los preparados fueron seccionados con ayuda de un micrétomo rotativo efectuandose
cortes transversales y longitudinales de 10 um, posteriormente éstos fueron coloreados con
safranina-astra blue (Sigma-Aldrich) y montados en balsamo de Canada (Biopack). Las
microfotografias fueron tomadas con un microscopio Leica DMLB2 equipado con una camara
digital de la misma marca ICC50HD (Leica, Wetzlar, Germany). Las observaciones histolégicas

fueron realizadas diariamente desde el inicio y hasta el dia 25 de la fase de induccién.
4.5. Estabilidad genética de las vitroplantas

Mediante el empleo de una adaptacién del método hexadecyl trimethyl ammonium bromide
(CTAB) (Yamamoto et al., 2000), se aisl6 ADN genémico de plantas (10 plantas por tratamiento)
obtenidas por organogénesis y germinacion in vifro de embriones no congelados y
crioconservados. Se emplearon 11 cebadores ((AG)8-C; (AGAC)4-GC; (CAG)7-CA; (CA)8-T;
(GA)8-T; (GT)8-G; (CT)8-G; (GAG)7-AC; (AC)8-T; (AC)8-G y (AG)8-GC) para la amplificacion
(ISSR) de los cuatro tratamientos a evaluar. La reaccion ISSR fue realizada segun lo descripto
por (Brugnoli et al., 2013). Los productos amplificados fueron separados por electroforesis en gel
de agarosa 2% en 1xTAE buffer a 70V. Los perfiles amplificados de ADN obtenidos para cada
planta fueron introducidos en una matriz binaria de datos, clasificando a los marcadores ISSR
por la presencia (1) y ausencia (0) de bandas homdlogas de ADN. Fragmentos con la misma
masa molecular fueron considerados amplicones analogos representando al mismo locus. Los

resultados de la matriz binaria de datos fueron analizados utilizando el software Info-Gen
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(Balzarini y Di Rienzo, 2013). Se realizd un analisis de coordenadas principales y se determind

la estabilidad genética entre las poblaciones por el coeficiente de disimilitud de Jacard’s (1-S).
4.6. Diseno experimental

El tamafio de n para cada experimento se detalla en los resultados correspondientes
representados por tablas y/o figuras. En todos los casos, se realizaron replicas independientes.
Las variables fueron evaluadas con disefios factoriales a través de analisis de variancia (ANOVA)
sobre los datos de las variables de cada fase y las medias fueron comparadas entre si por prueba
de comparaciones muiltiples (P<0.05) utilizandose el software Infostat® (Di Rienzo et al., 2011) y
GraphPad Prism 9.3 (Prism, 2014).
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5. RESULTADOS
5.1. Propagacion vegetativa in vitro via organogénesis

5.1.1. Fase de induccidn

5.1.1.1. Experimento 1: Desarrollo de un medio de induccion

Con el propdsito de inducir la formacion de yemas adventicias, los embriones cigoticos
maduros fueron aislados y cultivados en 2 MS suplementado con sacarosa 0.09 M, BA'y TDZ.
Transcurridos 45 dias de incubacion en las condiciones descriptas en materiales y métodos pudo
observarse la formacioén de novo de yemas en todos los tratamientos testeados (Tabla 1). Si bien,
la adicion al medio de cultivo con BA 0.5 uM posibilitd que el 23.3£12% de los explantes brindaran
yemas adventicias, la mayoria de los embriones cigéticos no respondieron al tratamiento
hormonal, continuando su desarrollo ontogénico hasta brindar plantulas. Dosis mayores de BA
estimularon el proceso morfogénico; siendo maxima la tasa de regeneracién cuando se
suplementé al medio de cultivo con BA 2 uM, permitiendo que el 76.7+12% de los explantes
brindaran 9.2+1.1 yemas adventicias. Sin embargo, los mejores resultados se obtuvieron cuando
se adicion6 al medio basal con BA 0.5 uMy TDZ 0.5 uM. En este contexto, el 86.7+8.8% de los
explantes brindaron 15.5+2.8 yemas adventicias, diferenciandose a partir de los cotiledones y de

la zona distal del hipocétilo proxima a los cotiledones.

Tabla 1 | Efecto de la adicién de BA y TDZ al medio de cultivo (/2 MS con sacarosa 0.09 M) sobre la
formacion y proliferacion de yemas adventicias a partir del cultivo in vitro de embriones cigéticos maduros
de PEE x PCH.

BA TDZ Explantes Explantes sin Explantes con N.° Y_e-mas
(nM) (nM) ennegrecidos (%) respuesta’ (%) a dveﬁ;ziaass (%) adv::'t;I(::tse por
0.5 - 0+0? 76.7 £ 12° 23.3+12° 6.5+ 3.7°
2 - 0+0? 20+ 10° 76.67 £ 122 9.2+0.13
5 - 3.3+3.32 30+5.82 66.7 + 8.8%° 9.7+1.13
15 - 16.7 + 8.82 20 +5.82 63.3 + 3.3% 10.4 £ 0.3%
20 - 16.7 £6.72 30+102 53.3 +3.3% 7.7 £0.9%
0.5 0.5 3.3+3.32 6.7 £3.32 86.7 + 8.8? 15.5+2.82
2 0.5 16.7 £ 6.72 30+ 10° 53.3 + 8.8% 14.9 +1.9%
5 0.5 20 + 02 26.7 £ 3.32 53.3 +3.3% 11.1£1.3%
15 0.5 6.7+3.32 20+ 15.32 63.3 £ 16.72° 9.4 +1.5%
20 0.5 10 £ 102 26.7 + 8.8? 60 + 11.5% 7.3+0.6%

1 se considera explante sin respuesta a aquel que permanece vivo y continta su desarrollo hasta brindar una plantula.
Los valores expresan el promedio de 3 repeticiones * el error estandar de la media (SEM) (n= 10). Letras iguales no
representan diferencias significativas entre los tratamientos segun el test de Comparaciones Multiples de Tukey
(P=<0.05).
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5. 2.1.2. Experimento 2: Determinacion del periodo 6ptimo de la fase de induccién

Una vez establecida la relacién hormonal adecuada para el proceso morfogénico en cuestion,
se desarrollé un experimento a fin de establecer el tiempo 6ptimo de duracién de la fase de
induccién (Figs. 1 A-D). Al momento de la evaluacion, se observé un aumento significativo de la
mortalidad por oxidacidon como consecuencia de la extensién del periodo de induccion (Fig. 1 A).
En este sentido, transcurridos 60 dias, el 3618.1% de los explantes presenté sintomas de
necrosis tisular diferenciandose estadisticamente de los restantes tratamientos. El porcentaje de
explantes sin respuesta disminuyd desde 28+9.7% a 6+2.5% cuando éstos fueron incubados
durante 30 y 45 dias, respectivamente, siendo nulo cumplidos 60 dias de cultivo (Fig. 1 B). El
mayor porcentaje de embriones que brindaron brotes se observd cuando éstos fueron expuestos
a un medio de cultivo enriquecido con citoquininas durante 45 dias (Fig. 1 C). Sin embargo, el
maximo numero de yemas adventicias formadas se obtuvo transcurridos 60 dias de incubacién
(Fig. 1 D). Del analisis de ambos parametros determinantes de la capacidad morfogénica se
deduce que, el tratamiento de induccién de 45 dias resulté el mas promisorio posibilitando que
el 78+4.9% de los embriones cigoticos brindaran 10.9+1.8 yemas adventicias. En todos los casos

se observo un patron morfogénico directo, sin proliferacion de tejidos indiferenciados (callos).
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Figura 1 | Efectos de la duracion de la fase de induccion sobre el ennegrecimiento tisular de los explantes
y la capacidad morfogénica de embriones cigéticos cultivados en %2 MS adicionado con BA 0.5 yM y TDZ

0.5 uM.
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Los valores expresan el promedio de 5 repeticiones (n=10). En todos los casos, las barras indican el error estandar de
la media (SEM). Tratamiento con letras distintas indican diferencias significativas segun el Test de Comparaciones
Multiples de Tukey (P<0.05).

5.2.1.3. Experimento 3: Efecto de la oscuridad sobre la sobrevivencia y capacidad morfogénica

de los embriones aislados.

Ajustado el periodo 6ptimo de induccién, se condujo un nuevo experimento a fin de evaluar
el efecto de la exposicion previa de los explantes a condiciones de oscuridad sobre la
sobrevivencia y capacidad morfogénica (Figs. 2 A-D). Transcurridos 45 dias de incubacion se
observd una mayor tasa de oxidacion en los embriones que recibieron un pretratamiento de
oscuridad (Fig. 2 A). El porcentaje de explantes sin respuesta aumenté conforme lo hizo el tiempo
de exposicién a la oscuridad, alcanzando el maximo (34+6.8%) cuando éstos permanecieron tres
dias en estas condiciones (Fig. 2 B). Si bien, se observo diferenciacion de yemas adventicias en
todos los tratamientos, el proceso morfogénico fue promovido en presencia de luz (Fig. 2 C). El
numero promedio de yemas adventicias formadas por explante fue mayor (17.2+1.3) cuando
éstos recibieron un dia de oscuridad (Fig. 2 D). Sin embargo, al analizar los parametros en su
conjunto, el tratamiento control (sin pretratamiento de oscuridad) resulté el mas promisorio,

posibilitando que el 84+5.1% de los embriones cigodticos brindaran 14+5.1 yemas adventicias.
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Figura 2 | Efecto del pretratamiento de oscuridad sobre la formacién de yemas adventicias de PEE x PCH
a partir del cultivo de embriones cigéticos maduros.

Los valores expresan el promedio de 5 repeticiones + el error estandar de la media (n= 10). En el tratamiento “cero”
los explantes no recibieron un periodo de incubacién en oscuridad estando sujetos al fotoperiodo establecido en

materiales y métodos. Asteriscos indican diferencias estadisticas significativas respecto al tratamiento control (Tukey,
P<0.05).
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5.2.1.4. Experimento 3: Pretratamiento de las semillas a bajas temperaturas

Previo a la extraccion de los embriones, las semillas desinfectadas fueron expuestas a
410.5°C durante 1 a 6 dias, incluyéndose un tratamiento control, sin frio. Cumplido el tiempo
asignado, los embriones fueron extraidos y cultivados en el medio de induccién compuesto por
2 MS con 0.09 M sacarosa y adicionado con BA 0.5 pM y TDZ 0.5 pM. Los cultivos fueron
incubados durante 45 dias en las condiciones de luz y temperatura descriptas en materiales y
métodos. Los resultados obtenidos fueron evaluados mediante el analisis de componentes
principales (Fig. 3). En este contexto, la componente principal 1 (CP1) explica el 68.6% de la
variabilidad de los datos; mientras que, la componente principal 2 (CP2) revela el 21.9%,
permitiendo una clara separaciéon de los tratamientos. La estratificacion de las semillas durante
tres dias evidencio la maxima correlacion positiva en CP1, vinculandose ésta con la tasa de
regeneracion y el niumero de yemas adventicias neoformadas por explante. Contrariamente, el
tratamiento control, sin exposicion al frio, presentd la maxima correlacion negativa,
relacionandose fuertemente con el porcentaje de explantes sin respuesta.

4.

Explantes ennegrecidos (%)
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Figura 3 | Analisis de componentes principales de respuestas morfogénicas de semillas expuestas a un
pretratamiento con bajas temperaturas.

CP1: Componente principal N°1; CP2: Componente principal N°2. E: estratificacion a 41£0.5°C. Control: semillas sin
estratificacion.

Si bien, no se observaron diferencias estadisticas entre tratamientos, la exposicion de las
semillas a bajas temperaturas favorecié el proceso morfogénico, especialmente cuando éstas
permanecieron a 4+0.5°C durante 3 dias (Tabla 2). En este contexto, el 86.7+8.8% de los
explantes produjeron 14.9+2.6 yemas adventicias y no se observaron explantes necréticos. Por

otro lado, la tasa de regeneracion se redujo a 66.7+6.7% cuando las semillas no recibieron un
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pretratamiento de frio, disminuyendo ademas el numero de yemas adventicias (9.2+0.8)

neoformadas por explante.

Tabla 2 | Efecto del pretratamiento de las semillas de PEE x PCH a bajas temperaturas sobre la
diferenciacion y proliferacion de yemas adventicias a partir del cultivo de embriones cigéticos maduros.

Pretratamiento Explaptes Explantes Sin Explantes_ con yemas a dveYn‘:ir::‘;z por
4+0.5°C ennegrecidos (%) respuesta (%) adventicias (%) explante
Control 6.7+3.3 26.7+ 8.8 66.7 £ 6.7 9.2+0.8

1 dia 10+5.8 16.7 £+ 8.8 73.3+14.5 105+1.2
2 dias 6.7+3.3 1010 83.3+6.7 116125
3 dias 00 13.3+8.8 86.7 + 8.8 149+26
4 dias 3.3+3.3 20+5.8 76.7 £ 8.8 10.7 £1.7
5 dias 6.7+3.3 13.3+3.3 80+0 149126
6 dias 6.7 £6.7 20+5.8 73.3+3.3 13.2+0.9

Los valores expresan el promedio de 3 repeticiones + el desvio estandar de la media (n= 10). No existen diferencias
significativas respecto al tratamiento control (sin exposicion al frio).

5.1.2. Fase de elongacion

5.1.2.1. Experimento 1: Determinacion de la concentracion de sales del medio de cultivo

Con el propdsito de promover el desarrollo de las yemas adventicias que permita contar con
un tamano Ooptimo del brote en la subsiguiente fase de enraizamiento, los explantes
organogénicos fueron transferidos a biorreactores de inmersién temporal, conteniendo diferentes
concentraciones de la formulacién basal del MS. Transcurridos 30 dias de incubacion en
condiciones de luz, se observé que el empleo de MS en su concentracion original resultd
severamente toxico, desencadenando la muerte del 97+3% de los explantes. Sin embargo, la
dilucion de la formulacion nutritiva vislumbré un efecto promotor de la brotacion reduciendo la
necrosis tisular a menos del 20% (Fig. 4 A). En estas condiciones, tanto el crecimiento de los
tallos como la calidad de los brotes resultantes dependieron de la concentracion del medio basal.
Si bien, el uso de ¥4 MS incidi6 favorablemente en el porcentaje de explantes con brotes mayores
a 5 mm de longitud (63+x12%), el 70£10% de los explantes regenerados que crecieron en 2 MS
produjeron 4.3+1.2 brotes con mas de 5 mm de longitud y aspecto saludable, caracterizados por

un color verde intenso (Figs. 4 B-D).
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Figura 4 |Efecto de la concentracion del medio nutritivo sobre el crecimiento de yemas adventicias de PEE
x PCH.

Los valores expresan el promedio de 5 repeticiones + SEM (n=10). Letras diferentes representan diferencias
estadisticas significativas entre los tratamientos segun el test de Tukey (P<0.05). Variables sin letras no se diferencian
estadisticamente para el mismo test. MS: medio basal MS en su concentracion original; %2 MS: medio basal MS diluido
dos veces; s MS: medio basal MS diluido 4 veces; Br>5mm por explante: Brotes con mas de 5 mm de longitud
diferenciados por explante.

5.1.2.2. Experimento 2. Control de la proliferacioén bacteriana

Dada la incidencia de bacterias enddfitas, en el presente experimento se evalué la adicién al
medio de elongacion (Y2 MS + sacarosa 0.045 y 0.09 M) con o sin el agregado de 100 uL
Delcide™ TG (biocida comercial) y de 1000 yL MES. Los resultados obtenidos demuestran que
el biocida comercial controlé eficazmente la proliferacion bacteriana. En este sentido, los
explantes regenerantes no prosperaron cuando fueron cultivados en el medio nutritivo adicionado
Unicamente con la solucion buffer. Si bien la suplementacion con Delcide™ TG garantizé la
sobrevivencia de los explantes, la combinacion del biocida con la solucion buffer optimizé la
respuesta permitiendo que el 20+8% de los explantes brindaran 1.2+0.4 brotes con mas de 5 mm
de longitud caulinar (Tabla 3 A). Por otra parte, la reduccion del contenido de sacarosa del medio
nutritivo incremento significativamente la necrosis de mas del 90+6% de los explantes, afectando
la sobrevivencia y desarrollo de las yemas neoformadas. Consecuentemente, el alargamiento
caulinar fue promovido por la adicion de 0.09 M de sacarosa al medio de cultivo. En este contexto,

el 281+8% de los explantes presentd brotes mayores a 5 mm (Tabla 3 B).

31



Tabla 3 | Estimulacion del crecimiento vegetativo en biorreactores de inmersién temporal. Efecto del
contenido de sacarosa del medio nutritivo.

Tratamiento Expla_ntes Explantes Sin Explantes con Numero de bl_'otes
ennegrecidos (%) respuesta (%) brotes > 5mm (%) > 5mm longitud
Buffer 0 0 0 0
A Biocida 78+9 72 158 0.7+0.2
Biocida+Buffer 73+10 75 20+8 1.22+04
0.09 M Sacarosa 92 + 4° 2429 7£3° 0.7+0.32
0.045 M Sacarosa 60 £ 82 12 £ 4° 28+ 82 1.3+£0.32

Los valores expresan el promedio de 3 repeticiones + SEM (n=20). Letras iguales no representan diferencias
significativas para el Test de Comparaciones Multiples de Tukey (P<0.05). Los resultados presentados en la seccion
A y B de la tabla fueron analizados en forma independiente. No existen diferencias significativas en A para los
tratamientos que prosperaron (no contaminados).

5.1.2.3. Experimento 3: Efecto de la relacién de iones amonio/nitrato del medio nutritivo sobre la

sobrevivencia y crecimiento de los brotes en la fase de elongacion.

Manteniéndose constante la concentracién total de nitrégeno (30 mM) del medio MS diluido
dos veces se modifico la proporcién de los iones amonio y nitrato (NH4*:NO3") empleando medios
semisélidos y liquidos. Transcurridos 45 dias de incubacion se observé que la proporcion de los
iones amonio y nitrato del medio nutritivo influyd significativamente sobre la tasa de
ennegrecimiento de los explantes. La suplementacion al medio de cultivo con nitrato como unica
fuente inorganica de nitrégeno (0:30) incrementd la tasa de necrosis en medios semisdélidos y
liquidos. En contraposicion, el agregado de amonio como unica fuente nitrogenada (30:0), si bien,
redujo el desencadenamiento de los procesos oxidativos en explantes que crecieron en medios
semisolidos con aireacion asistida, no favorecio el crecimiento de los brotes. La suplementacion
al medio basal con ambas formas de nitrégeno inorganico estimuld la elongacién caulinar de los
brotes adventicios. En este contexto, el 24+8% de los explantes regenerados que crecieron en
medios semisdlidos con una proporcién molar 10:20 (amonio: nitrato) brindaron 2.4+0.8 brotes

con mas de 5 mm de longitud caulinar (Tabla 4).

Tabla 4 | Efecto de la proporcién de iones NH4+:NO3- de la solucién nutritiva, sobre el crecimiento de las
yemas adventicias de PEE x PCH.

Proporcioén de iones Explantes Explantes Sin Explantes con brotes  Numero de

amonio:nitrato ennegrecidos (%) respuesta (%) > 5mm (%) brotes
0/30 L 86 + 6° 10 £ 42 4+228 0.4 +0.22
0/30 S 66 + 182° 6+ 42 8+42 0.8+0.52
5/25 L 58 + 1620 12 £ 52 10 £ 52 1+042
5/25 S 46 + 1920 6+ 42 842 0.8+0.42
10/20 L 56 + 1520 24 + 82 02 02
10/20 S 44 + 13920 12 £ 42 24 + 82 24+0.82
15115 L 76 + 7% 12 £ 42 12+ 52 1.2+0.52
15/15 S 26 + 132 22 + 122 12 + 62 1.2+0.62
20/10L 76 + 520 14 £ 42 10 £ 62 1+0.6°
20/10 S 20+ 92 32 +15° 8+62 0.8+0.62
25/5L 64 + 7% 28 + 52 8+ 42 0.8+0.42
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25/58 18 + 82 34 +15° 8+ 52 0.8+0.52
30/0 L 64 £ 730 22+ 52 12+102 0.8+0.62

30/0 S 40 £ 11230 32+ 9° 8+42 0.8 £0.42

Los valores expresan el promedio de 5 repeticiones + SEM (n=20). Letras iguales no representan diferencias
significativas para el Test de Comparaciones Mdltiples de Tukey (P<0.05).

5.1.2.4 Experimento 4: Determinacion del sistema de cultivo

Mediante el empleo de frascos de vidrio de 200 mL capacidad se evalué el uso de medios
semisolidos provistos con aireacion asistida y medios liquidos basados en el principio de
inmersion temporal automatica. Se ensayé el uso de agar y Phytagel® como agentes gelificantes.
La Figura 5, basada en el andlisis de componentes principales, evidenci¢ diferencias en la
respuesta de los explantes segun el sistema de cultivo ensayado. La CP1 explico el 83% de la
variacion total de los datos y permiti6 separar claramente los sistemas de cultivo. En
comparacion, la CP2 explico 16.5% de la variabilidad separando los tratamientos segun el agente
gelificante empleado. Independientemente de la proporcion de iones NH4":NOs', los explantes
que crecieron en medios liquidos con inmersion temporaria presentaron la maxima correlaciéon
positiva en la CP1, vinculandose fuertemente con la tasa de ennegrecimiento tisular. Por el
contrario, los sistemas con medio semisoélido y aireacion asistida favorecieron la sobrevivencia
del material vegetal. Ademas, el empleo de Phytagel® como agente gelificante, estimulo el
crecimiento de las yemas vegetativas, incrementando en consecuencia, el numero de brotes con

mas de 5 mm de longitud.

Explantes sin respuesta (%)

NH,""NO, 10:20 agar ¢

te -15- [
NH,""NO; 15:15 agar Explantes ennegrecidos (%)

7 wy S
NH,":NO, 15:15 phytagel ¢ . NH,*:NO, 10:20 inmersién tempaoral
NH,:NO, 15:15 inmersién temporal

CP2 (16,5%)
(=]

Explantes que brindan brotes (%) ]

Numero de brotes por explante NH,"*NO;" 10:20 phytagel

5 3 0 3 5
CP 1 (83.0%)

Figura 5 | Analisis de componentes principales. Efecto del sistema del cultivo y la proporcion de iones
amonio: nitrato en la elongacién de las yemas diferenciadas en la etapa de induccion.
CP1: Componente principal N°1; CP2: Componente principal N°2.
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Transcurridos 60 dias de cultivo fue posible observar que el empleo de biorreactores de
inmersion temporal afecté negativamente el crecimiento y desarrollo de los brotes adventicios
desencadenando vitrificacion y ennegrecimiento tisular (Fig. 6 A). En consecuencia, entre el
85+5% y el 91+3% de los explantes no sobrevivieron en la fase de elongacién. En tales
condiciones, solo el 1624% de los explantes regenerantes brindaron brotes con mas de 5 mm de
longitud (Tabla 5). Por su parte, el empleo de agar como agente gelificante redujo
considerablemente la necrosis del tejido; sin embargo, no estimuld la brotacion de las yemas
adventicias (Fig. 6 B). Finalmente, el uso de Phytagel® no solo disminuyé significativamente la
tasa de ennegrecimiento (38+13%) sino que, ademas, promovié el alargamiento caulinar de los
brotes resultantes, donde el 60£14% de los explantes regenerantes brindaron 11.5+1 brotes con

mas de 5 mm de longitud, sin signos de vitrificacién (Fig. 6 C).

Tabla 5 | Efecto de la modificacién de 2 MS con distintas proporciones de amonio:nitrato sobre la
sobrevivencia y desarrollo de yemas adventicias que crecieron en distintos sistemas de cultivo.

Prop_orcmn de Sistema de Explantes Explantes Sin Explantes Numero de brotes
lones cultivo ennegrecidos (%) respuesta (%) con brotes > 5mm longitud
amonio:nitrato > 5mm (%)
10:20 Liquido (IT) 91 3P 0+0° 9+3b 1.6+ 0.4°
15:15 Liquido (IT) 85 + 5 0+0° 16 + 4° 2.9+0.8
10:20 Semisblido 52 + 152 8 + 42 40 + 10% 6.2+ 1.9%
(agar)
15:15 Semisdlido 54 + 148 8 +8° 39 + 148 7.4 +2.1%
(agar)
10:20 Semisdlido 38+ 138 3430 60 + 142 115+ 1.0
(Phyt.)
15:15 Semisdlido 30 + 32 5430 65 + 3 10.5 + 1,07
(Phyt.)

Los valores expresan el promedio de 3 repeticiones + el desvio estandar de la media (n=20). Letras iguales no
representan diferencias significativas para el Test de Comparaciones Multiples de Tukey (P<0.05). IT: inmersion
temporal. Phyt.: Phytagel.

A ' N B — — W C

Figura 6 | Crecimiento de yemas vegetativas en diferentes sistemas de cultivo.
A, Medio liquido (inmersion temporal); B, Medio semisdlido (agar) con aireacion asistida; C, Medio semisolido
(Phytagel®) con aireacion asistida. Las barras indican 1 cm.

5.1.2.5. Experimento 5: Duracién de las fases de induccién y elongacion

Una vez establecida la solucion nutritiva y el sistema de cultivo que maximice la produccion
de brotes con mas de 5 mm de longitud durante la fase de elongacién y partiendo de la premisa
de que periodos prolongados de exposicion a altas concentraciones de citoquininas afectan el

ulterior desarrollo de las yemas neoformadas, se ajusto la duracion del periodo de induccion. A
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tal fin, los embriones cigéticos maduros se incubaron en el medio de regeneracion antes
descripto durante 10, 20, 30 0 45 dias antes de ser transferidos a 72 MS sin hormonas, semisoélido
(Phytagel®) y provisto con aireacion asistida. Bajo exposicion prolongada a citoquininas (45 dias),
el 74+6% de los explantes regenerantes necrosaron y murieron. Por el contrario, la induccion a
corto plazo (10 y 20 dias) redujo el ennegrecimiento y promovio la brotacion de yemas en mas
del 50% de los explantes; sin embargo, no estimulé significativamente la elongacion de los brotes
resultantes (6.71£0.4). Los mejores resultados se observaron cuando se empled un periodo de
induccién de 30 dias en donde el 65t6% de los explantes regenerantes produjeron 11.7+1.1

brotes con mas de 5 mm de longitud, sanos y vigorosos (Tabla 6).

Tabla 6 | Efecto de la duracion de la fase de induccién en %2 MS suplementado con 0.5 yM BA y 0.5 uM
TDZ sobre la sobrevivencia y desarrollo de yemas adventicias.

Periodo de Exp. ennegrecidos Exp. sin respuesta Exp. Con brotes > N° Brotes > 5mm
induccion (%) (%) 5mm (%) long.
10 dias 1972 27 72 54 + 102 4.5+ 0.4°
20 dias 32 + 52 17 £ 52 51+ 7% 6.7 £0.4%
30 dias 26+ 32 9+6° 65 + 62 11.7 £1.02
45 dias 74 + 6° 9+32 1770 13.2+3.72

Los valores expresan el promedio de 5 repeticiones * el desvio estandar de la media (n=20). Letras iguales no
representan diferencias significativas para el test de Tukey (P<0.05).

5.1.2.6. Experimento 6: Determinacion del numero de explantes regenerantes cultivados por

recipiente

Considerando las determinaciones previas, en el siguiente experimento se buscd promover
el crecimiento de las yemas adventicias, mediante la exposicién de los explantes a diferentes
densidades de cultivo. Al momento de la evaluacién, se observé que la situacion de competencia
genero una respuesta diferenciada entre los tratamientos probados (Tabla 7). Si bien, al cultivar
10 explantes por recipiente se evidencié el crecimiento de yemas adventicias en algunos de los
embriones cultivados, la mayoria de ellos no respondieron favorablemente. Asimismo, pudo
constatarse que, en estas condiciones, el 65+14% de los explantes no sobrevivieron debido a
una necrosis prematura. El aumento en la densidad de los explantes (15 embriones/recipiente)
estimulé la brotacion (25+5%); no obstante, el numero de brotes elongados se mantuvo
practicamente constante. En contraposicidn, cuando se cultivaron 20 explantes regenerantes por
recipiente se duplicé la tasa de brotacion (50+5%) a la vez que se increment6 de 7.5+1.5 a

11.9+0.9 el numero de brotes con mas de 5 mm de longitud caulinar.
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Tabla 7 | Efecto del numero de explantes cultivados por recipiente sobre la sobrevivencia, brotacion y
desarrollo de yemas adventicias durante la fase de elongacion.

Numero de explantes

cultivados por 10 15 20
recipiente
/ =
i ll v
Variables e *
evaluadas ke ‘ ‘;\ 5
Explantes gz;!egremdos 65 + 142 48 + 102
Explantes (5021) respuesta 18 + 98 27 + 58
Explantes con brotes > b b
5mm longitud (%) 188 255 S0£5°
Ndmero de brotes > Smm 7432 754159 11.940.9°
longitud

Los valores expresan el promedio de 5 repeticiones + el desvio estandar de la media. Letras iguales no representan
diferencias significativas para el Test de Comparaciones Multiples de Tukey (P<0.05).

Tomando en consideracion la eventual transferencia tecnoldgica de los resultados obtenidos,
se realizo el seguimiento de 26 explantes regenerados cultivados en recipientes con aireacion
asistida conteniendo 2 MS semisdlido (Phytagel®) y adicionado con sacarosa 0.09 M.
Transcurridos sesenta dias de incubacion, se realizé una separacion de los brotes de mayor
longitud. El explante restante conteniendo yemas aun sin elongar, fue dividido en porciones mas
pequenas. Los brotes individualizados por un lado y las porciones de explante remanente por el
otro, fueron transferidos a un medio fresco de idéntica composicion quimica. Transcurridos 30
dias, se individualizaron y sub-cultivaron los nuevos brotes elongados, descartandose en esta
oportunidad las porciones restantes del explante. En este contexto, el subcultivo resulté favorable
para el crecimiento de las yemas adventicias (Fig. 7). La primera separacién (60 dias) estimul6
la elongacién de yemas codominantes, elevando de 8.7+1.5 a 17.8+1.8 el numero de brotes por

explante aptos para ser transferidos a la etapa de enraizamiento.
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Figura 7 | Efecto del subcultivo en el crecimiento de las yemas adventicias diferenciadas.

1° escisién de brotes con mas de 5 mm de longitud y subcultivo de los explantes a medio freso (60 dias). LU
escision de brotes con mas de 5 mm de longitud (90 dias).

5.1.3. Fases de enraizamiento y aclimatacion

Cuando los brotes alcanzaron 20 mm de longitud fueron transferidos a la fase de
enraizamiento. El desarrollo de raices adventicias se estimulé mediante el pretratamiento de los
explantes en una solucién acuosa de IBA y su posterior transferencia al medio de expresion
consistente en 4 MS con sacarosa 0.045 M, utilizandose como sustratos, gelificacion con agar
o Phytagel® y vermiculita estéril. Transcurridos 55 dias de iniciado el experimento, se observo
que el porcentaje de enraizamiento dependié tanto del pretratamiento hormonal como del
sustrato empleado durante la etapa de expresion (Fig. 8). Independientemente de la duracién del
pretratamiento, menos del 20% de los brotes expuestos a 0.5 mM IBA formaron raices
adventicias. Sin embargo, el empleo de concentraciones crecientes de la auxina (1.25 0 2.5 mM)
estimulé el enraizamiento de brotes en medios nutritivos semisélidos. En general, en medios
gelificados con agar, el porcentaje de enraizamiento, el numero de raices diferenciadas por brote
y la longitud promedio de éstas fueron mayores cuando se utilizé un pretratamiento con 2.5 mM
IBA, en donde el 66.7+13.3% de los explantes brindaron 1.7+0.7 raices alcanzando una longitud
promedio de 4.5£0.8 mm (Fig. 9 A). Por su parte, y a pesar de no observarse diferencias
significativas en los valores maximos de enraizamiento, el empleo de un pretratamiento con 1.25
mM IBA durante 5 minutos permitié que el 73.3£3.3% de los brotes brindaran 3+0.6 raices de
8.2+3.7 mm longitud en medios de expresion gelificados con Phytagel® (Fig. 9 B). Finalmente, el
empleo de vermiculita como sustrato durante la etapa de expresion restringié considerablemente
los parametros evaluados, observandose la formacién de raices adventicias en menos del 15%
de los brotes (Fig. 9 C). En todos los casos, las raices se originaron mediante un proceso

morfogénico directo, sin formacion de callos.
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Figura 8 | Efecto de la interaccion entre el pretratamiento de induccion con IBA y el uso de diferentes
soportes fisicos durante la etapa de expresion del enraizamento adventicio de PEE x PCH.

Los valores expresan el promedio de 5 repeticiones + SEM (n=5). Letras distintas indican diferencias estadisticas
significativas segun el Test de Comparaciones Multiples de Tukey (P<0.05).
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Figura 9 | Diferenciacion y crecimiento de raices adventicias en brotes de PEE x PCH en medios de
expresion con agar (A), Phytagel® (B) o vermiculita (C).
En todos los casos, la barra indica 5 mm.

A partir de los resultados obtenidos, se eligié el pretratamiento de los brotes con 1.25 mM de
IBA durante 5 min y transferencia a ¥4 MS adicionado con 0.045 M sacarosa y gelificado con
Phytagel®, a fin de evaluar la sobrevivencia y crecimiento durante la aclimatacion. En este
contexto, las observaciones realizadas de las vitroplantas durante la etapa mencionada
evidenciaron un notable incremento de la longitud caulinar. Las plantulas iniciaron esta etapa con
un promedio de 2.21+0.3 cm de longitud alcanzando 3.4+£0.4 cm y 6.4+£0.6 cm, transcurridos 30 y
60 dias de aclimatacion, respectivamente. En cuando al diametro determinado a la altura del
cuello (DAC), el incremento fue leve durante los primeros 30 dias donde paso6 de 0.13£0.002 mm

a 0.141£0.01 mm y fue mas notorio a los 60 dias donde ascendi6 a 0.21£0.02 mm (Tabla 8).

Tabla 8 | Incremento en altura y diametro de las vitroplantas durante los primos 60 dias de la etapa de
aclimatacion.

Determinaciones Altura (cm) DAC (mm)
Inicio 2.2+0.27° 0.13 £ 0.0024°

30 dias 3.41+£0.36° 0.14 £ 0.01°

60 dias 6.41 +0.562 0.21 £ 0.022

Los valores expresan el promedio de 5 repeticiones + el desvio estandar de la media (n=45). Letras distintas indican
diferencias estadisticas significativas segun el Test de Comparaciones Mdltiples de Tukey (P<0.05). DAC: diametro
altura del cuello.

5.1.4. Analisis morfo-fisioldgicos de respuestas a déficit hidrico en plantas obtenidas por

germinacion de semillas, macropropagacion y organogénesis

A fin de evaluar la aptitud de las vitroplantas obtenidas respecto al manejo de agua durante
la etapa de implantacion, se condujo un experimento comparativo de estrés por sequia entre
individuos genéticamente similares e idéntica edad (12 meses). Pese a que se hicieron
considerables esfuerzos para contar con material vegetal de tamafo similar, las plantas
obtenidas por cultivo de tejidos fueron significativamente mas pequefias que las restantes al inicio
del experimento; hecho por el cual, se optd por evaluar parametros de crecimiento relativo. Las
plantas obtenidas a partir de semilla, organogénesis y esquejes enraizados se sometieron a un
tratamiento de deshidratacion durante 60 dias, en el cual el agua disponible del suelo descendid
gradualmente a causa de la transpiracién. Este enfoque en condiciones ambientales controladas

ayudé a evitar las respuestas fisioldgicas inducidas por tensiones simultaneas que se producen
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en el campo. El CRA de las aciculas de las plantas de semilla no varié en respuesta a la escasez
de agua en el suelo (Fig. 10 A). Sin embargo, se redujo ligeramente en las propagadas
asexualmente cuando el contenido hidrico del suelo disminuyd al 50% (Estres1, E1) y 60%
(Estrés 2, E2) de la capacidad de campo (Figs. 10 B-C). En todos los casos, el rendimiento
cuantico maximo del fotosistema Il (PSII-Fv/Fm) se mantuvo estable, variando entre 0.76+0.02 y
0.81+0.004 (Figs. 10 D-F). Como resultado, no se observaron variaciones significativas en la
alturay en el diametro del tallo. En efecto y a pesar de la situacién desfavorable, todas las plantas
continuaron su crecimiento durante el ensayo. La altura se incrementé entre 5.411.43 mm vy
18+4.55 mm observandose el minimo en las plantas de semillas (E2) y el maximo para el control
proveniente de macropropagacion (Figs. 10 G-I). El aumento del DAC fue promovido en las
plantas propagadas in vitro, las cuales crecieron entre 0.37+0.14 mm y 0.46£0.06 mm durante el
experimento; mientras que el maximo incremento en las plantulas de semillas y la
macropropagacion fue de 0.37£0.12 mm y 0.3+0.11 mm, respectivamente (Figs. 10 J-L). La
dindmica del crecimiento de las raices mostré una ligera diferencia entre el sistema radicular
pivotante, propio de las plantas provenientes de semillas y el sistema adventicio, caracteristico
del material obtenido por macropropagacién y organogenesis. En este sentido, el crecimiento de
las raices fue ligeramente superior en los sistemas adventicios, manifestando una clara sefial de
respuesta ante la limitante hidrica. Los esquejes enraizados aumentaron la masa radical de
0.42+0.15 gr PS (control) a 0.8+0.21 gr PS (E2). Del mismo modo, las vitroplantas variaron de
0.49+0.09 gr PS a 0.71+£0.1 gr PS en respuesta a la disminucion del agua disponible del suelo.
Si bien, las plantulas respondieron favorablemente transcurridas 48 h de la rehidratacion, en
condiciones de estrés el crecimiento de raices fue minimo variando de 0.43+0.07 gr PS
(capacidad de campo) a 0.45+0.1 gr PS cuando el contenido de agua edafico disminuyd 60%
(Figs. 10 M-O). No obstante, las diferencias no fueron significativa y, en consecuencia, la relacion
peso seco de brote/raiz se mantuvo estable entre los distintos materiales. En efecto, los valores
fluctuaron de 1.52+0.08 a 1.87+0.14; de 1.50+0.09 a 1.80+£0.08 y de 1.47+0.11 a 1.62+0.27 en

las plantas de semilla, macropropagacion y organogénesis, respectivamente (Figs. 10 P-R).
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Figura 10 | Ensayo comparativo de respuesta a sequia en plantas de PEE x PCH de 12 meses obtenidas
por germinacién de semilla, organogénesis y macropropagacion.
El diagrama de cajas y bigotes representa los valores minimo, medio y maximo de cinco réplicas. Asteriscos indican
diferencias estadisticas significativas respecto al tratamiento control (Tukey, P<0.05).
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5.1.5. Analisis del crecimiento e incremento en altura, diametro y masa radical de plantas

obtenidas por germinacién de semillas, macropropagacién y organogénesis durante la

implantaciéon del dosel forestal

Plantas de 16 meses de edad obtenidas por germinacion de semillas, macropropagacion y
organogénesis fueron implantadas en condiciones de campo. El analisis de los resultados
obtenidos al finalizar el experimento demostré un comportamiento similar en el establecimiento
de la plantacién entre las plantas provenientes de los distintos origenes. Transcurridos 60 dias,
el 78+9% de las plantas propagadas in vitro superoé la etapa de implantacion, siendo este valor
levemente superior al observado para las plantas de semilla (76.7+2%) y macropropagacion
(75.7£6.9%) (Fig. 11 A). El indice de mortandad fue cercano al 23% durante los primeros 60 dias
de establecimiento, disminuyendo a menos del 5% a los 120 dias siendo nula al cabo de 180
dias. La tasa promedio de sobrevivencia fue del 74.22+3.9%, incrementandose al 77+3.93% en
plantas provenientes de organogénesis. A pesar de que el crecimiento en diametro y altura de
las vitroplantas fue menor, estos valores no fueron significativamente diferentes respecto a los
restantes tratamientos (Figs. 11 B-C). Transcurridos 180 dias de la plantacién, el diametro a la
altura del cuello de las plantas varié entre 10.2£0.4 mm y 14.0£1.7 mm, mientras que la altura
promedio oscilé entre 36.7£0.8 cm y 47.6+4.5 cm. Si bien, el crecimiento de raices de las
vitroplantas fue significativamente menor (1.0120 gr) durante la primera etapa del
establecimiento, éste se equipard (4.9+0.8 gr) con el crecimiento radicular de las plantas
obtenidas por germinacion de semillas (5.3+0.4 gr) y macropropagacion (5.43+0.99 gr)
transcurridos 180 dias de la plantacion (Fig. 11 D). Independientemente del sistema de

propagacion del cual provenian, las plantas mostraron un fenotipo similar (Figs. 12 B-E).
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Figura 11 | Establecimiento en campo de las plantas hibridas PEE x PCH obtenidas por germinacion de
semillas, organogénesis y macropropagacion.
Los valores expresan el promedio de 3 repeticiones + SEM.

Figura 12 | Establecimiento de PEE x PCH en condiciones de cultivo comercial.
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A: Implantacion del cultivo. B: Estado de crecimiento transcurridos seis meses de la implantacién, C, D y E: Plantas
provenientes de semillas, organogénesis y macropropagacion, respectivamente. Las barras indican 5cm (A, C, Dy
E)y 20 cm (B).

5.2. Crioconservacion de embriones cigéticos maduros (explantes)
5.2.1. Experimento 1: Evaluacioén de la técnica convencional

No se observd sobrevivencia en los tratamientos ensayados evidenciandose sintomas de

ennegrecimiento tisular en todos los casos (Fig. 13).

e ) | N

'

" 8 -
- %

— —
Figura 13 | Técnica convencional.

A: Explantes sumergidos en la solucién de sacarosa y DMSO; B: Inicio el descenso térmico mediante incubacién a
temperaturas cercanas a 0°C; C, D, E y F: Ennegrecimiento tisular de los explantes provenientes de 10, 20, 30 y 45
dias de incubacion en el medio de regeneracion, respectivamente. Las barras indican 1 cm.

5.2.2. Experimento 2: Evaluacion de la técnica de vitrificacion

El uso de la técnica de vitrificacion no favorecié la sobrevivencia del germoplasma objeto del
estudio a su exposicion a bajas temperaturas. Transcurridos 7 dias del congelamiento, se

observo una necrosis generalizada del material vegetal (Fig. 14).

Figura 14 | Técnica de vitrificacion.
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A: Explantes en solucién de carga; B: Transferencia a la solucion vitrificadora; C: Inmersion en nitrégeno liquido; D:
Fase de escurrimiento; E: Incubacion en condiciones de luz y temperatura controlada. Las barras indican 1 cm.

5.2.3. Experimento 3: Evaluacion de la técnica de desecacion

Con el objeto de reducir el contenido de humedad de los embriones previo al tratamiento
térmico, se ensayaron distintos procedimientos que incluyeron el uso de agentes osméticos en
el medio de cultivo semisodlido, como asi también la exposicion directa del explante a la corriente
de aire estéril del flujo laminar. Transcurridos 30 dias del descongelamiento el ennegrecimiento
tisular vario entre 10+0% y 44+4% siendo menor cuando los embriones fueron expuestos a un
proceso de desecacion directa. El precultivo en 2 MS suplementado con concentraciones
crecientes de sacarosa y sin desecacion no favorecié la sobrevivencia de los embriones. En
contraposicion, el 96.7+3.3% de los explantes expuestos a la corriente de aire en flujo laminar
mostraron signos de viabilidad luego del descongelamiento. No obstante, solo el 53.3£3.3%
brindo yemas adventicias, evidenciandose que la sobrevivencia del embrién no garantiza la
regeneracion posterior y que el método de deshidratacién influye directamente sobre esta
respuesta. El mayor porcentaje de explantes con brotes adventicios se alcanzé cuando, previo a
la congelacion, los embriones cigéticos fueron aislados e inmediatamente deshidratados bajo el
flujo de aire laminar. En estas condiciones, el 90% de los explantes sobrevivio a la
crioconservacion, de los cuales, el 86.7+3.3% brind6 17.9+0.8 yemas adventicias (Tabla 9).
Tabla 9 | Efectos de distintos pretratamientos de deshidratacion osmoética vy fisica a los explantes sobre la

sobrevivencia al congelamiento y produccion de yemas adventicias transcurridos 30 dias de cultivo en %2
MS, semisdlido, adicionado con 0.5 yM BA 'y 0.5 yM TDZ.

. NiUmero de
Explantes . . Explantes sin . .
. . Sobrevivencia Regeneracion yemas
Tratamiento ennegrecidos o respuesta o d .
(%) (%) (%) (%) adventicias por
explante
Control 44 + 42 44 + 4¢ 3+3P 40.9+4.5b 12.2 +1.7%
S$1 43.3+122 50 £ 11,5¢ 13.3+6.7° 36.7 + 17.6° 6.2 +1.8°
S1+S2 304020 66.7 + 3.3b¢ 16.7 + 3.3 50 + 5.8ab 9.8+22°
S$1+S2+D 3.3+£3.3° 96.7 £ 3.32 43.3 +3.32 53.3+3.3% 95+ 1b
D 10 + 0P 90 + 0% 3.3+3.3P 86.7 £ 3.32 17.9+0,82

Los valores expresan el promedio de 3 repeticiones + SEM (n=10). Letras diferentes indican diferencias significativas
entre tratamientos (Tukey, P<0.05). Control: Sin desecar; S1: sacarosa 0.5 M; S2: sacarosa 1 M; D: desecacion en
flujo laminar (120 minutos).

5.2.4. Experimento 4: Influencia del tiempo de desecacion sobre el contenido de humedad,

sobrevivencia y capacidad de regeneracion de los explantes

Considerando los procedimientos de precultivo en 2 MS suplementado con concentraciones
crecientes de sacarosa (0.5 y 1 M) con desecacion y de desecacion durante 120 min en flujo
laminar, se determinaron los contenidos criticos de humedad para la tolerancia a la
deshidratacién, la congelacién y la recuperacién de embriones aislados, elaborandose una curva

de desecacion estandar. Los resultados obtenidos confirmaron que la sobrevivencia del material
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vegetal esta determinada por el contenido de humedad del explante al momento de la inmersion
en nitrégeno liquido.

El precultivo de los embriones en un medio basal con concentraciones crecientes de
sacarosa, combinado con la desecacion, redujo 53% el contenido de humedad del explante
durante los primeros 30 minutos de exposicion a la corriente de aire del flujo laminar. En el mismo
periodo la sobrevivencia se incrementé de manera significativa de 26.7+3.3% a 83+3%.
Asimismo, la tasa de regeneracion aument6 de 16.7+8.8 a 65.3x7.4% y el numero de yemas
diferenciadas por explante se incrementé de 5.8+£3.9 a 16.1£2.7. Si bien, no se observaron
diferencias estadisticas significativas, una exposicion mayor a 30 minutos al tratamiento de
desecacion afectd negativamente los parametros evaluados (Fig. 15).
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Figura 15 | Técnica de deshidratacion osmatica + desecacion en flujo laminar. Influencia del contenido de
humedad del explante en la sobrevivencia, regeneracién y numero de yemas por explante post
crioconservacion.

Los valores expresan el promedio de 3 repeticiones + el SEM (n=10). Letras distintas indican diferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos segun el test de Comparaciones Multiples de Tukey (P<0.05).

Implementar la técnica de desecacidon como herramienta para disminuir el contenido de agua
no solo signific6 una simplificacién del procedimiento anterior; sino que, ademas, mejord
considerablemente la tolerancia de los embriones a la crioconservacién. Si bien, la tasa maxima
de disminucion del contenido de agua de los tejidos ocurre durante los primeros 30 minutos
(42%), éste descendid gradualmente hasta alcanzar 23.7+7.3% transcurridos 120 minutos de
exposicion. Aunque no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos ensayados,
este contenido de humedad (23.7+7.3%) permitié que el 100% de los embriones sobreviva tras
la crioconservacion. En consecuencia, el 86.7+3.3% de los explantes recuperados produjeron
16.1+0.7 yemas adventicias cada uno. Por otra parte, la tasa de sobrevivencia de los embriones
sujetos al tratamiento control (sin desecacion) descendid a 44+4% y el porcentaje de

regeneracion a 40.9+4.5%, formandose 12.2+1.7 yemas por explante (Fig. 16).
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Figura 16 | Técnica de desecacion en flujo laminar. Influencia del contenido de humedad del explante en
la sobrevivencia, regeneracion y numero de yemas por explante post crioconservacion.

Los valores expresan el promedio de 3 repeticiones + el desvio estandar de la media (n=10). Letras iguales no
representan diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos segun el test de Tukey (P<0.05).

Ajustado el procedimiento de crioconservacion, se evalué el efecto del congelamiento sobre
la tasa de regeneracion y el nimero de yemas adventicias diferenciadas por explante. A tal fin,
los embriones cigéticos maduros que fueron secados, congelados y luego descongelados se
cultivaron en 72 MS suplementado con sacarosa 0.09 M y adicionado con distintas combinaciones
de BA y TDZ. Transcurridos 45 dias de cultivo, no se detectaron diferencias significativas en la
respuesta de los explantes con y sin crioconservacion ante las diferentes concentraciones y
combinaciones de citoquininas (Tabla 10). Si bien, se observé la proliferacion de yemas
adventicias en todos los tratamientos ensayados, los mejores resultados se obtuvieron cuando
se suplementoé al medio basal con 0.5 uM de BA y TDZ, donde el 86.7+3.3% de los explantes

brindaron 16.1+£0.7 yemas adventicias cada uno.

Tabla 10 | Efecto de la crioconservacion sobre la capacidad de regeneracion y proliferacién de yemas
adventicias.

Explantes con yemas Numero de yemas adventicias
BA TDZ adventicias (%) diferenciadas por explante
(HM) (M) #NL -NL +NL -NL
0.5 - 20+5.8 23.3+12 47+09 6.5+3.7
2 - 40+5.8 76.67 £ 12 8.7+0.9 9.2+0.1
5 - 53.3+8.8 66.7 £ 8.8 10.1+£1.6 9.7+1.1
15 - 56.7 £ 3.3 63.3+3.3 54+04 104 +0.3
20 - 56.7 £ 3.3 53.3+3.3 82+1.2 7.7+0.9
0.5 0.5 86.7 £ 3.3 86.7 £ 8.8 16.1+£0.7 15.5+2.8
2 0.5 53.3+6.7 53.3+8.8 11.3+£0.8 149+1.9
5 0.5 50+5.8 53.3+3.3 7.7+0.9 11.1+1.3
15 0.5 36.7£3.3 63.3£16.7 93+2 94+15
20 0.5 26.7+£6.7 60 +11.5 72+0.6 7.3+0.6

Los valores expresan el promedio de 3 repeticiones + SEM. No se observaron diferencias significativas entre los
explantes con y sin crioconservar para cada uno de los tratamientos. +NL y -NL, con y sin crioconservacion,
respectivamente.

Por otra parte, se determind, la sobrevivencia, altura y DAC de las plantulas obtenidas in vitro,

crioconservadas o no, durante la etapa de aclimatacion. En este sentido, a los 60 dias de iniciada
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la aclimatacioén, no se observaron diferencias significativas entre los materiales. La sobrevivencia
de las plantas con antecedentes de conservacion en nitrégeno liquido fue del 65+7.6%, con una
altura de 6.41£0.1 cm y un diametro a la altura del cuello de 0.21+£0.02 mm; los valores para las
mismas variables en el material sin crioconservar fueron 61+£6.7%, 6.4+0.5 cm y 0.23+0.04 mm,

respectivamente.
5.2.5. Experimento 5: Determinacion de viabilidad por métodos bioquimicos

Se evidenciaron diferencias en las estimaciones de la prueba TZ segun la concentracion de
la solucién, el tiempo de tincion y el material analizado (Tabla 11). Esto posibilité la seleccion del
procedimiento adecuado teniendo en cuenta los valores de sobrevivencia y regeneracion
conocidos. En este sentido, cuando se emplearon embriones deshidratados sin inmersién en NL,
el procedimiento de tincién mas adecuado se obtuvo al emplear una solucion de TZ al 0.5% de
concentracién durante 18 h; para embriones deshidratados y criopreservados resulto apropiada
la exposicion del tejido por 24 h a una concentracion de TZ de 0.1%; Asimismo, para embriones
sin deshidratacién y criopreservados, el método propicio consistié en la exposicion del explante
a una solucion de TZ al 0.2% de concentracion durante 18 h. Por otra parte, se observo que el

test de IC fue altamente efectivo en todas las situaciones.

Tabla 11 | Efecto del tiempo de tincién, de la concentracion de la solucion de tetrazolio y del empleo de
indigo carmin como estimadores de la sobrevivencia y regeneracién a partir de la viabilidad de los
embriones de PEE x PCH.

. Embriones con desecacion Embriones con desecacion Embriones sin desecacion y
Tratamientos

y sin crioconservacion y crioconservacion con crioconservacion
0.1% TZ x 18h 73,3 % 32be 73,3 £ 10% 46,7 + 32
0.1% TZ x 24h 83,3 + 9abe 79,6 £ 62° 60 + 62
0.1% TZ x 36h 73,3 + 182bc 63,3 + 202° 56,7 £ 72
0.2% TZ x 18h 100 £ 02 63,3 + 3% 43,3 + 32
0.2% TZ x 24h 60 * 6°° 43,3 + 102° 50 + 62
0.2% TZ x 36h 46,7 £ 3¢ 56,7 + 920 46,7 + 32
0.5% TZ x18h 90 t 6% 63,3 + 920 50 + 102
0.5% TZ x 24h 76,7 + 9abe 37,4 £ 9° 50 £ 02
0.5% TZ x 36h 70 * 62be 40 + 202 66,7 + 192
indigo Carmin 90 + 03b 86,7 + 9°b 36,7 7°
Sobrevivencia*® 93,3 + 320 90 * 07 43,7 £ 42
Regeneracion* 86,7 £ 730 83,3 £ 9 40,1 £ 52

Considerando el procedimiento de tincion para los embriones deshidratados vy
criopreservados, adicionalmente se evalu6 la confiabilidad de clasificacion establecida por los
métodos bioquimicos mediante matrices de confusién generadas a partir de estos valores, el
porcentaje de sobrevivencia y la tasa de regeneracion (Tabla 12). En este sentido, la sensibilidad
de la prueba TZ indicé que mas del 88.9% de los embriones viables y el 66.7% de los no viables
(especificidad) serian detectados tras la congelacion. Ademas, la evaluacion de las lesiones

histolégicas mediante la prueba del IC reveld una precision de clasificacion del 95.9% y 77.8%
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para embriones viables (ausencia de lesiones) y no viables, respectivamente. Dado el alto
porcentaje (>83.3%) de predicciones correctas (exactitud), ambas pruebas bioquimicas
confirman la viabilidad de los embriones deshidratados en el flujo de aire laminar vy

crioconservados, y explican, en parte, su capacidad de regeneracion.

Tabla 12 | Andlisis de las predicciones de las pruebas de tetrazolio e indigo carmin en embriones con
desecacion y crioconservacion.

Sensibilidad Especificidad Exactitud
Test de viabilidad
SOB REG SOB REG SOB REG
TZ 88.9% 96.0% 66.7% 85.8% 83.3% 93.8%
IC 96.7% 95.9% 81.3% 77.8% 94.3% 93.1%

TZ: Tetrazolio; IC: indigo carmin; REG: regeneracion; SOB: sobrevivencia;

5.3. Andlisis histolégico

Las observaciones histolégicas confirmaron que las yemas adventicias se originan de manera
directa, sin proliferacion de tejidos indiferenciados, a partir de células subepidérmicas (Figs. 17
A-H). Luego de tres dias de cultivo en el medio de regeneracion, se observo un incremento del
numero de células a través de activas divisiones en planos periclinales y anticlinales en los
cotiledones (Figs. 17 C, D) y, en menor medida, en otras partes del explante. Las regiones
meristematicas con células pequeinas, citoplasma denso, vacuolas pequefas y nucleos
prominentes se hicieron evidentes tras siete dias de incubacion (Figs. 17 E, F). Las sucesivas
divisiones mitéticas definieron regiones morfolégicas que originaron yemas adventicias al cabo
de 15 a 21 dias (Figs. 17 G, H). A continuacion, se organiz6 el domo correspondiente al apice
vegetativo y los primordios foliares, siendo externamente visibles en la superficie después de 30
dias de incubacion. Finalmente, se formaron varias yemas adventicias por cotiledén y no se
observo organogénesis secundaria a partir de las yemas neoformadas. Tampoco se detectaron
alteraciones celulares en los explantes crioconservados (Figs. 17 A, B) y en consecuencia no se

evidenciaron diferencias ontogénicas entre ambos tratamientos.
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Figura 17 | Formacién de yemas adventicias a partir de embriones cigéticos de PEE x PCH,
crioconservados (+NL) y sin crioconservar (-NL).

Abreviaturas: ya, yemas adventicias; ep, epidermis; m, mitosis; me, mesofilo; rm, regién meristematica; cv, cilindro
vascular

5.4. Estabilidad genética de las vitroplantas

Todos los cebadores ensayados (11) amplificaron bandas definidas y reproducibles en las
muestras de ADN extraido de las plantas de PEE x PCH obtenidas in vitro. El analisis descriptivo
de los datos obtenidos muestra que el contenido de informacién polimérfica para siete
marcadores vario de 0.09+0.3 a 0.29+0.00001. Se generaron un total de 52 bandas de 250 a
3000 pb; de las cuales, sélo 22 (42.3%) resultaron polimérficas (Tabla 13). El analisis de
coordenadas principales representa casi el 55% de la variabilidad total en sus componentes mas
importantes (coordenadas 1y 2). Si bien, el nivel de variabilidad entre las vitroplantas fue superior
al de las plantas de semilla, la distancia genética promedio fue baja (0.17). Las plantulas
procedentes de embriones cigéticos maduros no congelados y crioconservados mostraron una
variabilidad reducida y mayor estabilidad genética (Fig. 18). Los resultados del indice de
disimilitud de Jaccard (1-S) indicaron que los coeficientes de distancia variaron entre 0.00 y 0.19
(Fig. 19). Asimismo, se observaron cuatro conglomerados, donde uno de ellos contuvo a 36 de
los 40 individuos analizados, incluyendo algunos individuos sin distancia genética o con una
distancia genética muy baja (<0.16). Estos resultados demuestran que los procedimientos
desarrollados para la conservacion y obtencion de brotes organogénicos no afect6 la estabilidad

geneética del germoplasma objeto de estudio.

Tabla 13 | ISSR caracterizacion molecular de plantas provenientes de semillas y organogénesis con y sin
crioconservar.

Cebador PM MM ™ PPL PICSE
(AG)8-C 0 1 1 0 sd

(AGAC)4-GC 0 4 4 0 sd

(CAG)7-CA 0 3 3 0 sd
(CA)8-T 0 4 4 0 sd
(GA)8-T 1 3 4 25 0.130.2
(GT)8-G 1 3 4 25 0.0920.3
(CT)8-G 2 3 5 40 0.19+0.02

(GAG) 7-AC 3 2 5 60 0.29+0.00001
(AC)8-T 3 4 7 43 0.16+0.02
(AC)8-G 4 2 6 67 0.2940.000003
(AG)8-GC 8 1 9 56 0.15+0.0003

Total 22 30 52

MM: Marcadores monomorficos; PIC. Informacién polimoérfica contenida; PM: Marcadores polimérficos; PPL:
Porcentaje de loci polimdérfico; TM: Marcadores totales; sd: sin dato.
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Figura 18 | Analisis de coordenadas principales. Variabilidad genética de plantas provenientes de
organogénesis (O) y germinacion de semillas (S).
OC y SC: Plantas de organogénesis y semillas expuestas al tratamiento criogénico.
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Figura 19 | Dendrograma UPGMA obtenido mediante el coeficiente de disimilitud de Jaccard. Distancia
genética entre las plantulas de semilla y vitroplantas obtenidas por organogénesis directa.

P, PC: vitroplantas procedentes de organogénesis a partir del cultivo in vitro de embriones cigéticos no congelados y
crioconservados. S, SC: plantulas procedentes de embriones cigéticos no congelados y crioconservados.
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6. DISCUSION

La propagacion vegetativa de especies coniferas puede llevarse a cabo con éxito mediante
la aplicacion de numerosas técnicas que incluyen el enraizamiento de estacas, la organogénesis
y la embriogénesis somatica. Esta ultima, es considerada la metodologia mas propicia para
obtener ganancia genética dado que, en conjunto con la criopreservacion, brinda la posibilidad
de mantener lineas celulares en estado juvenil indefinidamente (Bonga, 2016). De este modo, es
posible realizar pruebas de campo a largo plazo de diferentes lineas clonales y mantener parte
del material genético en un estado fisioldgico juvenil hasta que, a partir de la evaluacién los
ensayos, se determinen las mejores lineas clonales para la produccién masiva de propagulos
(Park et al., 2016). Nunes et al. (2018) informaron por primera vez la posibilidad de propagar el
hibrido PEE x PCH mediante embriogénesis somatica a partir de embriones cigéticos inmaduros;
sin embargo, la corta ventana de tiempo para la iniciacién de masas embriogénicas dificulta el
uso de esta técnica a escala masiva. Para superar esta limitacion, en el marco de la presente
tesis desarrollamos un método alternativo para la propagacioén y crioconservacion del pino hibrido
basada en la diferenciacidon de novo de yemas adventicias a partir de embriones cigoticos
maduros. Asimismo, evaluamos las caracteristicas anatomicas y la estabilidad genética del
material sometido o no al proceso de crioconservacion. Finalmente, examinamos la competencia
de las plantas obtenidas por cultivo de tejidos para adaptarse a las condiciones adversas que se
presentan durante el establecimiento de la forestacién, proporcionando un analisis comparativo

con esquejes enraizados y plantulas.
6.1. Propagacion vegetativa in vitro via organogénesis

La propagacion de pinos mediante organogénesis fue obtenida por primera vez en Pinus
palustris (Sommer et al., 1975) mediante el empleo de embriones cigéticos maduros como fuente
de explantes. Desde entonces, se desarrollaron sendos protocolos que permitieron la
regeneracion de plantas de Pinus radiata (Aitken-Christie et al., 1988; Montalban et al., 2011),
Pinus pinea (Moncalean et al., 2005), Pinus halepensis (Lambardi et al., 1993; Pereira et al.,
2021) asi como el hibrido resultante del cruzamiento entre Pinus elliottii x Pinus caribaea (Meyer,
1998). Sin embargo, aunque la organogénesis de brotes ha sido muy eficaz en algunos casos,
esta tecnologia rara vez alcanz6 una fase de aplicacion comercial debido, entre otras causas, a
una baja tasa de formacion de plantas, enraizamiento deficiente, mano de obra excesiva y costos

elevados (Bonga, 2014).

La respuesta morfogénica de un explante cultivado in vitro depende de su constitucion
génica, del ambiente que lo rodea y de la composicion del medio de cultivo (Bhojwani y Dantu,
2013b). Este ultimo proporciona a los tejidos y 6rganos vegetales los nutrientes necesarios para
el crecimiento (George et al., 2008) y por tal motivo, su adecuada determinacién condiciona en
gran medida el éxito de un experimento de propagacion (Bhojwani & Dantu, 2013b). En este
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sentido, se demostrd que la multiplicacion in vitro del género Pinus spp. es altamente
dependiente de la formulaciéon nutritiva empleada durante las diferentes etapas de la
micropropagacion (Alvarez et al., 2009; Calixto y Pais, 1997). Acorde a lo expuesto, nuestros
resultados reafirman que la respuesta morfogénica varia conforme lo hace la composicién de la
solucion nutritiva, siendo la formulacion del MS propicia para todas las etapas del proceso
organogénico. Sin embargo y al igual que lo observado previamente en Pinus elliottii (Pérez-
Bermudez y Sommer, 1987) y Pinus pinea (Sul y Korban, 2004), resulta necesario realizar
diluciones de la soluciéon para inducir organogénesis adventicia, elongar las yemas diferenciadas

y enraizar los brotes resultantes.

El control de la formacion de brotes adventicios combina la accién de reguladores de
crecimiento vegetal con multiples vias de sefalizacién y actividades reguladoras de genes
(Alvarez et al., 2020; Diaz-Sala, 2019; Duclercq et al., 2011). En los ultimos afios, muchos
articulos y revisiones literarias contribuyeron al conocimiento que actualmente se dispone acerca
del proceso morfogénico. Estos incluyen el control de la reprogramacion del destino celular hacia
la organogénesis de brotes de novo (Sang etal., 2018; Tian etal.,, 2018), la sefAalizacion
hormonal (Bidabadiy Jain, 2020; Raspor et al., 2021) y la regulacion transcripcional (Bueno et al.,
2021; Motte et al., 2014). Los resultados obtenidos en el marco de esta tesis indican que el medio
MS reducido a la mitad de su concentracién original, suplementado con sacarosa y una
combinacion de citoquininas (BA y TDZ), sin auxinas, promueve la proliferacion de brotes
adventicios mediante un patrén de formacion directa. Teniendo en cuenta que las hormonas
vegetales deben ser absorbidas del medio y transportadas por los tejidos de la planta antes de
emitir una sefial molecular que desencadena el acontecimiento morfogénico, su absorcion
provocara cambios en los niveles enddgenos de otras hormonas vegetales. Este efecto es mas
relevante que su concentracion en el medio de regeneracion (Raspor etal.,, 2021). En
consecuencia, se demostro que la elevacion de los niveles locales de auxina enddgena inducida
por citoquinina, en lugar de la aplicacion de auxina exégena, esta relacionada con la eficacia de
la regeneracion de brotes adventicios (Kakani et al., 2009). Moncalean et al. (2005), utilizando
un medio de induccién enriquecido con 8-[14C]BA, examinaron la concentracion enddégena de
las formas activas y conjugadas de BA, zeatina y dihidrozeatina en cotiledones de Pinus pinea;
estos autores identificaron que el pico de absorcién de BA caracterizaba la fase de adquisicion
de competencia y la induccién de la formacién de yemas por los explantes y que el
restablecimiento de la homeostasis de la citoquinina marcé la transicion de la fase de induccion
a la de desarrollo de los brotes. El porcentaje de regeneracién y el nimero de yemas
diferenciadas en PEE x PCH dependié considerablemente del contenido de BA adicionado al
medio de induccién. Una baja concentracion posibilité que la mayoria de los embriones cigéticos
continuaran el proceso ontogénico desarrollandose en plantulas, mientras que, solo unos pocos
formaron yemas adventicias. El incremento de su concentracion tuvo un efecto positivo sobre la

tasa de regeneracion y el numero de yemas adventicias diferenciadas por explante. Sin embargo,
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los niveles elevados de citoquininas restringieron el crecimiento de los brotes durante la fase de
elongacién. Resultados similares fueron informados para Pinus elliotti (Pérez-Bermudez y
Sommer, 1987), Pinus massoniana (Zhang et al., 2006) y Pinus peuce (Stojici¢ et al., 2012). Por
su parte, numerosos trabajos demostraron la accién promotora de TDZ en la formacion de yemas
adventicias in vitro, ya sea solo o en combinacién con BA (Meyer, 1998; Murthy et al., 1998).
Este derivado de la urea se describi® como una de las sustancias de crecimiento, de accion
similar a las citoquininas, mas activas para el cultivo de tejidos. Debido a su capacidad para
estimular la regeneracién de yemas adventicias, elTDZ ha sido empleado en la regeneracion de
numerosas especies lefiosas (Huetteman y Preece, 1993). En este sentido, el TDZ potencié la
proliferacién de yemas adventicias en ejes embrionarios y cotiledones de Pinus strobus (Pijut,
1991), Pinus pinea (Sul y Korban, 2004), Pinus sylvestris (Sul y Korban, 1998), Pinus pinaster
(Humanez et al., 2011) y otras coniferas, incluyendo Cunninghamia lanceolata (Zhu et al., 2007).
Por lo tanto, la combinacion de BA 'y TDZ mostro un efecto sinérgico en la regeneracion de Pinus
wallichiana (Mathur y Nadgauda, 1999) y Pinus elliottii (Tang etal., 2006) evitando la
descomposicion de las purinas al inhibir la actividad de la citocinina oxidasa (Guo et al., 2011).
Los embriones maduros de PEE x PCH cultivados en un medio de induccién con BA y TDZ,
iniciaron el proceso morfogénico transcurridos tres dias de incubacién, observandose un cambio
en la coloracion del explante, de blanco a verde, y expansion de los cotiledones. Por lo general,
no se observo crecimiento de la radicula, mientras que, el capuchon (cofia o caliptra) de la raiz
se torné inicialmente rojo, luego marron hasta su necrosis. Transcurridas tres semanas de cultivo,
se observaron estructuras nodulares en la superficie del explante, principalmente en los
cotiledones y con menor frecuencia en la zona del hipocétilo. A partir de éstas, posteriormente
se diferenciaron las yemas adventicias. Existen numerosas evidencias en la literatura
internacional que avalan el rol fundamental que tendria la duracién de la fase de induccion en la
sobrevivencia y posterior elongacion de las yemas neoformadas. En este sentido, Halos & Go
(1993) informaron que la sobrevivencia de los embriones de Pinus caribaea disminuyo
significativamente al incrementarse el periodo de induccién atribuyendo este hecho a un efecto
toxico de la citoquinina debido a una continua y prolongada absorcién de BA. En este sentido,
Motyka y Kaminek (1990) relacionaron el fracaso en la estimulacion a la diferenciacién de
6rganos adventicios tras la aplicacion externa de citoquininas con el incremento en la actividad
de la citoquinina oxidasa que, ante la presencia continua de BA, eleva marcadamente sus niveles
impidiendo la formacién de yemas adventicias. Por otra parte, Lambardi et al. (1993) y Alonso
et al. (2006) trabajando con Pinus halepensis y Pinus pinea, respectivamente, determinaron
bajos indices de regeneracion en periodos breves de induccién; a la vez que, exposiciones
prolongadas incrementaron el numero promedio de yemas diferenciadas por explante,
estimulando la formacion de callos que restringieron la elongacion de los brotes. En el contexto
de esta tesis pudimos observar un marcado efecto del tiempo de inducciéon sobre la neoformacion

de yemas adventicias de PEE x PCH. La tasa de mortalidad fue elevada transcurridos 60 dias

55



de cultivo y si bien, se obtuvieron numerosos brotes a los 45 dias de incubacion, éstos no
prosperaron durante la etapa de elongacion. Este resultado fue revertido al reducir el periodo de
induccién a 30 dias y realizar subcultivos sucesivos de individualizaciéon. EI mismo efecto se
observo para Pinus wallichiana, donde el agregado de TDZ al medio nutritivo resulté en una
elevada tasa de organogénesis. Sin embargo, los brotes resultantes presentaron entrenudos muy
cortos que no respondieron al tratamiento de elongacion (Mathur y Nadgauda, 1999). Segun
Huetteman y Preece (1993), el TDZ al igual que otras citoquininas derivadas de la fenilureas, es
menos susceptible a la actividad de la citoquinina oxidasa que aquellas derivadas de las purinas,
evidenciando su accion fisioldgica a concentraciones mas bajas que éstas. Para contrarrestar
esta respuesta no deseada, Humanez et al. (2011) sugieren implementar el procedimiento de
cultivo en dos etapas consistentes en la induccion del proceso organogénico con TDZ y ulterior
subcultivo a medios de cultivos con menor concentracion o desprovistos de éste a fin de

promover el crecimiento de los brotes.

El crecimiento de las yemas neoformadas de PEE x PCH fue posible mediante el subcultivo
de los explantes en un medio de idéntica composicion quimica, libre de reguladores de
crecimiento, gelificado con Phytagel® y provisto de ventilacion forzada. El empleo de
biorreactores de inmersion temporal elevd sustancialmente la mortandad de los explantes por
necrosis tisular. Si bien, la gelificacion del medio nutritivo con agar mejor6 la sobrevivencia del
material, no estimulé el crecimiento de las yemas. Sin embargo, la respuesta fue
significativamente superior cuando se emple6 Phytagel®. Este efecto fue observado
tempranamente por Harry y Thorpe (1994) trabajando con Pinus banksiana, en donde el uso de
Phytagar® fue mas efectivo para la elongacion de yemas adventicias que el Bactoagar® o Gelrite®,
favoreciendo la proliferacion de brotes elongados y saludables. Segun los autores, estas
diferencias podrian deberse al nivel de impurezas que podria contener la fuente y presentacion
comercial. Sumado a esto, Debergh (1983) encontré que tanto la marca comercial como
concentracion del agente gelificante no solo afecta el estado fisico y quimico del medio; sino que,
ademas, el nivel de impurezas altera la composicion quimica de la solucion. Asimismo, Feito et
al. (2021) demostraron que el estado fisico del medio de cultivo ademas tiene efecto sobre el
transporte y la distribucion de BA a lo largo del explante. En este sentido, concluyeron que el
medio liquido favorece la distribucién eficaz de BA y una inactivacién es mas lenta, que conduce
a altos niveles de actividad de citoquinina; mientras que, un medio solidificado con agar puede,

servir como depdsito de BA con una liberacion bastante lenta, pero continua, del compuesto.

Por otra parte, hemos observado que el tamafo del frasco y el nimero de explantes
cultivados por recipiente afecté el crecimiento de los brotes adventicios de PEE x PCH. En este
sentido, Islam et al. (2005) y Amoo et al. (2009) demostraron que el desarrollo del cultivo de in
vitro esta influenciado por el tipo de recipiente empleado. Esto puede deberse a las variaciones

de la composicion gaseosa en el espacio aéreo dentro del contenedor, como asi también, a las
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diferencias en la tasa de difusion gaseosa causada por la variacion en la proporcién explante:
medio de cultivo, explante: volumen aéreo y medio de cultivo: volumen aéreo. Nuestros
resultados indican que, a volumen fijo del medio de cultivo (60 mL), el aumento en el niumero de
explantes cultivados por recipiente favorece la elongacién de los brotes, revelando que el efecto
de competencia por agua y nutrientes es suplido satisfactoriamente por el volumen de medio
nutritivo y repercute favorablemente en el crecimiento de los brotes. Rodriguez Beraud y Morales
Ulloa (2015), informaron que la elongacion de brotes de arandano (Vaccinium corymbosum) fue
favorecida por el aumento de la densidad de cultivo siempre que el volumen del medio nutritivo
sea por lo menos de 40 mL; sin embargo, a densidades menores (10 explantes por recipiente) la
influencia del volumen del medio deja de ser significativa y la altura no se ve favorecida. La
importancia de determinar experimentalmente la densidad de explantes por frasco se relaciona
directamente con la eficiencia del sistema de propagacion; una baja densidad puede ocasionar
pérdidas de espacio y medio de cultivo, y con ello la subutilizacién de los recipientes, mientras
que una alta densidad propiciaria un crecimiento limitado de los brotes (Orellana, 1998). A
medida que las yemas adventicias de PEE x PCH brotaron y continuaron su crecimiento, el efecto
de competencia se evidenci6 fuertemente. La dominancia se manifesté en unos pocos brotes
afectando el desarrollo de los restantes. En este sentido, la implementacion de subcultivos de
individualizacion' permitid optimizar el procedimiento. Asi, la combinacion de un periodo de
elongacién de los clusteres de yemas adventicias durante 60 dias, un subcultivo de
individualizacion parcial de los brotes de mayor longitud y el fraccionamiento en porciones mas
pequefas del explante, estimuldé la elongacion de yemas codominantes que pudieron ser
individualizadas 30 dias después (90 dias de iniciada la fase de elongacion), duplicando el
numero de brotes aptos para el enraizamiento. Segun George et al. (2008), la separacién de los
brotes y el cultivo en medio fresco, puede optimizar la produccién de brotes adventicios a partir
de un determinado explante; mientras que, si el cluster se deja en el medio de elongacién original,
sin separacion de los brotes dominantes y transferencia a medios frescos, el nimero total de
brotes puede ser pequefio. Adicionalmente, existen varios antecedentes en la literatura que son
compatibles con nuestros resultados. Por ejemplo, la cosecha periddica de los brotes evité que
se suprima el desarrollo de las yemas mas pequefias de Pinus elliollii x Pinus caribaea en la
etapa de elongacion (Meyer, 1998). Sul y Korban (2004) estimularon el crecimiento de yemas
adventicias de Pinus pinea a través de la subdivision de los explantes en varias secciones (cada
una conteniendo 3-5 yemas adventicias) y el cultivo en medio semisdlido. La realizacion de dos
subcultivos mensuales en medio semisdlido libre de reguladores de crecimiento, permitié separar
los brotes de Pinus pinea del explante original y estimular su crecimiento (Alonso et al., 2006).
Por su parte, Montalban y colaboradores (2011) estimularon el crecimiento de las yemas de Pinus

radiata al cultivar los explantes en frascos de vidrio conteniendo un medio basal desprovisto de

1 Se separan los brotes de mayor longitud para beneficiar el crecimiento de yemas codominantes

transfiriéndolos a medios frescos.
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citoquininas y subcultivos a medios frescos de igual composicion quimica en intervalos de treinta
dias. Resultados similares se observaron en explantes de Pinus pinaster inducidos inicialmente
en medios suplementados con TDZ durante 40 dias y transferencia periédica a medios frescos
sin reguladores del crecimiento (Humanez et al., 2011). Finalmente, cabe mencionar que en
Pinus peuce, un mayor numero de brotes elongados fueron obtenidos cuando se realizaron
subcultivos a medio fresco y cuando en cada uno de ellos, los explantes fueron divididos en

piezas mas pequefas (Stoji¢ic¢ et al., 2012).

A diferencia del procedimiento de rizogénesis adventicia desarrollado por Meyer (1998)
consistente en la exposicion continua de los brotes de Pinus elliottii x Pinus caribaea a un medio
semisélido suplementado con IBA, en el contexto de esta tesis se desarrollé un protocolo basado
en un pretratamiento de los brotes (porcién basal) en una solucion acuosa de IBA 1.25 mM,
seguida de la transferencia a ¥4 MS, semisdlido y adicionado con 0.045 M sacarosa, posibilitando
que el 7316.7% de los brotes brindaran raices a través de un patron de formacién directa. La
efectividad de los pretratamientos inductivos fue demostrada en otras especies cogenéricas. Por
ejemplo, StojiCic¢ et al. (2012) obtuvieron plantas enraizadas de Pinus peuce, al tratar los brotes
en una solucién de IBA 0.2 mg-L™" por un periodo de 2 h. Por su parte, Lambardi et al. (1993) y
Mathur y Nadgauda (1999), emplearon un pretratamiento hormonal de 6 h para estimular el
proceso morfogénico en estacas de Pinus halepensis y Pinus wallichiana. Finalmente, Ojeda-
Zacarias (2015) y colaboradores, promovieron el enraizamiento adventicio de Pinus

maximartinezii mediante un pretratamiento con IBA 2 mg-L™" durante 24 h.

6.2. Analisis comparativo de respuesta a déficit hidrico y establecimiento a campo de las

plantas obtenidas por germinacion de semillas, macropropagacion y organogénesis.

Independientemente del método de obtencidon utilizado, las plantas experimentan déficit
hidrico durante el establecimiento del cultivo debido a que éstas provienen de una etapa de
crecimiento en contenedores rellenos de sustratos con elevado nivel de nutrientes y provistos de
riego peridédico. La sobrevivencia de la planta en su nuevo habitat estara condicionada
basicamente a la eficiencia en el uso de agua donde prima un adecuado control estomatico para
disminuir la pérdida de agua por transpiracién y un rapido crecimiento de las raices a fin de captar
recursos (Dias et al., 2022). En este sentido, el procedimiento desarrollado permitié obtener
plantas con un sistema radicular eficiente capaz de superar el estrés por deshidratacién y
establecerse tras la plantacion. Los resultados obtenidos indican que, ante un déficit hidrico
severo, el comportamiento de las plantas obtenidas por organogénesis es similar al de aquellas
provenientes de la germinacion de semillas y macropropagacién. Si bien, en muchos casos, las
condiciones de limitacidon de agua inducen en las plantas respuestas que afectan su morfologia,
fisiologia y metabolismo, las determinaciones realizadas bajo condiciones ambientales
controladas indicaron que, pese a la situacion desfavorable, todas las plantas de PEE x PCH

continuaron su crecimiento, no presentaron alteraciones en el fenotipo y los valores de CRA y
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PSII-Fv/Fm se mantuvieron estables entre las plantas estresadas y las plantas control, asi como
entre las plantas de origen sexual y asexual. Por tales motivos, se considera que el empleo de
vitroplantas en lugar de materiales provenientes de las fuentes usualmente utilizadas no afectara

la tasa de sobrevivencia durante la implantacion.

Asimismo, los resultados provenientes de los ensayos establecidos en condiciones de campo
confirmaron que el comportamiento de las plantas de PEE x PCH obtenidas por cultivo de tejidos
es similar al de las plantulas de semilla y los esquejes enraizados. En este sentido, tanto la tasa
de sobrevivencia como el crecimiento diamétrico y de altura no vario significativamente entre los
distintos materiales. Resultados similares fueron informados para Morus alba, donde la
sobrevivencia de las plantas procedentes de cultivo in vitro en medio semisdlido, inmersion
temporal y estacas enraizadas ex vitro, no presentd diferencias significativas transcurridos 12

meses de la implantacion del cultivo (Salas-Barboza et al., 2006).

Existe escasa informacién en la literatura respecto a la sobrevivencia y establecimiento a
campo de plantas de coniferas producidas in vifro. En este sentido, Menzies et al. (2001)
informaron que plantas de Pinus radiata propagadas in vifro presentaron valores
significativamente menores de DAP y altura a los 4 afios de su implantacién, respecto de aquellas
plantas provenientes de la germinacién de semillas y macropropagacion; a pesar de que, al inicio
de la plantacién, la altura de las vitroplantas era significativamente superior. Segun los autores,
las plantas cultivadas in vitro se comportaron como si estuvieran fisioldgicamente envejecidas a
pesar de haberse iniciado a partir de explantes juveniles. Resultados similares fueron observados
en un ensayo establecido en 1995 por los mismos autores, donde el crecimiento en altura de las
plantas propagadas vegetativamente fue comparativamente menor respecto a las plantas de
semillas y macropropagacion. Por otra parte, Hargreaves y Menzies (2007) mencionaron que,
transcurridos 23 afios de la implantacion forestal, las plantas de Pinus radiata provenientes de
cultivo de tejidos no diferian en DAP respecto a aquellas provenientes de semillas y

macropropagacion.
6.3. Crioconservacion de embriones cigéticos maduros (explantes)

Mediante pruebas bioquimicas con TZ e IC fue posible confirmar que el pretratamiento de
desecacion de los embriones por exposicidn a la corriente de aire del flujo laminar y la inmersion
de los crioviales directamente en nitrégeno liquido no afectaron la viabilidad de los embriones
cigoticos maduros de PEE x PCH. A través de este procedimiento se abre la posibilidad de
prolongar el almacenamiento de este genotipo, preservando sus caracteristicas juveniles, hasta
obtener los resultados de las pruebas de progenie. Pese a que existen numerosos
procedimientos de regeneracién de brotes en coniferas que utilizan embriones cigoticos
maduros, ejes embrionarios o cotiledones como fuente de explantes, existe escasa informacion

relacionada con su criopreservacion. En este contexto, Toivonen y Kartha (1989) tratando los
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cotiledones de Picea glauca con una solucion crioprotectora compuesta por sorbitol 0.4 M, DMSO
5% y sacarosa 2% en combinacién con un descenso térmico programado (-0.5 °C-min™" hasta -
40 °C) previo a la inmersién en nitrégeno liquido (-196°C), lograron que el 35% de los explantes
sobrevivieran y permanecieran verdes; sin embargo, éstos no prosperaron una vez
descongelados y cultivados en un medio para inducir organogénesis. A diferencia de estos
resultados, Hargreaves et al. (1999) informaron que el 61% de los cotiledones de Pinus radiata
brindaron yemas adventicias después de la crioconservacion, mediante el empleo de una
solucion crioprotectora compuesta por 0.4 M sorbitol y 15% DMSO. Posteriormente, estos
autores (Hargreaves et al.,, 2004) desarrollaron un procedimiento descartando el uso de
soluciones crioprotectoras e informaron que el 66% de los cotiledones de Pinus radiata,
produjeron yemas adventicias al ser cultivados en el medio de inducciéon y desecados por
exposicion a la corriente de aire del flujo laminar previo a la inmersién en nitrégeno liquido. En el
contexto de este trabajo de tesis, la técnica de desecacion permitié que la tasa de regeneracion
y el numero de yemas diferenciadas por explante de PEE x PCH se mantuviera estable tras la
crioconservacion permitiendo que mas del 80% de los explantes produjeran brotes adventicios,
sin diferenciarse estadisticamente del tratamiento control, sin congelar. Considerando que el
hibrido es naturalmente menos tolerante al frio que el Pinus radiata debido al origen de sus
parentales, principalmente Pinus caribaea (Lopez-Upton et al., 1999; Greer et al., 2000; Roden
et al.,, 2009; Cappa etal.,, 2013), es destacable que sobreviva a una inmersién directa en
nitrégeno liquido. Sumado a esto, el desarrollo de procedimientos de baja complejidad y alta
efectividad como el obtenido para PEE x PCH y Pinus radiata, significan un incentivo a la
adopcion de sistemas de regeneracion de brotes adventicios a partir de embriones o cotiledones.
La complejidad en su aplicacion y la necesidad de mano de obra calificada para la
implementaciéon de los métodos descritos es baja en comparacion con los métodos de
embriogénesis somatica, conserva la ventaja de una amplia captura del genotipo y el
mantenimiento de la condicién juvenil en nitrégeno liquido. Estos beneficios determinan que la
organogénesis adventicia se considere una alternativa valida en el escalado comercial de un
sistema de propagacién (Hargreaves et al., 2004). Asimismo, desde el punto de vista industrial,
la reduccién del tiempo de los pretratamientos de criopreservacion resulta crucial para mejorar

la eficiencia del proceso (Nunes et al., 2017).
6.4. Analisis histolégico y estabilidad genética de las vitroplantas

Las plantas de pino hibrido, al igual que la mayoria de las coniferas, son incapaces de
producir brotes adventicios en condiciones ex vitro, es decir, no pueden naturalmente inducir la
formacion de nuevos 6rganos en tejidos que carecen de meristemas preexistentes. Sin embargo,
en condiciones in vitro el analisis histolégico confirmé la formacién de yemas adventicias de PEE
x PCH a través de un patron organogénico directo, sin formacién de tejido indiferenciado cuando

los embriones cigdticos, crioconservados o no, son cultivados en medios de induccion
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enriquecidos con citoquininas. Transcurridos tres dias de incubacion en presencia de luz, la
combinacion de BA y TDZ promovio la division celular en los tejidos epidérmico y subepidérmico
del explante. En consecuencia, las regiones meristematicas fueron prominentes al séptimo dia
originando yemas adventicias al cabo de 15 a 21 dias. El proceso organogénico culminé con la
aparicion de los meristemas en forma de cupula en la superficie transcurridos 30 dias de
incubacién. Nuestros resultados concuerdan con aquellos descriptos por George et al. (2008) en
el sentido de que los meristemas que daran origen a las yemas adventicias se inician
generalmente a partir de divisiones celulares después de unas 48 h de incubacion. Como
resultado de la division celular se forman nuevos primordios adventicios, compuesto por
numerosas células que, en una fase temprana del proceso morfogénico, constituyen una masa
esférica de células meristematicas pequefias con citoplasma densamente tefiido y nucleos
grandes que reciben el nombre de meristemoides. Asimismo, Campusano et al. (2019) en un
interesante trabajo realizado con Pseudotsuga menziesii, describieron el inicio de la division
celular a partir del cuarto dia de cultivo y posteriormente, la aparicidon secuencial de pro-
meristemoides, amplias zonas meristematicas y ndédulos meristematicos en los tejidos en
contacto con el medio, que dieron lugar a los brotes luego de 22 dias de cultivo. Mediante el
cultivo de embriones de Abies amabilis en presencia de citoquininas, Kulchetscki et al. (1995)
observaron que el proceso de induccion de brotes se inicid en la regién subepidérmica de los
cotiledones luego de 3 dias de cultivo. Al cabo de 12 dias, las zonas meristematicas localizadas
eran claramente visibles y se observaron pequefos brotes con meristemas apicales bien
organizados tras 24 dias. Por otra parte, los estudios histolégicos sobre la ontogenia de la
formacion de brotes adventicios en embriones maduros de Pinus halepensis revelaron cambios
estructurales en diferentes partes del explante. La induccién de divisiones mitéticas en el medio
de cultivo se inici6 entre los 3 y 5 dias dando lugar a la formacion de meristemoides en las capas
epidérmicas y subepidérmicas del explante transcurridos 11 dias de incubacién. Numerosas
yemas adventicias se observaron en la periferia del hipocétilo y en las axilas de cotiledones

adyacentes a los 22 dias de cultivo (Lambardi et al., 1993).

Por otra parte, la fidelidad genética de las plantas de pino propagadas por organogénesis ha
sido escasamente estudiada (Cuesta etal.,, 2010). En este sentido, en programas de
mejoramiento genético, la variacion somaclonal puede constituirse en un recurso importante que
genera variabilidad; sin embargo, durante la micropropagacion y en bancos de germoplasma in
vitro, su aparicion es indeseable (Chiang y Jiménez, 2009). Por tal motivo, la evaluacion de la
estabilidad genética de las plantas obtenidas por cultivo de tejidos, que asegure que el material
regenerado es genéticamente idéntico al material donante, es un requisito indispensable para
integrar con éxito la propagacion vegetativa en la silvicultura operativa (Marum et al., 2018). Los
mecanismos por los cuales ocurre la variacion somaclonal no han sido completamente
dilucidados. Sin embargo, se han propuesto varias causas de posible incidencia en la ocurrencia

de ésta. Entre ellas se incluyen: el genotipo, la fuente de explante, el tiempo en cultivo, las
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condiciones y composicion del medio de cultivo y la via de regeneracion (Cardone et al., 2010).
Segun Varshney etal. (2001), las vitroplantas derivadas de brotes adventicios formados
directamente de tejidos del explante cultivado, son mas resistentes a los cambios genéticos que
el material obtenido de manera indirecta a partir de callos indiferenciados. Cuando ocurre un
desarrollo directo hacia regeneracion a partir de yemas apicales, axilares y embriones, la mayoria
de los cultivos organizados mantienen una estricta estabilidad genotipica y fenotipica en
condiciones de cultivo in vitro (Chiang & Jiménez, 2009). En efecto, para evaluar la uniformidad
de las plantas obtenidas por organogénesis, con y sin pretratamiento de crioconservacion
empleamos el analisis ISSR. Aunque se observo cierta variabilidad entre individuos, era de
esperar una diversidad genética natural atribuida al empleo de semillas F, como fuente de
explante. En este sentido, el analisis de agrupamiento basado en la distancia genética de Jaccard
reveld que el 90% de los individuos, independientemente del tratamiento recibido, presentaban
una distancia genética inferior a 0.16. Esto sugiere que la formacién directa de yemas adventicias
a partir de embriones cigéticos maduros podria utilizarse para la propagaciéon clonal del pino
hibrido, minimizando el riesgo de estimular variantes somaclonales. Resultados similares fueron
reportados en plantas de Pinus pinea obtenidas por organogénesis directa, sin evidencias de
alteraciones morfoldgicas y con resultados de los andlisis ISSR y RAPD (Random Amplification
of Polymorphic DNA) que indican ausencia de variacion genética durante el cultivo in vitro
(Cuesta et al., 2008, 2010). Asimismo, Takagi et al. (2011), obtuvieron plantas de Titanotrichum
oldhamii con el mismo nivel de ploidia que las plantas madre por regeneracion directa, mientras
que, detectaron duplicacion cromosdmica cuando las yemas adventicias se originaron de manera
indirecta a través de la proliferacién de un tejido indiferenciado o callo. De igual modo, la
neoformacion de yemas a través de un patrén indirecto constituyé una fuente de variabilidad
genética en dos especies de Agave (Martinez Velazco et al., 2022). Segun Cardone et al. (2010),
la desdiferenciacion que ocurre durante la induccion del callo, altera procesos celulares que
resultan en cambios gendmicos importantes; siendo uno de los mas frecuentes la inestabilidad
cromosomica. Sin embargo, tras la verificacion individual de variantes somaticas de Picea
glauca, el conteo de cromosoma revelé el nimero normal para la especie (2n = 24) y fue
necesario realizar un analisis molecular exhaustivo para la identificacién de la secuencia de
nucleotidos de ADN asociada a dichas variantes (Isabel et al., 1996). Por otra parte, DeVerno y
colaboradores detectaron variacion somaclonal en cultivos embriogénicos de Larix spp (1994) y
Picea glauca (1999) pero no en las plantas regeneradas a partir de estos; concluyendo que el
tejido indiferenciado, puede estar compuesto por una mezcla de células genéticamente alteradas

y no alteradas, y que pueden o no ser evidentes en los arboles regenerados.

La variacion somaclonal es un problema muy complejo que necesita varios enfoques para
ser apreciado correctamente (Fourre et al., 1997). En el contexto de esta tesis, el analisis de
estabilidad genética se complementa con un estudio morfo-fisioldgico comparativo entre

vitroplantas, plantulas de semilla y plantulas obtenidas por macropropagacion, como asi también,
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con una evaluacion del comportamiento a campo, todas valiosas herramientas que permiten

definir a este, como un sistema propicio para la propagacion de PEExPCH.
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7.

CONCLUSIONES

Se desarrollé un procedimiento sencillo y fiable para preservar y propagar el germoplasma
de Pinus elliottii var. elliottii x Pinus caribaea var. hondurensis utilizando la regeneracion
adventicia de brotes a partir de embriones cigéticos maduros. ElI mismo permite obtener
plantas aptas para el establecimiento a campo en 16 meses a través de un proceso que
considera 7 meses de cultivo en condiciones in vitro, seguido de 9 meses de aclimatacion y

rustificacion en vivero.

La criopreservacion de embriones cigéticos maduros fue posible mediante la exposicion del
explante durante 120 minutos a la corriente de aire del flujo laminar y la posterior inmersion

en nitrégeno liquido.

La formacién de yemas adventicias se optimizé al cultivar los embriones cigéticos en el medio
%2 MS suplementado con sacarosa 0.09 M, 0.5 uM BA, 0.5 yM TDZ y 6.5 gr-L"' de agar,

durante 30 dias.

Las observaciones histolégicas confirmaron que las yemas adventicias se originan de manera
directa a partir de células subepidérmicas, sin evidenciarse diferencias ontogénicas entre los

explantes con y sin crioconservar.

El crecimiento de las yemas diferenciadas se estimul6 al trasferir los explantes inducidos a
recipientes de 200 mL de capacidad provisto de un sistema de aireacion asistida conteniendo
el mismo medio nutritivo, sin reguladores de crecimiento vegetal y solidificado con 3.5 gr-L"
de Phytagel®.

El enraizamiento in vitro de los brotes elongados fue promovido utilizando un pretratamiento
durante 5 minutos con 1.25 mM de IBA, seguido de la transferencia a ¥4 MS desprovisto de

hormonas y con aireacién asistida.

Las vitroplantas sometidas a una situaciéon de déficit hidrico, como asi también, las
establecidas a campo presentaron un comportamiento similar al de las plantas obtenidas por
métodos convencionalmente utilizados en la regidon (macropropagacion y germinacion de

semillas).

El analisis de variacion somaclonal de las plantulas obtenidas por organogénesis y
germinacion in vitro de embriones no congelados y crioconservados demostré que los
procedimientos desarrollados para la conservacion y obtencion de brotes organogénicos no

afectaron la estabilidad genética del germoplasma objeto de estudio.
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