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RESUMEN

El lapulo (Humulus lupulus L.) es una planta de la familia Cannabaceae que se caracteriza por ser
trepadora, con crecimiento en altura. La distribucion geografica 6ptima en ambos hemisferios para su
crecimiento se encuentra entre las latitudes 35° y 55°, region en la que se encuentra la ciudad de
Viedma, provincia de Rio Negro. Dado que la atraccion del cultivo radica en la produccion de conos
(inflorescencias femeninas), que son utilizados principalmente como saborizantes y aromatizantes en la
produccidn de cerveza, la industria concentra su demanda en las plantas femeninas, lo cual excluye la
posibilidad de propagacion a través de las semillas. Por ello, el lGpulo se multiplica casi exclusivamente
de forma asexual, a través de rizomas o esquejes nodales, lo que representa una desventaja para los
productores locales en términos de calidad del material y de costos de produccién, debido a que estas
practicas, sostenidas en el tiempo, favorecen la dispersion y acumulacion de infecciones virales y
fangicas. Por otra parte, en la actualidad, el cultivo de las variedades nacionales no sélo ha quedado
relegado, sino que, junto a las variedades importadas, no se ajustan a las demandas y necesidades del
mercado nacional. En este contexto, el presente proyecto tuvo como objetivo evaluar las respuestas al
cultivo de tejidos in vitro de tres variedades nacionales de lupulo, Mapuche, Nahuel y Traful, con el fin
de proporcionar las primeras bases del conocimiento sobre la propagacion de éstas a través de la
biotecnologia vegetal, en vista de satisfacer las demandas actuales del sector cervecero. Asi, se
evaluaron las respuestas al CTV de dos tipos de explantes: meristemas y secciones nodales. Se logro
establecer una metodologia eficiente de desinfeccion del material vegetal que permitié el cultivo de
meristemas en el medio nutritivo de Murashige y Skoog (MS), a la mitad de la concentracién original,
adicionado con diferentes combinaciones y concentraciones de reguladores de crecimiento. A pesar de
que se utilizaron medios adicionados con citocininas para inducir la formacién de brotes multiples (BAP
0,88 uM), esta respuesta morfogénica no fue obtenida. No obstante, este medio permitié la
diferenciacion de los meristemas en brotes, que luego elongaron cuando fueron transferidos a un medio
con giberelinas (AGz 2,89 uM). Adicionalmente, se logro el enraizamiento de estos brotes en dos etapas
de cultivo: una primera con IBA (2,46 uM) y BAP (0,88 uM), y luego con IBA (9,84 uM) y 2,4-D (0,45
MM). Sin embargo, los medios auxinicos no resultaron imprescindibles para la formacion de raices,
debido a que también se registraron algunos eventos de rizogénesis en medios libres de auxinas.
Asimismo, en el cultivo de meristemas se observé que, conforme aumenté el tiempo de incubacion, y
con ello la exposicion de los tejidos a distintos reguladores de crecimiento, la formacion de callo se

incremento, asi como tambien los eventos de organogénesis indirecta.
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Por otra parte, si bien no se logré ajustar un protocolo eficiente de desinfeccion para las secciones
nodales, se obtuvo entre un 5y 20% de explantes libres de contaminacion, que permitieron avanzar con
el cultivo de tejidos, y disponer de material estéril, que luego fue multiplicado exitosamente. Asi, en el
cultivo microestacas procedentes de material in vitro, se observo entre un 30 y 70% mas de secciones
nodales enraizadas en medio libre de reguladores de crecimiento, respecto al cultivo en medio auxinico,
lo que dependio de la variedad. La presencia de auxinas en el medio de cultivo promovié la formacién
de callos; sin embargo, en contraposicion con la respuesta observada en el enraizamiento de brotes

derivados de los meristemas diferenciados, en este caso prevalecio la organogénesis directa.

Adicionalmente, se realizaron semillas sintéticas a partir del encapsulamiento de meristemas, y se
evalud la influencia de diferentes tiempos de almacenamiento a 4°C, previo al cultivo de éstas en
condiciones controladas de luz y temperatura (fotoperiodo de 16 hs luz/ 8 horas oscuridad y 21 £ 2°C).
El medio de cultivo utilizado para la conversion fue MS a la mitad de la concentracion original,
suplementado con BAP (0,88 uM) y AGs (2,89 uM). Si bien las tres variedades de lupulo respondieron
favorablemente a esta biotécnica, sin haber obtenido la formacion de callo, Mapuche fue la que registro
mayores porcentajes de conversion, y algunos eventos de enraizamiento, que permitieron obtener plantas

completas.

Por otra parte, se inicié el proceso de aclimatacion y rusticacion de las vitroplantas obtenidas de los

diferentes ensayos realizados durante la investigacion, logrando un 100% de supervivencia.

En conclusion, este trabajo constituye el primer reporte sobre el establecimiento del cultivo in vitro de
las variedades de lUpulo de origen argentino, Mapuche, Nahuel y Traful. Asimismo, se logré establecer
un protocolo para la obtencion de semillas sintéticas mediante la encapsulacion de meristemas, lo cual
permitid avanzar hacia el establecimiento de nuevas metodologias de propagacion agamica y
conservacion de estas variedades. No obstante, se deberan disefiar nuevos ensayos tendientes a optimizar
la desinfeccion de los explantes, especialmente para las secciones nodales procedentes de campo, y
aumentar los porcentajes de conversiéon y enraizamiento de plantulas obtenidas a partir de semillas

sintéticas.

Palabras clave: cultivo de tejidos vegetales (CTV), organogénesis, semillas sintéticas, reguladores de

crecimiento.
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ABSTRACT

The hop (Humulus lupulus L.) is a plant of the Cannabaceae family that is characterised by being a
climber, with a tall growth. The optimum geographical distribution in both hemispheres for its growth is
between latitudes 35° and 55°, a region in which the city of Viedma, in the province of Rio Negro, is
located. Since the attraction of the crop lies in the production of cones (female inflorescences), which
are mainly used as flavouring and aromatizing in beer production, the industry concentrates its demand
on the female plants, which excludes the possibility of propagation via seeds. As a result, hops are
almost exclusively multiplied asexually, through rhizomes or nodal cuttings, which represents a
disadvantage for local producers in terms of material quality and production costs, because these
practices, sustained over time, favour the spread and accumulation of viral and fungal infections. On the
other hand, at present, the cultivation of national varieties has not only been relegated, but also, together
with imported varieties, they don’t fulfill demands and needs of the national market. In this context, the
present project aimed to evaluate the responses of three national varieties of hops, Mapuche, Nahuel and
Traful to in vitro tissue culture, in order to provide the first knowledge bases on their propagation
through plant biotechnology, and to meet the current demands of the brewing sector. Thus, the responses
to PTC of two types of explants were evaluated: meristems and nodal sections. An efficient
methodology for disinfection of plant material was established which allowed the cultivation of
meristems in Murashige and Skoog (MS) nutrient medium, at half the original concentration, added with
different combinations and concentrations of growth regulators. Although cytokinin-added (BAP 0.88
1M) media were used to induce multiple shoot formation, this morphogenic response was not obtained.
However, this medium allowed the differentiation of meristems into shoots, which then elongated when
transferred to medium with gibberellins (AG3 2.89 uM). Additionally, rooting of these shoots was
achieved in two culture stages: first with IBA (2.46 uM) and BAP (0.88 uM), and then with IBA (9.84
puM) and 2,4-D (0.45 uM). However, auxin media were not essential for root formation, as some
rhizogenesis events were also recorded on auxin-free media. Also, in the meristem culture, it was
observed that, as incubation time increased, and with it the exposure of the tissues to different growth

regulators, callus formation increased, as well as the events of indirect organogenesis.

On the other hand, although it was not possible to adjust an efficient disinfection protocol for the nodal
sections, between 5 and 20% of explants were obtained free of contamination, which allowed us to

advance with tissue culture, and to have sterile material, which was then successfully multiplied. Thus,
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in the cultivation of microstakes from in vitro material, between 30 and 70% more nodal sections rooted
in medium free of growth regulators were observed than in auxin medium, which depended on the
variety. The presence of auxins in the culture medium promoted callus formation; however, in contrast
to the response observed in the rooting of shoots derived from differentiated meristems, direct

organogenesis prevailed in this case.

Additionally, synthetic seeds were made from the encapsulation of meristems, and the influence of
different storage times at 4°C was evaluated prior to their cultivation under controlled light and
temperature conditions (photoperiod of 16 h light/ 8 h dark and 21 + 2°C). The culture medium used for
conversion was MS at half the original concentration, supplemented with BAP (0.88 uM) and AG3
(2.89 uM). Although the three hop varieties responded favourably to this biotechnique, without having
obtained callus formation, Mapuche was the one that registered the highest conversion percentages, and

some rooting events, which made it possible to obtain complete plants.

On the other hand, the process of acclimatisation and rustication of the vitroplants obtained from the

different trials carried out during the research was initiated, achieving 100% survival.

In conclusion, this work constitutes the first report on the establishment of in vitro cultivation of the
Argentinean hop varieties Mapuche, Nahuel and Traful. It was also possible to establish a protocol for
obtaining synthetic seeds by encapsulation of meristems, which allowed progress to be made towards
the establishment of new methodologies for agamic propagation and conservation of these varieties.
However, new trials should be designed to optimise the disinfection of explants, especially for nodal
sections from the field, and to increase the conversion and rooting percentages of seedlings obtained

from synthetic seeds.

Keywords: plant tissue culture (PTC), organogenesis, synthetic seeds, growth regulators.
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1. INTRODUCCION

1.1. Caracteristicas del lapulo (Humulus lupulus) y usos

El ldpulo (Humulus lupulus L.) es una planta de la familia Cannabaceae (Orden Urticales) que se
caracteriza por ser trepadora con crecimiento en altura, alcanzando hasta 6 metros de longitud. Debido a
que posee un fuerte fototropismo, la region geografica en ambos hemisferios Optima para su crecimiento
(Figura 1), se encuentra entre las latitudes 35° y 55° (Rizzi y Tarazi, 2018; Doods, 2017; Braam, 2005).
Alli, predominan las zonas frias, el clima en verano es templado, con temperaturas que varian entre los
16°C y 18°C, y los dias presentan mayor cantidad de horas de luz durante la primavera/verano, lo que
permite un desarrollo exitoso del lupulo durante la fase vegetativa, aumentando asi los rendimientos
(Nievas et al., 2021; Del Valle et al., 2003; Verzele y Keukeleire, 1991).

Figura 1. Region geografica 6ptima para el cultivo de lGpulo. Fuente: Nieves et al. (2021)

En el periodo de otofio/invierno, el lupulo pierde sus partes aéreas y conserva sélo el rizoma, a través del
cual se realiza la reproduccion asexual (Dodds, 2017). Este es un 6rgano de almacenamiento que brota
anualmente por un periodo de 12 a 15 afios (Magadan, 2011); sin embargo, si las condiciones de
crecimiento son éptimas, su vida Gtil puede extenderse hasta los 25 afios (Morton, 2013). En primavera
comienza el ciclo vegetativo de la planta, y a partir de alli, se encuentra en activo crecimiento hasta su
floracion a fines del verano (Figura 2). Por ello, se considera que el lapulo es una planta perenne en su
parte subterrdnea y anual en su parte aérea (Nievas et al., 2021). Por otra parte, este cultivo se
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caracteriza por presentar tigmotropismo, dado que los tallos poseen tricomas que le permiten trepar en
tutores verticales y enrollarse sobre ellos (Nievas et al., 2021; Dodds, 2017; Mc Cormack, 2006; Kneen,
2003). Asimismo, esta especie presenta una gran dominancia apical, por lo que su desarrollo vertical es
muy répido, pudiendo alcanzar un crecimiento de hasta 30 cm/dia (Kneen, 2003). Cuando las ramas
laterales comienzan a crecer, sobre las cuales se dara la floracion, la elongacién comienza a detenerse
(Magadan, 2011).

Figura 2. A. Lupulo en estado vegetativo var. cascade. Octubre 2021; B. Lupulo alzando su méaxima
altura. Diciembre 2021; C. Conos de var. bullion. Noviembre 2021

El lGpulo es una especie dioica, es decir, presenta las flores femeninas y masculinas en diferentes pies, lo
que podria condicionar su reproduccion sexual a la polinizacion cruzada. La floracidn, generalmente,
inicia a mediados de diciembre, cuando la duracién del dia comienza a disminuir (Hiller, 2019), y ésta se
prolonga durante diez dias, momento en el que comienza la maduracion de las flores, hasta la época de
cosecha (fines de febrero o marzo) (Benedetto, 2019; Magadan, 2011). Las plantas femeninas son las de
mayor atraccion y las que se cultivan debido a que éstas producen conos (inflorescencias) sobre los
brotes terminales de las ramas laterales (Sirrine, 2010), los cuales. Estos son de gran interés para la

9
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industria cervecera, que demanda el 97% del lupulo cultivado en el mundo, y en menor escala para la
alimentaria y farmacologica (Raiser, 2011). Los conos se caracterizan por contener glandulas que
producen lupulina, un polvo amarillo resinoso compuesto de metabolitos secundarios, entre los que se
encuentran acidos amargos, aceites esenciales y taninos, que contribuyen en diferentes aspectos en la
elaboracion de la cerveza y constituyen la principal materia prima (Nievas et al., 2021; Machado et al.,
2019; Oladokuna et al., 2016; SINAVIMO, s.f.). Las diversas variedades de lapulo son las responsables
de los sabores y aromas caracteristicos de los diferentes tipos de cerveza, ya que el porcentaje de &cidos
(o y B- &cidos) determina el amargor, y la presencia de diversos metabolitos secundarios pueden dar
notas citricas, frutales, herbales, entre otras (Machado et. al, 2019; Bocquet et al., 2018). Asi, de
acuerdo al porcentaje de a-acidos, las variedades de lupulo se pueden clasificar como lupulos
aromaticos, entre los que se encuentran las variedades Mapuche, Nahuel, Traful y Cascade, y lupulos
amargos, que incluye a Nugget, Victoria, Patagonia Red, y Bullion, entre otras (Benedetto, s.f). Por otra
parte, la sintesis de metabolitos no sélo difiere con la variedad, sino que también con las condiciones
ambientales donde crecen las plantas, por lo que es posible hallar diferencias en el tipo y cantidad de

metabolitos sintetizados, en una misma variedad cultivada en diferentes regiones.
1.2.  Produccion de lapulo

1.2.1. Cultivo nacional e internacional
Actualmente, la produccion de cerveza, principalmente artesanal, estd orientada al dry hopping
(agregado del lapulo durante la fermentacion con el fin de aportar aroma y sabor), y a la elaboracién de
cerveza “lupulada”. Entre los principales paises productores de lGpulo se encuentran Alemania y Estados
Unidos, alcanzando un total de entre el 70% y 80% de la produccién mundial, la cual, actualmente, se
estima en 129.000 toneladas anuales (Martinez Dodda, 2021; Rizzi y Tarazi, 2018; Machado et al.,
2019; Raiser, 2011). De las, 60 mil hectareas son cultivadas alrededor del mundo, Argentina abarca una
superficie de 189 hectareas, centrada principalmente, en la Comarca Andina del Paralelo 42, donde se
incluye una serie de localidades de las provincias de Rio Negro y de Chubut, y en el Alto Valle del Rio
Negro (Figura 3). La produccion nacional promedio es de 300 toneladas/afio, de las cuales el 72% se
destina a la industria, mientras que el 28% restante al sector craft o artesanal (Nievas et al., 2021). Sin
embargo, esta produccion solo cubre el 22% de la demanda del mercado nacional, representando el 0,2%
de la produccion mundial, lo que implica la importacion de aproximadamente 665 toneladas anuales

para satisfacer el consumo nacional (Martinez Dodda, 2021; Bocconi, 2020; Camara de la Industria

10
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Cervecera Argentina, 2020; Benedetto, s.f.). Asimismo, Nievas et al. (2021), afirman que si bien hasta la
fecha el consumo de cerveza se encuentra en expansion, y que la tendencia mundial prevé un
crecimiento anual del 4,5% durante el periodo 2020-2025, la superficie cultivada en el pais no ha

presentado un incremento significativo.

Areas de produccién del cultivo de
Humulus lupulus en la Argentina

-" N ]

REFERENCIAS
ij @ Areas de produccion
mm Areas de produccion
(o
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[ Paises limitrofes

2 : P e
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Figura 3. Zonas de produccion de lapulo en Argentina. Fuente: SINAVIMO (s.f.)

A fines del siglo XIX se realizaron los primeros cultivos en Argentina, en la ciudad de El Bolsén, y
proximo a 1980 llego al pais la variedad Cascade, de origen estadounidense, de la cual se destaca su
excelente adaptacion, incluso superior a la de su pais de origen. Ademas, Nugget, es otra de las
variedades de lapulo que presenta una buena respuesta en territorio nacional (Rizzi y Tarazi, 2018). Asi,
en el pais existe una tendencia a cultivar variedades importadas de lGpulo con patentes caducadas o bien
de libre uso, como las mencionadas con anterioridad. Pese a que estas variedades no son las mas
demandadas por los cerveceros, Cascade presenta un perfil similar a las nuevas variedades “estrella”, y
Nugget es utilizada como variedad de amargor por su alto contenido de a-acidos. No obstante, esta

tendencia constituye una desventaja en términos de mercado al no ajustarse a la demanda de los

11



TFG: Evaluacion del cultivo in vitro de variedades nacionales de lupulo (Humulus lupulus) como
una alternativa a la propagacion agamica tradicional

cerveceros, ya que a la hora de seleccionar variedades para la elaboraciéon de los estilos de cerveza
lupulados mas consumidos (APA, IPA y NEIPA), la mayoria de los productores comerciales utilizan
materia prima importada (conos y pellets). Dentro las variedades seleccionadas se encuentran Mosaic,
Citra, Galaxy, Amarillo, Chinook, Centennial, Simcoe, entre otras, las cuales son desarrolladas y
cultivadas por empresas en el exterior, y protegidas de forma tal que monopolizan el producto y ofrecen
variedades exclusivas. Para estos estilos, de mayor demanda y consumo, son primordiales las
caracteristicas organolépticas de la variedad empleada, y esto no puede lograrse con los cultivos de
nuestro pais. Por dicho motivo, a pesar de su mayor costo y la necesidad de importarlas, estas nuevas
variedades constituyen la opcidn predilecta, conocidas como las variedades “New World Hops” (“lupulo
del nuevo mundo”) producidas principalmente en Estados Unidos y Nueva Zelanda.

Por otra parte, en menor medida, se encuentra el cultivo de variedades nacionales como Traful, Nahuel,
Mapuche y Patagonia Red, utilizadas mayormente por los cerveceros artesanales debido a su bajo costo

o por los cerveceros comerciales, principalmente por el aporte de amargor.

1.2.2. Cultivo en Viedma, Rio Negro

En la ciudad de Viedma, que esta ubicada dentro del rango de latitudes 6ptimo para el cultivo del lapulo,
éste fue introducido en 2018 por dos productores, en una superficie total aproximada de 1 hectarea, con
una produccion anual promedio de 30 kg (peso seco), destinada exclusivamente a la elaboracion de
cerveza artesanal local. Sin embargo, estos rendimientos estan asociados a que las plantas son
relativamente nuevas y que recién luego del cuarto o quinto afio de cultivo alcanzarian su mayor
productividad. Por otra parte, los conos femeninos son utilizados por los mismos productores y
cerveceros locales debido a que carecen de una peletizadora que les permita acondicionarlos de forma
tal que conserven la calidad en el tiempo y puedan ser transportados. El lapulo fresco pierde su calidad
de forma rapida por oxidacion, y consecuentemente, su poder de amargor disminuye notablemente, por
lo que el secado inmediato y el acondicionamiento (comprimido y embalado), o bien la elaboracién de
pellets o extracto de lGpulo, son los pasos post-cosecha sugeridos (SINAVIMO, s.f.).

Las variedades cultivadas en Viedma son Cascade, Bullion, Magnum, Victoria, Spalt y Nugget, dentro
de las importadas, y, en menor medida, Mapuche, Nahuel y Traful, de origen nacional (L. Pesado,
comunicacion personal, 30 de octubre de 2021; A. Leiza, comunicacion personal, 30 de octubre de
2021). Las tres variedades nacionales tienen su origen en el Alto Valle de Rio Negro, especificamente,
en la chacra experimental de la empresa “Cerveceria y Malteria Quilmes S.A”, localizada en la ciudad

de Fernandez Oro. Asi, Mapuche y Traful, desarrolladas en 1990, y Nahuel en 2018, surgieron, de
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cruzamientos entre variedades conocidas y lineas propias de la empresa, en busca de mejores
rendimientos y adaptacion al clima regional. Actualmente, estas variedades nacionales, especialmente
Mapuche, son utilizadas en algunas cervezas premium de América del Sur y Europa debido a sus
caracteristicas y perfiles aromaticos unicos. Por su parte, Mapuche se destaca por el alto contenido de
aceite total, en comparacién con las otras variedades argentinas, mientras que Nahuel se caracteriza por

presentar el mayor rendimiento de las tres.
1.3. Métodos de propagacion

1.3.1. Propagacion tradicional y contrariedades
Al tratarse de una especie dioica, el lupulo puede ser propagado a partir de sus semillas, no obstante, la
demanda de la industria cervecera se concentra solo en las plantas femeninas, lo cual excluye la
posibilidad de propagacion de los cultivos comerciales a través de esta via reproductiva. Las plantas
masculinas no son deseadas comercialmente, no sélo por la baja cantidad de resinas de sus
inflorescencias, sino también porque las plantas femeninas podrian polinizarse y producir semillas en
sus conos. Por estos motivos, tradicionalmente, el IUpulo se propaga de forma asexual a través de
rizomas o por esquejes nodales, técnicas simples y econdémicas, que generalmente requieren
fitorreguladores auxinicos para estimular la formacion de raices adventicias y mantener la dominancia
de la yema apical (Agehara et al., 2020; Farag6é et al., 2009). Sin embargo, estas formas de
multiplicacion, presentan ciertas desventajas relacionadas con el alto riesgo de contaminacién, debido a
que la propagacion agamica, sostenida en el tiempo, favorece la dispersion y acumulacién de infecciones
virales y flngicas, que pueden limitar la produccion. Asi, patdgenos como el mildiu velloso, mildid
polvoso, virus del mosaico del manzano (ApMV), virus del mosaico del lapulo (HpMV) vy el virus
latente del lapulo (HpLV) se dispersan en todo el mundo a través de material contaminado, y generan
grandes pérdidas econdmicas y de rendimiento, lo cual repercute en la industria cervecera (Agehara et
al., 2020; Eastwell y Barbara 2015a; Eastwell y Barbara 2015b; Gent, Johnson, et al., 2015; Gent,
Nelson, et al., 2015; Echenique et al., 2004). En este contexto, las técnicas biotecnologicas como la
micropropagacion contribuyen positiva y significativamente en los programas de multiplicacion a gran
escala de material vegetal, de Optima calidad sanitaria. En este sentido, Agehara et al. (2020) reportan
que, desde la utilizacién de plantas de Iupulo propagadas in vitro, no se han producido graves problemas

por enfermedades en un campo experimental.
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1.3.2. Micropropagacion y su aplicacion en lapulo

La micropropagacion incluye un conjunto de técnicas y metodos de cultivo de tejidos vegetales (CTV)
que, permiten obtener una gran cantidad de plantas exactamente iguales (clones) a la planta madre, en un
corto periodo de tiempo y en espacios reducidos (Sharry et al., 2015; Faragé et al., 2009). EI CTV
comprende una serie de biotécnicas que posibilitan el establecimiento, mantenimiento y desarrollo de
cualquier parte de una planta, desde una célula hasta un organismo completo, bajo condiciones
controladas y axénicas de laboratorio. En términos generales, este tipo de cultivo in vitro incluye la
regeneracion de plantas a partir de explantes (es decir, cualquier parte del vegetal que, separado de la
planta madre, permite iniciar el cultivo) con diferentes técnicas de cultivo de tejidos, érganos o células
vegetales. Estas se basan en la totipotencialidad celular que permite obtener una planta completa a partir

de cualquier célula viva, bajo condiciones controladas de cultivo (Haberlandt, 1902).

El establecimiento del CTV consta de pasos generales, que incluyen la eleccién y acondicionamiento de
las plantas madres y de los explantes a utilizar, sequido de una etapa de multiplicacion y posterior
aclimatacién; no obstante, esto dependera del objetivo del mismo y del material vegetal inicial. Sin
embargo, como punto de partida para establecer una metodologia eficiente de propagacion in vitro,
resulta necesario contar con un protocolo de desinfeccion adecuado a cada tipo de explante y de
variedad, asi como también conocer la respuesta de éstos frente a las condiciones propias del cultivo de
tejidos. Asi, dependiendo del tipo de explante, el medio nutritivo y las condiciones de incubacion (luz y
temperatura), diversas respuestas morfogénicas (cambios estructurales) se pueden producir al llevar a
cabo el CTV, entre las que se encuentran la organogénesis y la embriogénesis somatica (Villarreal,
2015; Mroginski y Roca, 1991). La organogénesis consiste en el desarrollo de érganos, como brotes y/o
raices, de novo en los tejidos vegetales establecidos in vitro (Trigiano y Gray, 2016; Torrey, 1966). Estas
nuevas partes formadas, que normalmente no se producirian, son denominadas adventicias. La

organogénesis puede ser directa o indirecta (Villarreal, 2015; Olmos et al., 2004):

- Organogénesis directa: la formacion de los nuevos brotes o raices proviene de yemas axilares,
apicales o laterales. Esto ocurre generalmente cuando el material de partida es tejido
meristematico; sin embargo, al cultivar otro tipo de tejidos en medios nutritivos con citocininas,
también es posible esta via de regeneracion.

- Organogénesis indirecta: el desarrollo de los nuevos 6rganos se origina en un callo, el cual se

caracteriza por ser una masa de células no diferenciadas derivada del explante. Su aptitud
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morfogénica esta relacionada con el balance de los reguladores de crecimiento (Woodward,

1997). Generalmente, el tejido de partida utilizado, es parenquimatico.

Por su parte, la embriogénesis somética es un proceso asexual, similar a la embriogénesis cigotica, que
se refiere a la capacidad de ciertas células somaticas de formar embriones que pueden desarrollar una
planta completa, genéticamente idéntica a la célula de origen, luego del proceso de germinacion
(Villarreal, 2015; Radice, 2004; Tokin, 1964). Al igual que la organogénesis, esta via de regeneracion

puede producirse de manera directa o indirecta (Villarreal, 2015; Olmos et al., 2004):

- Embriogénesis somatica directa: los embriones se desarrollan directamente sobre el explante
inicial.

- Embriogénesis somatica indirecta: la formacién de los embriones se origina en un callo (Perez
Molphe et al., 1999).

La respuesta morfogénica deseada puede obtenerse al cultivar los explantes estériles en medios
nutritivos suplementados con diversos reguladores de crecimiento (PGR), entre los que se encuentran las
auxinas, las citocininas, las giberelinas, el acido abscisico y el etileno. En este sentido, Skoog y Miller
(1957) exponen que el balance entre auxinas y citocininas regula todo proceso de diferenciacion, y
sugieren que cuando la relacién auxina/citocinina es alta (A/C>1) se formaran raices, cuando prevalecen
citocininas (A/C<1) se espera el desarrollo de vastagos, y, con relaciones cercanas a 1 (A/C=1) se
obtendran callos (Villarreal, 2015; Segura, 2008; Krikorian, 1995). Por otra parte, cabe destacar que el
CTV también puede ser utilizado para generar variabilidad genética a través de la via de regeneracion
indirecta. De esta forma, es posible conservar y propagar la diversidad genética ya que se pueden
generar variantes somaclonales, lo cual implica la regeneracion de plantas con mutaciones heredables a
sus progenies, a partir de células desdiferenciadas obtenidas del cultivo de callos, de células o de

protoplastos (Tabares et al., 1991).

La propagacion in vitro de lapulo es factible y resulta un aspecto clave al tratarse de un cultivo que se
propaga casi exclusivamente a través de sus rizomas. En este sentido, si bien las secciones nodales han
sido el material vegetal preferentemente utilizado, también se han introducido otros tipos de explantes
como brotes adventicios, peciolos, secciones internodales e incluso meristemas, para su regeneracion
(Liberatore et al., 2020; Horlemann et al., 2003; Roy et al., 2001; Gurriaran et al., 1999; Martinez et al.,
1999; Adams, 1975). Estas investigaciones, descritas en el Anexo 1, han permitido evaluar diversas vias

de regeneracion del lupulo con el fin de inducir organogénesis o embriogénesis somatica, con la
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aplicacion de diferentes reguladores de crecimiento (Bocquet et al., 2018). Asimismo, se proponen
multiples opciones para la desinfeccion del material vegetal donde, en términos generales, se considera
un lavado previo, normalmente con detergente, una posterior inmersion en una solucién de etanol 70%,
y luego en hipoclorito de sodio (NaClO) a diversas concentraciones por tiempos variables, bajo campana
de flujo laminar (Roca y Mroginsky, 1991). Ocasionalmente, se considera la adicion de antibidticos al
medio de cultivo, pero debido a que ello puede modificar la composicion del medio, s6lo se utiliza en
cultivos de corta duracion (Roca y Mroginsky, 1991). Ademaés, se suelen sugerir tratamientos con
soluciones fungicidas y bactericidas por un tiempo que varia entre 15 y 60 minutos, generalmente,
previo a la aplicacion de etanol e hipoclorito de sodio (Jara y Seemann, 2007). En este sentido, es
preciso sefialar que las investigaciones realizadas hasta el momento, se han llevado a cabo con diversas
variedades de lapulo, no obstante, el comportamiento in vitro de las variedades nacionales Mapuche,
Nahuel y Traful, ain no ha sido explorado, a pesar de que ello representa para los productores de
Viedma la posibilidad de obtener nuevos productos con identidad local.

En los ultimos afos, dentro de los métodos de propagacion in vitro, el cultivo de meristemas se ha
convertido en la técnica base para la multiplicacién por via organogénesis, lo que conlleva a su amplia
utilizacion en el campo de la biotecnologia vegetal (Acarapi, 2014). Esta permite obtener plantulas
completas, y posteriormente inducir la formacion de brotes axilares, conservar germoplasma a bajas
temperaturas (criopreservacion), preservar las caracteristicas genéticas de la planta madre, y eliminar
patdégenos de los cultivos, principalmente virus (Faragd et al., 2009; Echenique et al., 2004). Los
meristemas son un conjunto de células indiferenciadas capaces de generar una planta de novo, que
carecen de tejido vascular, lo cual impide que los virus se transporten hasta alli como lo hacen hacia el
resto de la planta, a través de los tejidos de conduccion. Asimismo, la probabilidad de que los
meristemas apicales se encuentren infectados es relativamente baja en comparacién con tejidos mas
diferenciados, ya que la distribucion de microorganismos patdgenos en los tejidos de la planta infectada
no es uniforme, y su concentraciéon tiende a disminuir progresivamente hacia el apice del tallo
(Espinoza, 2013). Otra de las razones por las cuales los meristemas se encuentran libres de patdégenos es
su alta actividad metabdlica, debido a la activa mitosis, y altas concentraciones de auxinas que inhiben la
multiplicacion de los virus (Echenique et al., 2004). Para el cultivo de este tipo de tejido se debe realizar
la extraccion del domo meristematico y su siembra en un medio nutritivo adecuado, adicionado con

reguladores de crecimiento apropiados para inducir el desarrollo de una planta completa. Generalmente,
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el domo meristematico se aisla acompafado de uno o dos primordios foliares, ya que éstos participan de

su desarrollo (Echenique et al., 2004) (Figura 4).

Figura 4. Meristema axilar de Iupulo (Humulus lupulus). Imagen tomada con camara Leica ®

1.4. Semillas sintéticas

Una de las finalidades que puede tener el cultivo in vitro es la obtencién de semillas sintéticas, debido al
alto valor del material vegetal con el que se esta trabajando o su interés por conservarlo. Inicialmente, la
técnica de encapsulacion comprendia exclusivamente el recubrimiento de embriones somaticos con una
cubierta gelatinosa como, por ejemplo, de alginato de sodio, para la produccion de semillas sintéticas;
sin embargo, la encapsulacion de brotes apicales o axilares, segmentos de raices, entre otros, derivados
del cultivo in vitro, y capaces de convertirse en una plantula completa, se han empleado en los ultimos
afios, como una alternativa al uso de embriones somaticos (Adriani et al., 2000; Standardi y Piccioni
1998; Sarkar y Naik 1997). Estas semillas sintéticas no embriogénicas pueden ser utilizadas para la
propagacion de aquellas plantas en las que la embriogénesis somatica no esta bien establecida (Khan et
al., 2018). En este sentido, la tecnologia de la semilla sintética se define como el revestimiento de
cualquier material vegetal meristematico, ya sea embriones somaticos, meristemas, brotes o
microestacas (Navarro Urefia, 2002).

En aspectos generales, esta técnica simula las partes de una semilla bioldgica de forma tal que el
material vegetal encapsulado pueda crecer y convertirse en una planta completa. Los propagulos
(embriones, brotes, yemas, meristemas, entre otros) son encapsulados en gotas de alginato de sodio, por
lo general al 2%, que pueden ser suplementadas con alguna solucién especifica, de acuerdo a las
necesidades, por ejemplo, soluciones antioxidantes, medios nutritivos, entre otras (Sharma et al., 2013).
Esta matriz que recubre el explante, actlia como un endosperma sintético y protege los micropropagulos,
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ademas de conferir resistencia a la desecacion y proporcionar la presion mecanica necesaria para
retenerlo dentro de la cépsula, durante el almacenamiento, lo cual posibilita la conservacion y el
intercambio de germoplasma (Alatar y Faisal, 2012; West et al., 2006; Navarro Urefia, 2002; Antonietta
et al., 1999; Nieves et al., 1998; Hasan y Takagi 1995). Asimismo, esta técnica asegura la uniformidad
genetica del material vegetal y la conservacion de las condiciones sanitarias de la planta, permite un
intercambio facil de material estéril entre laboratorios, transportabilidad y almacenamiento, y presenta la
potencialidad de mecanizacion (Standardi y Micheli, 2013; Gray et al., 1995; Redenbaugh, 1993). En
términos de conservacion, se deben tener en cuenta diversas variables tales como la luz, la temperatura y
las condiciones de almacenamiento, para una aplicacion exitosa de las semillas sintéticas (Ray vy
Bhattacharya, 2008). Por lo general, se utilizan temperaturas proximas a los 4°C para cultivos de clima
templado, y entre 10 y 15°C cuando se trata de germoplasma tropical (Keller et al., 2006).

A pesar de las ventajas que representa la encapsulacion de micropropagulos no embriogénicos para el
almacenamiento e intercambio de germoplasma, se ha explorado sélo en unas pocas especies de plantas
(Soneji et al. 2002; Pattnaik y Chand 2000; Hasan y Takagi 1995; Sharma et al. 1994). En este contexto,
la utilizacion de semillas sintéticas en distintos cultivares de lupulo permitiria su conservacion a
mediano y largo plazo, en condiciones de buena estabilidad genética y fisioldgica, y a su vez, facilitaria

el transporte del material entre productores.

2. HIPOTESIS

2.1. Hipdtesis general
El cultivo de tejidos in vitro constituye una alternativa para la propagacion de variedades de lupulo

(Humulus lupulus) de origen nacional.

2.2. Hipdtesis especificas

- Es posible desarrollar un protocolo de desinfeccion que permita introducir al CTV diferentes
tipos de explantes y variedades nacionales de lupulo.

- La aplicacién de diferentes reguladores de crecimiento en el medio de cultivo, es capaz de
inducir diferentes respuestas.

- Debido a que la respuesta al CTV es genotipo dependiente, ésta presentara diferencias entre las
variedades de lupulo y el tipo de explante evaluado.
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- Laintroduccion al CTV de Humulus lupulus var. mapuche, var. nahuel y var. traful, representa
el primer avance en el conocimiento sobre la propagacion y conservacion, in vitro y ex situ, de

estas variedades nacionales.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general
La tendencia actual de utilizar exclusivamente un sistema de propagacion agdmica a través de rizomas
para el cultivo de lGpulo, representa una desventaja para los productores locales en términos de calidad
del material y de costos de produccién. Por otra parte, en la actualidad, el cultivo de las variedades
nacionales no s6lo ha quedado relegado, sino que, junto con las variedades importadas no se ajustan a
las demandas y necesidades del mercado. En este contexto, el presente proyecto tiene como objetivo
evaluar las respuestas al cultivo de tejidos in vitro de las variedades nacionales de ltpulo (Humulus
lupulus), Mapuche, Nahuel y Traful, con el fin de proporcionar las primeras bases del conocimiento
sobre la propagacion de éstas a través de la biotecnologia vegetal, en vista de satisfacer las demandas

actuales.

3.2. Objetivos especificos
- Lograr un protocolo adecuado para la desinfeccién de diferentes tipos de explantes y variedades
nacionales de lapulo
- Seleccionar el mejor tipo de explante en las tres variedades evaluadas
- Inducir las respuestas organogénicas en diferentes tipos de explantes y variedades
- Evaluar las respuestas obtenidas al cultivo in vitro en cada caso
- Seleccionar la variedad nacional de H. lupulus con mejor respuesta al cultivo de tejidos vegetales.
- Establecer las primeras bases de conocimiento necesarias para lograr un protocolo de propagacion

in vitro para las variedades nacionales de lupulo (Mapuche, Nahuel y Traful).

4. METODOLOGIA

4.1. Lugar de trabajo y sitios de muestreo
Los diversos ensayos fueron realizados en el laboratorio de biotecnologia vegetal de la Universidad

Nacional de Rio Negro, Sede Atlantica, radicada en la ciudad de Viedma, Rio Negro.
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El muestreo se realiz6 en dos chacras locales productoras de lGpulo. Una de ellas se localiza en el centro
IDEVI donde se emplaza la empresa “Zopilote de la Patagonia”, y la otra se ubica a costa del rio Negro,
las cuales comercializan lapulo bajo el nombre de “Lupulo Bieder” y “Lupulos del Atlantico”,

respectivamente (Figura 5).
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Figura 5. Localizacion de los sitios de muestreo

4.2. Seleccion de las plantas madres
En esta etapa fueron seleccionadas las plantas madres de diferentes variedades con buen porte, de

aspecto vigoroso y optimo estado sanitario (libre de patdgenos, deficiencias o estrés), a partir de las
cuales se inicié la micropropagacién. Asi, se escogieron las variedades comerciales de lapulo (Humulus
lupulus) de origen nacional: Mapuche, Nahuel y Traful. La colecta del material vegetal se realizd
durante el periodo vegetativo de las plantas (de octubre a febrero). Sin embargo, en este sitio de
muestreo para una misma fecha de colecta, la variedad Mapuche presentdé un desarrollo vegetativo
menor que las otras variedades. Las muestras se tomaron al azar, de diversas plantas madre, con un N
minimo de 5 (en funcién de la disponibilidad), de las tres variedades.

El corte de los brotes se hizo manualmente, en bisel, con una tijera de podar previamente desinfectada
con etanol 70% (v/v). La longitud de los brotes estuvo sujeta al desarrollo vegetativo de cada planta

madre en el momento de colecta, y se seleccionaron aquellos que contenian al menos cuatro nudos.
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Las muestras se colocaron sobre papel tissue himedo y se transportaron en bolsas con cierre hermético
en una heladera portatil, a fin de evitar la deshidratacion durante el traslado. Finalmente, éstas fueron

almacenadas a 4°C, hasta el momento del inicio de los ensayos (méximo 15 dias).
4.3. Inicio del cultivo de tejidos in vitro

4.3.1. Desinfeccion del material vegetal
Una vez recolectado el material vegetal, éste se acondiciond y desinfect6 superficialmente con el fin de
evitar el desarrollo de microorganismos, principalmente bacterias y hongos, que puedan competir
ventajosamente con el explante durante el cultivo in vitro. En este sentido, en una primera instancia, los
brotes extraidos de las plantas madres se cortaron en secciones uninodales de aproximadamente 5 cm. de
longitud, a las que se les removieron las hojas. Luego, se establecieron dos protocolos de desinfeccion,
uno para el aislamiento de los meristemas y otro para la obtencion de secciones uninodales
(microestacas). Asimismo, dada la dificultad para erradicar la contaminacion de las microestacas
provenientes de campo, se realiz6 una serie de ensayos preliminares que permitieron guiar los futuros

protocolos de desinfeccidn de los tejidos hacia el método que resultara mas eficiente.

4.3.1.1. Desinfeccion para el aislamiento de meristemas

Previo al aislamiento de los meristemas, bajo campana de flujo laminar, el material vegetal se sumergio,
primeramente, en una solucion de etanol 70% v/v durante 5 minutos, con agitacion constante, utilizando
un agitador magnético. Luego, se retir6 el etanol, y el material se sometié a una solucion de hipoclorito
de sodio comercial (35 gClI/I) al 10% v/v, con Tween 20®, por un periodo de 20 minutos, nuevamente,
en agitacion constante. Finalmente, se realizaron tres lavados consecutivos con agua destilada estéril.

Se desinfectaron un total de 110 secciones uninodales de cada variedad de lupulo, con el fin de obtener
aproximadamente un N= 210 meristemas de cada una de ellas, considerando posibles pérdidas por
deshidratacion y/u oxidacién durante el proceso de aislamiento y desinfeccion.

4.3.1.2.  Desinfeccion para el aislamiento de microestacas

A) Ensayos preliminares
Dado que el tallo de lupulo presenta pelos retrorsos, para este tipo de explante en particular, se

realizaron ensayos preliminares de desinfeccién (Tabla 1). Asi, se evaluaron diversos tiempos de
inmersion y concentraciones de hipoclorito de sodio (NaClO), la inclusién de una solucion fungicida y

la concentracion a utilizar, y la incorporacion de pretratamientos del material vegetal (lavados con agua
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y/o jabon blanco). En cada uno de los ensayos preliminares realizados, la concentracion de hipoclorito

de sodio y de fungicida aument6 progresivamente, a fin de evaluar y seleccionar el protocolo mas

eficiente para controlar la contaminacion, y que, a su vez, no produjera dafios en los tejidos vegetales.

Tabla 1. Ensayos preliminares para la desinfeccion de microestacas

NIGHETD ElE A _(por Acondicionamiento Protocolo
ensayo variedad)
1) 45 min. Carbendazim (50g) 0,005 ul/ml.
Corte en secciones | 2) 5 min. etanol 70% vi/v.
1 10 uninodales de 5 cmy | 3) 20 min. NaCIO (60 gCl/l) 7% v/v + 2
remocién de hojas | gotas de Tween 20®.
4) Enjuague con agua destilada esteéril.
1) Lavado de las secciones con cepillo y
jabdn blanco.
Corte en secciones | 2) 45 min. Carbendazim (50g) 5 ul/ml.
2 20 uninodales de 5 cmy | 3) 5 min. etanol 70% v/v.
remocion de hojas | 4) 10 min. NaCIO (25 gCI/l) 15% v/v + 2
gotas de Tween 20®.
5) Enjuague con agua destilada estéril.
1) 30 min. de enjuague en agua corriente
Corte en secciones | 2) 1 hora Carbendazim (50g) 5 ul/ml.
3 o5 con, al menos, 3 3) 5 min. etanol 70% v/v.
nudos y remocion de | 4) 15 min. NaCIO (25 gCl/l) 10% v/v + 2
hojas gotas de Tween 20®.
5) Enjuague con agua destilada estéril.
1) 30 min. de enjuague en agua corriente
Corte en secciones 2) 1 hora Carbendazim (50g) 5 ul/ml.
4 10 uninodales de 5cmy 3)5 min. etanol 70% viv.
remocién de hojas 4) 15 min. NaClO (35 gClI/l) 10% v/v + 2
gotas de Tween 20®.
5) Enjuague con agua destilada estéril.
1) 30 min.de enjuague en agua corriente
Corte en secciones 2) 1 hora Carbendazim (50g) 5 ul/ml.
5 10 uninodalesde 5cmy 3)5 mlq.etanol 70% vIv.
remocion de hojas 4) 15 min.NaClO (35 gClI/l) 15% v/v + 2
gotas de Tween 20®.
5) Enjuague con agua destilada estéril.
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B) Protocolos finales
Luego de las respuestas obtenidas de los ensayos preliminares, se llevaron a cabo dos tratamientos, en

adelante, T1 y T2. Ambos comenzaron con una desinfeccion preliminar que consistié en someter las
microestacas de 5 cm. de longitud a una solucion de agua y jabdn por 30 minutos, y luego a una solucién
fungicida (Carbendazim 50g) 5ul/ml, durante 1 hora, para T1 y 24 horas para T2, con agitacion
constante. Seguido a ello, bajo campana de flujo laminar, los explantes se sumergieron por 5 minutos en
una solucién de etanol (70% v/v), y luego durante 15 minutos en hipoclorito de sodio comercial (35
gCl/l, 15% v/v) al que se adicion6 Tween 20®. Para concluir, se realizaron tres lavados consecutivos
con agua destilada estéril. En ambos tratamientos se realizaron tres repeticiones de n=25 cada una,

obteniendo asi un N=150 para cada variedad.

4.3.2. Seleccion y acondicionamiento de los explantes
Con la finalidad de contar, por un lado, con una via regenerativa que asegure la calidad fitosanitaria y
por otro, con una metodologia de mayor simplicidad, como es el microestaquillado, se seleccionaron dos
tipos de explantes:

- Meristemas

- Secciones uninodales o microestacas
Para preservar las condiciones asépticas necesarias, se trabajé bajo campana de flujo laminar donde se
extrajeron los explantes a partir del material vegetal previamente desinfectado.
El aislamiento de meristemas se realiz6 bajo una lupa binocular, con la ayuda de un bisturi y agujas
inyectables, previamente desinfectadas mediante un flameado en mechero, y rociadas constantemente
con etanol (70% v/v). A los mismos se les dejé al menos dos primordios foliares a fin de evitar
problemas de deshidratacion u oxidacion de los explantes.
Por otra parte, para la obtencion de las secciones uninodales se seleccion6 material vegetal de 0,4 £ 0,1
cm. de diametro, el cual fue seccionado en segmentos de aproximadamente 2 cm de longitud. Luego, se
removieron las bracteas que protegen las yemas axilares y se les realizé un corte en la parte inferior, en
forma de bisel. Por ultimo, previo a la introduccion de las secciones en los medios de cultivos
correspondientes, se procedid a quitar el exceso de agua proveniente de los enjuagues de la desinfeccion,

apoyando rapidamente los explantes sobre papel tissue estéril.
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4.3.3. Caracterizacion morfologica del material vegetal
Con el objetivo de conocer la morfologia de los tallos y determinar el tipo y la cantidad de tricomas
presentes en €l, se realiz6 una observacion bajo lupa binocular provista de camara fotografica Leica®,
de cada una de las variedades seleccionadas. Para ello, los tallos se cortaron de 1 cm. de longitud y se
contabilizaron los tricomas presentes. Asimismo, se hizo un corte transversal para observar la

disposicion de los mismos y la forma del tallo.

4.4. Induccion de respuestas morfogénicas
Luego de la desinfeccion superficial y posterior acondicionamiento de los explantes, éstos se cultivaron
en medio nutritivo estéril, adicionado con diferentes reguladores de crecimiento (auxinas, citocininas y
giberelinas) de acuerdo a los antecedentes de micropropagacion publicados para esta especie y a la
respuesta morfogénica deseada (Tabla 2). En todos los casos, se utiliz6 como medio de cultivo basal el
de Murashige y Skoog (MS) semisolido (Murashige y Skoog, 1962).
Para inducir la formacién de brotes multiples, el medio MS fue suplementado con citocininas (MIB), y
para la elongacion de entrenudos se utilizo AGs (ME), mientras que para promover la rizogénesis, se
adicionaron reguladores de tipo auxinicos.
En todos los casos, se realizaron los respectivos controles, los cuales consistieron en el cultivo de los
explantes en medios nutritivos sin la adicion de reguladores de crecimiento. Se inici6 asi el cultivo in
vitro de los diferentes explantes de las variedades seleccionadas.
En general, los cultivos se mantuvieron en condiciones controladas de luz (fotoperiodo de 16hs luz/8hs
oscuridad, utilizando un tubo fluorescente con una intensidad de 50 umol/m2 seg (PPFD) y a una
temperatura (21 £ 2°C), de acuerdo con los requerimientos térmicos informados como éptimos para esta
especie (Nievas et al., 2021), a excepcion de aquellos que fueron sometidos a otras condiciones

experimentales de luz y temperatura, de acuerdo a las particularidades de cada ensayo.
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Tabla 2. Medios de cultivo

Reguladores de

crecimiento (PGR) otros

Uso Denominacion del medio

% MS @

Sacarosa (30 /1)
1 -
CONTROL 2 MS Agar (6 g/l) ®

pH 5,8 - 6,2

o MS @

MIB (medio de induccidn @ Sacarosa (30 /l)
de brotes) BAP™ (0,88 uM) Agar (6 g/1) ®

pH 5,8 - 6,2

o MS @
Sacarosa (30 /1)
Agar (6 g/l) ®
pH 5,8 - 6,2

ME (medio de elongacion) AG; @ (2,89 uM)

Yo MS @

BAP @ (0,88 uM) e IBA | Sacarosa (30 /1)
@ (2,46 pM) Agar (6 g/1) ©

pH 5,8 - 6,2

Y% MS BAP: IBA

nr>ZImMmAun—o3m

1, MS @

IBA ® (9,84 uM y 2,4-D | Sacarosa (30 /1)
(0,45 uM) Agar (6 g/l) ©

pH5,8-6,2

Y2 MS IBA: 2,4-D

% MS @

ENRAIZAMIENTO . _ IBA® (5,7 uM) y AIA | Sacarosa (30 /1)
MICROESTACAS 2 MS IBA: AIA ® (4,9 uM) Agar (6 g/1) ®
pH5,8-6,2

¥ MS @

BAP @ (0,88 uM y AG3 | Sacarosa (30 /1)
® (2,89 pM) Agar (6 g/1) ®

pH5,8-6,2

SEMILLAS . .
SINTETICAS %2 MS BAP:AGs
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o MS )
Sacarosa (20 /1)
Agar (6 g/1) ©
pH 5,8 -6,2

Y2 MS Sac. 20 -

RUSTICACION

v MS D
Sacarosa (20 /1)
Agar (6 g/l) ®
pH 5,8 -6,2

Y4 MS Sac. 20 -

(1) 2 MS: Murashige y Skoog (1962) a la mitad de la concentracién original (Phyto Technology Laboratories ®)
(2) Stock de BAP (6-Bencilaminopurina) Sigma-Aldrich®: 2 g/l

(3) Stock AGs (4cido giberélico) Sigma-Aldrich®: 2 g/l

(4) Stock IBA (4cido indol-butirico) Sigma-Aldrich®: 0,025 M

(5) Stock AIA (4cido indolacético) Sigma-Aldrich®: 0,025 M

(6) Stock 2,4 — D (4cido 2,4-diclorofenoxiacético) Sigma-Aldrich®: 10 mg/ml

(7) ¥a MS: Murashige y Skoog (1962) a un cuarto de la concentracion original (Phyto Technology Laboratories ®)
(8) Agar: agar-agar (Britania®)

4.4.1. Meristemas

4.4.1.1. Induccion de brotes multiples

Para la induccion de brotes multiples de los explantes meristematicos, se realizaron tres repeticiones de
n=15, tanto en el ensayo como en el control, de forma tal que se trabajé con un N=90 de meristemas
para cada variedad de lapulo. Los explantes fueron introducidos en tubos de cultivo provistos de MIB
(medio de induccion de brotes), el cual contenia BAP, de acuerdo a la metodologia propuesta por Adams
(1975). Cabe destacar que este PGR esté asociado a la induccion de brotes multiples (Skoog y Miller,
1957). Los meristemas utilizados como control fueron cultivados en el ¥2 MS (seccion 4.4).

Los explantes se mantuvieron en un cuarto de cultivo con un fotoperiodo de 16hs luz/8hs oscuridad,
utilizando un tubo fluorescente con una intensidad de 50 pmol/m2 seg, a una temperatura de 21 + 2°C.
Finalizado el ensayo, se evaluaron las siguientes respuestas organogenicas: presencia de nuevos brotes

y/o elongacion de los mismos, aparicion de callo y formacién de raices.

4.4.1.2. Elongacion de entrenudos

Luego de un mes de incubacion en MIB, los meristemas fueron transferidos al medio de elongacion

(ME) (Tabla 2), el cual contenia Acido giberélico (AGs 2,89 uM), de acuerdo a lo sugerido por Adams,
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(1975). Los cultivos se mantuvieron en condiciones de luz (fotoperiodo) y temperaturas descritas

anteriormente (seccién 4.4).

Luego de 2 meses de iniciado el ensayo, se evalu6 la elongacion de entrenudos, la altura de los mismos,
la aparicion de callo y la formacion de raices.

44.1.3. Enraizamiento de brotes

Es importante destacar que algunos brotes pueden enraizar en el mismo medio de cultivo donde los
meristemas se diferencian, por lo que no es necesario que éstos atraviesen la etapa de enraizamiento.
Asi, el nimero de explantes que llegaron a esta instancia se redujo y ello repercuti6 en los diversos n
utilizados para cada variedad en este ensayo.

Luego de dos meses del cultivo en medio de elongacion de entrenudos (ME), aquellos brotes que sélo
contaban con una raiz o carecian de las mismas (Tabla 3), fueron cultivados en medios nutritivos
suplementados con auxinas con el fin de inducir el enraizamiento. El ensayo se llevé a cabo en dos
etapas de acuerdo a lo establecido por Adams, (1975): en primer lugar, los explantes fueron cultivados
en Y2 MS BAP:IBA, y se mantuvieron en condiciones de fotoperiodo y temperatura descritas
anteriormente (seccién 4.4). Luego de 30 dias, se cultivaron en ¥2 MS IBA:2,4-D (Tabla 4). Aqui, los
primeros 15 dias se mantuvieron las mismas condiciones de incubacion de la primera etapa, y
posteriormente, se disminuy0 la intensidad luminica que recibia el explante (semioscuridad), de acuerdo

a lo establecido por Monteuuis y Bon (2000).

Los controles se realizaron a los 15 y 30 dias, y se evalud la formacion de raices, la via de regeneracién

(organogénesis directa o indirecta), y la presencia de callos.

Tabla 3. N de brotes en primera etapa de enraizamiento

Variedad N
Traful 30
Nahuel 34

Mapuche 17

Tabla 4. N de brotes en segunda etapa de enraizamiento

Variedad N
Traful 30
Nahuel 31

Mapuche 17
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4.4.2. Microestacas procedentes del cultivo in vitro

44.2.1. Enraizamiento de microestacas

Las plantulas obtenidas de los ensayos preliminares de desinfeccion, y aquellas provenientes del cultivo
de meristemas, fueron utilizadas como material de partida para obtener nuevas secciones uninodales vy,
de esta manera, evaluar el enraizamiento de las mismas en ¥2 MS IBA:AIA, segun lo reportado por Roy
et al. (2001). Dada la disponibilidad de material, se realiz6 una repeticion de este tratamiento con N=10,
para cada variedad estudiada, y una de N=5 para los controles (sin la adicion de auxinas). Los ensayos se
incubaron en las condiciones de luz/oscuridad y temperatura antes indicadas (seccién 4.4). En esta
instancia, se evalud la presencia de callo, la formacion de raices, y la via de regeneracion (organogénesis

directa o indirecta).

4.5. Aclimatacion y rusticacion de vitroplantas

Las plantas completas de lGpulo obtenidas de los ensayos preliminares de desinfeccion de microestacas
y del cultivo de meristemas (Tabla 5), estuvieron en condiciones de iniciar el proceso de aclimatacion y
rusticacion. En este sentido, de acuerdo a lo propuesto por Ziv (1995) y Olmos et al. (2004), en primera
instancia, las vitroplantas fueron transferidas a un medio donde se redujo la concentracion de sacarosa a
20 g/l (*2 MS Sac.20), a fin de promover la rizogénesis. Luego, transcurridos 45 dias, éstas fueron
repicadas en un medio de cultivo en el cual se redujo la concentracion de nutrientes (¥4 MS Sac.20).

Finalmente, las plantas completas se transfirieron a sustrato (Growmix®), compuesto por compost de

corteza, dolomita y perlita, para realizar el proceso de rusticacion.

Los cultivos se mantuvieron en condiciones de luz y temperatura controladas (fotoperiodo, 21 + 2°C). Se

realizaron controles cada 20 dias donde se evalud el estado fisioldgico de las plantas y la supervivencia.

Tabla 5. N de vitro plantas obtenidas

Explante de partida Variedad N
Traful 5

Meristema Nahuel 2
Mapuche 3

Microestaca Mapuche 4
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4.6. Obtencion de semillas sintéticas

A fin de evaluar la posibilidad de conservacion a corto plazo de los explantes meristeméticos
encapsulados (semillas sintéticas), se realizaron diversos tratamientos con tres repeticiones de n=10 cada
uno, es decir, un N=120 para cada variedad de ltpulo (Tabla 6). Bajo la campana de flujo laminar, estos
explantes fueron sumergidos en una matriz de alginato de sodio al 2% (p/v) previamente esterilizada y
recogidos con una micropipeta en pequefias gotas, que posteriormente se dispusieron en una solucién de
cloruro de calcio (100 mM), en agitacidn constante, con un tiempo de inmersion de entre 3 a 5 minutos.

Finalmente, las capsulas se colocaron sobre papel tissue estéril a fin de remover el exceso de CaCl..

Las semillas sintéticas (SS) fueron cultivadas, en una primera instancia, en %2 MS, y luego de una, dos y
tres semanas de almacenamiento en frio a 4°C y oscuridad, se transfirieron a %2 MS BAP:AGa.
Finalmente, se incubaron en condiciones de luz y temperatura controladas (fotoperiodo de 16 hs luz /
8hs oscuridad, y 21 £ 2°C). Asimismo, se realiz6 un control en oscuridad completa, a 21 £ 2°C, y uno
bajo las condiciones de luz y temperatura detalladas anteriormente, por lo que estos explantes no fueron

incubados en frio. En este caso, las semillas sintéticas fueron cultivadas en ¥2 MS BAP:AGs.

Luego de 7, 14 y 21 dias, se evaluaron los siguientes aspectos: oxidacion de los explantes, formacion de
raices, y porcentaje de semillas sintéticas que se convirtieron, es decir, en las cuales se produjo la

ruptura de la matriz de encapsulamiento por la aparicién de brotes (Ray y Bhattacharya, 2008).

Tabla 6. Descripcién de tratamientos

SS cultivadas en %2 MS y luego de una semana de almacenamiento a 4°C,

Tratamiento A (TA) en % MS BAP-AG:

SS cultivadas en %2 MS y luego de dos semanas de almacenamiento a 4°C,

Tratamiento B (TB) en 1 MS BAP:AGs

SS cultivadas en %2 MS y luego de tres semanas de almacenamiento a 4°C,

Tratamiento C (TC) en % MS BAP:AGs
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SS cultivadas en %2 MS BAP:AGs e incubadas en condiciones de luz

Control luz (TO luz) directamente

SS cultivadas en %2 MS BAP:AGs, incubadas en oscuridad absoluta acorde
Control oscuridad (TO osc) | a los dias del tratamiento en cuestion y luego transferidas a condiciones de
luz.

4.7. Analisis estadistico
Para el andlisis estadistico se utiliz6 el software estadistico Infostat. La diferencia estadistica entre

tratamientos se realiz6 mediante el test no paramétrico de Kruskal-Wallis (Kruskal y Wallis, 1952), dado
que no se cumplieron los supuestos estadisticos para hacer un analisis de varianza de una via (ANOVA).
Las diferencias con p<0.05 se consideraron estadisticamente significativas. El disefio experimental se
adapt6 a cada uno de los ensayos realizados. Cabe destacar que los analisis estadisticos se llevaron a
cabo sélo cuando el nimero de explantes utilizados de cada variedad era idéntico, y contaban con al

menos tres repeticiones; en caso contrario, se reportaron los resultados observacionales.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Desinfeccién

5.1.1. Desinfeccion para el aislamiento de meristemas

La contaminacion microbiana es un problema constante que compromete el éxito del cultivo in vitro, y
representa pérdidas notables de tiempo y econdmicas, por lo que las practicas de desinfeccién superficial
de los explantes constituyen el primer paso fundamental para el establecimiento aséptico del cultivo de

cualquier especie.

El protocolo de desinfeccion del material vegetal adoptado en este trabajo para el posterior aislamiento
de los meristemas resultd exitoso en las tres variedades estudiadas. Solo en la variedad Nahuel se
observo contaminacion microbiana en 10 meristemas (11,11%). Tanto la variedad Traful como Mapuche
no presentaron eventos de contaminacién. Sin embargo, el andlisis de esta variable mediante Kruskal
Wallis, puso de manifiesto que no existen diferencias significativas entre ellas (p-valor 0,1190). Estos
resultados podrian deberse al tipo de explante utilizado y a las caracteristicas axenicas propias de este
tejido. Ademas, Mroginski et al. (2004), indicaron que el tamafio del explante es un factor importante en

el proceso de desinfeccion, dado que cuanto mas pequefio es el mismo, menor es el riesgo de
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contaminacion, tal como ocurre con los explantes meristematicos. En contraposicion a los resultados
aqui obtenidos, Svoboda (1992) registrd solo un 5,2% de explantes meristematicos libres de
contaminacion en el cultivo in vitro de lGpulo. Esta diferencia, en parte puede deberse al protocolo de
desinfeccion utilizado por este autor, dado que sélo incluia un tratamiento con etanol y luego con
hipoclorito de sodio en bajas concentraciones y tiempos reducidos, sin el uso de fungicidas. Por otra
parte, la contaminacion observada en la variedad Nahuel fue relacionada con un error de manipulacién

durante la siembra del material vegetal.

5.1.2. Desinfeccion para el aislamiento de microestacas
A) Ensayos preliminares

Los ensayos preliminares permitieron identificar aquellos tratamientos donde se obtuvo microestacas
libres de contaminacion. De esta manera, de la Tabla 7 se desprende que, en la variedad Mapuche, el
tratamiento preliminar 4 fue capaz de reducir en un 20% los explantes contaminados. Asimismo, en esta
variedad, se observé que, del ensayo preliminar 1 al 4, hubo una disminucién gradual del porcentaje de
explantes contaminados, conforme aumento la concentracion de los agentes desinfectantes utilizados,
mientras que, en Traful y Nahuel, la contaminacion se mantuvo en 100%. Estos resultados pueden estar
relacionados con el desarrollo vegetativo de las plantas madres en las distintas variedades de lupulo,
debido a que, en la ciudad de Viedma, la variedad Mapuche inicia su etapa de brotacion y culmina el
proceso de floracion de forma mas tardia respecto a las otras variedades, como Traful y Nahuel (A.
Leiza, comunicacion personal 16 de mayo de 2022; H. Testa comunicacion personal 16 de mayo de
2022). Esto sugiere que, al momento de realizar los ensayos preliminares (1 a 4), se trabaj6 con material
mas joven de Mapuche, y podria entonces tener una menor carga de microorganismos, en comparacion
con las otras variedades, lo cual pudo haber influido en el proceso de desinfeccion, que resulto entonces,
mas exitoso en la variedad Mapuche. Respecto a ello, en varias oportunidades se ha asociado menores
indices de contaminacion de cultivos in vitro cuando éstos se iniciaban a partir de explantes juveniles
(Marulanda et al., 2010; Lépez, 2007). Asimismo, Agrios (2005) menciono que la desinfeccion de los
tejidos puede verse afectada por ciertas condiciones climéaticas como la temperatura (17 a 23°C) y la
humedad relativa (>70%), debido a que éstas favorecen el desarrollo de microorganismos. No obstante,
segun el registro de la Estacion Experimental Agropecuaria Valle Inferior del rio Negro (Musi Saluj,
2022a), en los meses de muestreo (octubre, noviembre y diciembre), la humedad relativa no supero el

63%, mientras que la temperatura media se encontrd en el rango antes mencionado, en el mes de
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noviembre y diciembre (18,7°C y 22,1°C, respectivamente). Asi, estos factores podrian influenciar
indirectamente la respuesta a la desinfeccion de los explantes. Estos resultados difieren de los obtenidos
por Ofiate Marqués (2015), quien logré menores indices de contaminacion en su trabajo de cultivo in
vitro de lupulo. Estas diferencias podrian deberse, por un lado, a que las variedades cultivadas no fueron
las mismas a las utilizadas en este estudio, y por otro, a que este autor utilizd otras soluciones
desinfectantes con diferentes modos de accion como la combinacién de los fungicidas Captan 80 WP® y
Benomilo 50 WP®, y un antibiotico de amplio espectro (Agrept 25 WP®), mientras que en este ensayo
solo se aplico un fungicida sistémico (Carbendazim).

Si bien en el ensayo preliminar 4 se obtuvo el menor porcentaje de contaminacion (80%) para la
variedad Mapuche, éste no fue seleccionado como protocolo final de desinfeccion debido a que los
tejidos aun no presentaban signos de dafio producto del uso de los agentes desinfectantes, lo que
permitié aumentar las concentraciones de los mismos a fin de obtener una desinfeccién més eficaz. En
este sentido, el tratamiento preliminar seleccionado como punto de partida para determinar los futuros
ensayos de desinfeccion, fue el del ensayo 5 (ver tabla 1), en el que se aumentd la concentracion de
hipoclorito de sodio utilizada. Este fue el Gnico procedimiento en el cual se logré un minimo porcentaje
de microestacas libres de contaminacion (10%) en la variedad Traful. Estas diferencias en la respuesta a
la desinfeccion podrian estar asociadas a la morfologia del tallo de las variedades evaluadas. En este
sentido, es conocido que las plantas pubescentes, como es el caso del lGpulo, constituyen un problema
particular debido a que las soluciones desinfectantes tienen poca penetracion a causa de la formacién de
burbujas de aire en el explante, motivo por el cual se suelen incorporar detergentes tensoactivos como el
Tween® (Skirvin et al., 1999). Al respecto, la caracterizacion morfoldgica (seccion 4.3.3) demostro que
las tres variedades presentaron los tipicos tricomas peltados descritos para la especie, dispuestos sobre
los surcos del tallo de seccion hexagonal (Anexo 2). Sin embargo, la variedad Traful, en la cual se
obtuvo el menor porcentaje de contaminacion en el ensayo 5, presentd una menor cantidad de tricomas
por unidad de longitud (7= 1) respecto a las demas (9 £ 1), condicion que pudo haber influido
positivamente en el proceso de desinfeccion. De esta manera, el bajo porcentaje de microestacas libres
de contaminacién obtenido a partir de estos ensayos preliminares, indicarian la necesidad de desinfectar
un namero elevado de explantes, de forma tal que permita obtener un mayor nimero de microestacas

desinfectadas con éxito para continuar con la micropropagacion.
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Tabla 7. Porcentajes de contaminacién observados en los ensayos preliminares.

Ensayo Ensayo Ensayo Ensayo Ensayo
preliminar 1 | preliminar2 | preliminar3 | preliminar4 | preliminar5
Traful 100% 100% 100% 100% 90%
Nahuel 100% 100% 100% 100% 100%
Mapuche 100% 95% 88% 80% 100%

B) Protocolos finales

Los resultados de los ensayos preliminares permitieron definir nuevos protocolos para la desinfeccién de
microestacas. Asi, se llevaron a cabo los tratamientos T1 y T2, que variaron en el tiempo de exposicién
del material vegetal al fungicida (seccién 4.3.1.2.). No obstante, ésto no permitio controlar
completamente la presencia de microorganismos contaminantes, dado que al realizar las tres
repeticiones (con un n=75 para cada tratamiento) se observé un 100% de explantes contaminados, en las
tres variedades evaluadas. Estos resultados podrian deberse a que, en este estudio, se utiliz6 material
proveniente de plantas madres cultivadas en el campo, a diferencia de otros autores como Horlemann et
al. (2003), Roy et al. (2001), Gurriaran et al. (1999), y Martinez et al. (1999), quienes utilizaron plantas
madres establecidas en condiciones de invernaculo. En este sentido, es conocido que las plantas de
campo pueden contener una mayor carga microbiana que aquellas que se desarrollan bajo condiciones
controladas y con una mejor calidad fitosanitaria que favorecen la desinfeccion (Adema, 2015).
Asimismo, como se mencion6 con anterioridad, la asepsia del material vegetal también puede verse
influida por las condiciones climaticas del ambiente donde crecen las plantas madres (Agrios, 2005). En
este sentido, el muestreo para llevar a cabo el primer tratamiento (T1) se realizd durante el mes de
diciembre, con una temperatura media de 22,1°C y humedad relativa de 60,8% (Musi Saluj, 2022a);
mientras que en el segundo caso (T2) se realizo en febrero, donde la temperatura y humedad relativa
fueron de 19,9°C y 69,6%, respectivamente (Musi Saluj, 2022b). En ambos momentos, las condiciones
podrian haber favorecido el desarrollo de microorganismos. Por otra parte, el tamafio del explante, y el
desarrollo vegetativo del material de partida, pudieron haber influido en la desinfeccién dado que las

microestacas tienen mayor tamafio que los meristemas (donde se logré obtener un alto porcentaje de
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explantes libres de contaminacion), y, también la presencia de tricomas que limitan el contacto de las

soluciones desinfectantes con los tejidos (Mroginski et al., 2004).
5.2.  Induccidn de respuestas morfogénicas
5.2.1. Meristemas

5.2.1.1.  Induccién de brotes multiples

Dada la influencia que tienen las citocininas sobre la division y diferenciacion celular, su utilizacion en
la propagacion in vitro es generalmente necesaria para inducir la formacion de brotes adventicios, la

multiplicacion de tallos y la proliferacion de yemas laterales.

Luego de un mes de ensayo, se observaron diferencias entre los meristemas cultivados en el medio
suplementado con BAP (MIB) en relacion con el control (2 MS) (Figura 6). En este sentido, se observd
que explantes meristematicos cultivados en MIB lograron diferenciarse en brotes que luego elongaron,
no obstante, no se registrd la formacion de brotes multiples (adventicios). Al respecto, Hirakawa y
Tanno (2022) informaron que la aplicacién de citocininas, como TDZ (thidiazuron) y BAP, fue capaz de
inhibir la formacion de yemas axilares y el desarrollo de brotes en secciones nodales de lupulo en
cultivo liquido, tal como fue observado en el presente estudio. Por el contrario, los meristemas
cultivados en Y2 MS, no se diferenciaron, y, con el paso del tiempo, iniciaron un proceso de
oscurecimiento de los tejidos por oxidacion, con la inhibicidon del crecimiento y posterior necrosis y
muerte de los mismos. Por dichos motivos, el analisis estadistico y la evaluacion de las respuestas
organogénicas pudo realizarse solo con aquellos que se encontraban en MIB. En concordancia, Adams
(1975) sefiald que, en ausencia de BAP, el crecimiento de los meristemas de IUpulo fue escaso, y que
varios cultivares diferentes respondieron favorablemente, cuando se utilizé una concentracion de BAP
0,88 uM, tal como se realizd en este estudio. De manera similar, Mafakheri y Hamidoghli (2015)
sefialaron que, si bien diversos cultivares de lGpulo silvestre se establecieron con éxito en medio MS
libre de reguladores de crecimiento, fue necesario la adicion de BAP (4,44 uM) y AlA (0,57 uM) para la

etapa de multiplicacion de las secciones nodales.
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Figura 6. Respuesta morfogénica observada en el cultivo de explantes meristematicos en MIB (1) y en
Y% MS (2) de las variedades Traful (A), Nahuel (B) y. Mapuche (C)

De la Tabla 8 y Figura 7 se desprende que la mayor cantidad y porcentaje de explantes meristematicos
diferenciados en brotes, respectivamente, se observo en la variedad Traful, seguido por las variedades
Nahuel y Mapuche. Como es conocido, la respuesta al cultivo in vitro es genotipo dependiente, y ello
podria explicar las diferencias observadas entre las variedades de lGpulo aqui estudiadas (Gurriaran et
al., 1999; Wirowski y Socha, 1991). Asimismo, Roca y Mroginski (1991), mencionaron que tanto la
carga hormonal intrinseca como el ciclo reproductivo pueden también generar diferentes respuestas
morfogénicas en el cultivo in vitro entre variedades. De manera similar a nuestro estudio, Grudzinska y
Solarska (2005) y Orfiate Marqués (2017), informaron que la capacidad de regeneracion in vitro del
lipulo depende del cultivar utilizado y del periodo de muestreo. En este sentido, Melnychuk et al.
(2013), sugirieron que la época méas conveniente para el muestreo en cultivares de ciclo largo es el
periodo primaveral, como en parte, fue realizado en nuestro trabajo (periodo de octubre a febrero).
Durante la primavera, probablemente las auxinas sean las hormonas que predominen en el cultivo,
debido a la previa ruptura de la dormancia de las yemas, pero hacia diciembre, época donde se comienza
a inducir la floracion del lapulo, prevalecen las giberelinas (Ofiate Marqués, 2017).
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Tabla 8. Respuestas al CTV observadas durante la induccion de brotes

Variedad | Explantes diferenciados en brotes (n) Explantes con formacidn de callo (n)
Traful 4,89 +0,33" 1,78+1,48 2
Nahuel 433+1,66% 311+1,36°"
Mapuche 378+1,202 2,11+0,78°
p-valor 0,0368 0,0464
Los datos se expresan como la media + desviacion estandar (DE). Los valores con la misma letra dentro de la misma
columna no son significativamente diferentes (p > 0,05) al realizar Kruskal Wallis.
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Figura 7. Respuestas al CTV observadas durante la induccion de brotes maltiples en cada variedad

Por otra parte, a pesar de que MIB es un medio para promover la induccion de brotes y que no contiene
auxinas, se observaron eventos de enraizamiento y de elongacion de entrenudos (Figura 7). Estas
respuestas han sido informadas en literatura por Skoog y Miller (1957), y por Resmi y Nair (2011). Al
respecto, explantes de las variedades Nahuel y Mapuche tuvieron porcentajes similares de enraizamiento
(6,67%), mientras que Traful obtuvo un enraizamiento promedio menor (4,44%); sin embargo, no se
hallaron diferencias significativas entre estos valores (p-valor 0,8425). La rizogénesis observada en

medios desprovistos de auxinas, podria relacionarse con las altas concentraciones de esta hormona
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propia de los meristemas, y con el equilibrio citocinina/auxina alcanzado (Su et al., 2011; Echenique et
al., 2004). De manera similar, esta respuesta también fue observada por Adams (1975) en las variedades
Wye Challenger y Bramling. Por otro lado, respecto a la elongacion de entrenudos, en las variedades
Nahuel y Mapuche se observo un 4,44% de explantes elongados mientras que Traful present6 2,22%;

sin haberse determinado diferencias significativas entre estos porcentajes (p-valor 0,7970).

Por otra parte, el cultivo de meristemas en el medio de induccién de brotes (MIB) también produjo la
formacion de callos (Figura 8), que fue significativamente mayor en la variedad Nahuel (62,22%),
mientras que Mapuche y Traful presentaron 42,22% y 35,56%, respectivamente (p-valor 0,0464) (ver
Tabla 8 y Figura 7). Estos resultados podrian deberse a la presencia de PGR en el medio de cultivo, en
este caso BAP, dado que Fortes y Pais (2000), indicaron que, en ausencia de éstos, los explantes de

lipulo no produjeron callogénesis.

Figura 8. Callos observados en las distintas variedades de lGpulo al mes de cultivo en MIB (A: Traful;
B: Nahuel; C: Mapuche)

5.2.1.2.  Elongacion de entrenudos

Las giberelinas, y en especial el acido giberélico (AGs), son utilizadas en el cultivo in vitro de tejidos
con el fin promover la elongacién de los entrenudos e inducir el crecimiento meristematico, funciones
que cumplen naturalmente en las plantas. Asi, los brotes obtenidos a partir de la diferenciacion de los
meristemas en MIB, fueron transferidos a ME para inducir la elongacién de entrenudos. Sin embargo,
los porcentajes de explantes que elongaron en este medio fue bajo en las tres variedades evaluadas. La
variedad Nahuel presentd el mayor porcentaje de explantes elongados (24,44%), respecto de Traful
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(17,68%) y Mapuche (6,67%) (Figura 9); no obstante, esta diferencia en los porcentajes no resulto
significativa en términos estadisticos (p-valor de 0,0520). Por otra parte, la media de la altura de los
brotes tampoco presentd diferencias significativas entre las variedades estudiadas (p-valor 0,2666), y
s6lo un nimero limitado de brotes (4,28%) alcanzaron una altura de 3-5 cm.

Respuesta a la elongacion de entrenudos
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Figura 9. Respuestas al CTV observadas en la instancia de elongacion de entrenudos

Al igual que en MIB, en ME se observaron algunos eventos de enraizamiento y formacion de callo en
las tres variedades (Figuras 9 y 11). Al respecto, los porcentajes alcanzados de enraizamiento fueron de
17,78%, 11,11% y 8,89% para las variedades Traful, Nahuel y Mapuche, respectivamente. En cuanto a
la formacion de callos en la base de los brotes, los valores obtenidos fueron de 37,78%, para la variedad
Nahuel y Traful, y 35,56% para y Mapuche; no obstante, no se encontraron diferencias significativas
tanto para el enraizamiento (p-valor 0,2558), como para la formacion de callos entre variedades (p-valor
0,4421). Estos resultados difieren de los informados por Vine y Jones (1969), quienes observaron que
los &pices de los brotes de lapulo desarrollaron callos y raices en ausencia de AGs. En contraste,
Guriaran et al., (1999) y Batista et al., (1996) observaron eventos de callogénesis en presencia de este
regulador de crecimiento y vincularon esta respuesta con la concentracion utilizada del mismo, tal como

sucedid en nuestro estudio.

Por otra parte, respecto a la elongacion de los brotes regenerados, se observaron diferencias en los
resultados obtenidos entre los medios de cultivo utilizados (ME, MIB y ¥2 MS). En este sentido, como se

observa en la Figura 10, las tres variedades evaluadas presentaron mayor porcentaje de elongacion de los
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entrenudos, en presencia de AGs (ME), respecto al cultivo en ausencia de este regulador (MIB y ¥2 MS).
De manera similar, Hirakawa y Tanno (2022) observaron que las yemas axilares provenientes de
secciones nodales de lpulo se desarrollaron en medios provistos de este regulador de crecimiento, pero
no lo hicieron con BAP, e indicaron que la sensibilidad del desarrollo de brotes al AG3 difiere segun el
cultivar de lupulo utilizado. Asimismo, es preciso indicar que en %2 MS no se logro la elongacion de
entrenudos en ninguna de las variedades estudiadas, al igual que en la etapa de induccion de brotes
multiples (seccion 5.2.1.1.). Por otra parte, en la variedad Mapuche, se registré un 6,67% y un 4,44% de
brotes que elongaron en los cultivos en ME y MIB, respectivamente, no habiéndose encontrado
diferencias significativas entre éstos (p-valor 0,1667). En contraste, en la variedad Traful se logré un
17,78% y un 2,22% de brotes elongados en los medios ME y MIB, respectivamente, valores que fueron
significativamente diferentes (p-valor 0,0006). A su vez, en Nahuel los porcentajes alcanzados fueron de
24,44% y 4,44% en ME y MIB, respectivamente, y también se encontraron diferencias estadisticas (p-
valor 0,0014). Como menciond Adams (1975), estos resultados demuestran que el AGs es generalmente
requerido para el cultivo de meristemas y que su necesidad depende del periodo de muestreo. Este autor
determind que los meristemas de lUpulo extraidos de material vegetal recolectado a principios del otofio
requirieron AGz (2,89 a 72,17 uM) para completar su elongacién, mientras que aquellos obtenidos en
primavera lo hicieron en ausencia del mismo. Ello podria explicar la elongacion de los brotes obtenidos
en ausencia de AGs (MIB), dado que el material vegetal se recolectd durante la primavera, periodo en el
que las plantas se encuentran en un estado reproductivo precoz, y las concentraciones enddgenas de esta

hormona se incrementan en la zona meristematica.
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Figura 10. Porcentaje de brotes con elongacién de entrenudos en los diferentes medios de cultivo
(MIB, ME, ¥2 MS)
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Figura 11. Elongacion de entrenudos, enraizamiento y formacion de callo observados durante el
cultivo de brotes en presencia de AG3. (A) Nahuel, (B) Traful y (C) Mapuche

5.2.1.3. Enraizamiento de brotes

Por lo general, los PGR del tipo auxinico, son utilizados en la etapa del enraizamiento in vitro dado que
estimulan la divisién celular de los tejidos y la diferenciacion de raices. Las auxinas sintéticas como IBA
y 2,4-D resultan necesarias para el cultivo de meristemas y el crecimiento de apices caulinares, no

obstante, tienden a inducir la formacion de callo en muchas especies.

Durante el cultivo de tejidos in vitro, puede ocurrir que el proceso de multiplicacion y de enraizamiento
transcurran en forma simultanea. En estos casos, los brotes producen raices sin haber sido cultivados en
medios adecuados para inducir esta respuesta. Por ello, inicamente aquellos brotes que contaban sélo
con una raiz o carecian de las mismas, fueron transferidos a medios de enraizamiento, en dos etapas, tal
como se indico en la seccion 4.4.1.3. Asi, en este estudio se observé que los brotes que fueron cultivados
en presencia de auxinas (IBA y 2,4-D), generaron un mayor porcentaje de enraizamiento respecto a
aquellos que contaron con la combinacién de auxinas y citocininas (IBA y BAP) en todas las variedades
evaluadas (Figura 12). De manera similar, Adams (1975) informé el enraizamiento exitoso de los
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meristemas de lupulo en dos etapas. Sin embargo, este autor mencioné que aproximadamente un 57,14%
de los brotes elongaron sus entrenudos y desarrollaron plantas completas en la segunda etapa de

enraizamiento, eventos que no fueron observados en este estudio.

Enraizamiento de brotes
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Figura 12. Enraizamiento logrado en brotes diferenciados de meristemas

Por otra parte, en la Tabla 9 se presentan los resultados de rizogénesis obtenidos ante el cambio de la
intensidad de luz. Asi, con la disminucién de la intensidad luminica producida en la segunda etapa, se
observo un aumento en el enraizamiento de los brotes de las tres variedades (Figura 13). Al respecto,
Monteuuis y Bon (2000) sefialaron que la baja intensidad luminica, o incluso la oscuridad completa,
puede ser utilizada como una estrategia para estimular el enraizamiento s6lo en los cultivos in vitro, y
que el tiempo de exposicidn a estas condiciones debe ser breve, tal como se realizé en este estudio, dado
que luego de dos a tres semanas de oscuridad, lo brotes pueden comenzar a degradarse, especialmente en
medios de cultivo auxinicos. Asimismo, cabe destacar que el procedimiento realizado en dos etapas
permitio alcanzar altos porcentajes de enraizamiento de los brotes en todas las variedades evaluadas,
83,34%, 69,25%, y 58,81% para Traful, Nahuel y Mapuche, respectivamente, en un lapso de 60 dias. En
este sentido, Adams (1975), logré un 93,75% de meristemas enraizados a los 31 dias de cultivo, con

metodologias similares, en otras variedades de lupulo.
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Tabla 9. Porcentajes de enraizamiento alcanzados en cada etapa

Enraizamiento: Enraizamiento: segunda etapa (%0)
primera etapa (%)
Fotoperiodo 16/8 hs - Fotoperiodo 16/8 hs - | Disminucién intensidad
21 + 2°C 21 + 2°C luminica
Traful 20 26,67 36,67
Nahuel 17,64 19,35 32,26
Mapuche 17,64 11,76 29,41
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Figura 13. Dinamica del enraizamiento de brotes en dos etapas. (1) Incubacién con fotoperiodo de
16hs luz/8hs oscuridad (2) Incubacion con baja intensidad luminica (semioscuridad)

Dado que también se observaron eventos de rizogénesis en las etapas de cultivo previas (seccion 5.2.1.1
y 5.2.1.2.), se comparo el porcentaje de enraizamiento obtenido en los medios de induccion de brotes y
de elongacion de entrenudos (MIB y ME), con el alcanzado en medios auxinicos (2 MS BAP:IBA y %
MS IBA:2,4-D). De la Tabla 10, se desprende que el enraizamiento fue mayor en presencia de auxinas.
Como se ha mencionado con anterioridad, el enraizamiento en MIB y ME estaria relacionado con la

carga hormonal intrinseca de los explantes, especialmente a la alta concentracion de auxinas que
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presentan tipicamente los meristemas (Echenique et al., 2004). Por otra parte, Adams (1975) sefialé que
los meristemas de lGapulo crecieron igual o aun mejor, en medios sin auxinas que en aquellos
adicionados con éstas. Asimismo, Machado et al. (2018) observaron que las secciones nodales de la
variedad Columbus enraizaron cuando se cultivaron en presencia de BAP, lo cual es congruente con los

resultados aqui obtenidos de enraizamientos en medios libres de auxinas.

Tabla 10. Enraizamiento en diferentes medios de cultivo

Enraizamiento (%)
MIB ME % MS BAP:IBA Y% MS IBA:2,4-D
Traful 4,44 17,78 20 63,34
Nahuel 6,67 11,11 17,64 51,61
Mapuche 6,67 8,89 17,64 41,17

En los eventos de enraizamiento analizados con anterioridad, se observé la formacion de raices tanto de
manera directa como indirecta (seccion 1.3.2.). Asi, cuando los explantes fueron cultivados en MIB, el
100% de los eventos de rizogénesis obtenidos fueron a través de la via directa, mientras que cuando se
tratd de ME y de los medios auxinicos (*2 MS BAP:IBA y % MS IBA:2,4-D), estos porcentajes
disminuyeron para todas las variedades, de forma tal que predoming la via indirecta (Tabla 11). Estos
resultados indican que, conforme aumentd el tiempo de cultivo, y con ello la exposicién de los tejidos a
distintos reguladores de crecimiento, la formacion de callo se incrementd y en consecuencia, la
organogenesis indirecta. De forma similar a lo observado en este estudio, Adams (1975) sefial6 que en el
cultivo de meristemas de lUpulo, las raices emergieron de grandes masas de callo, cuando se usaron

concentraciones relativamente altas de 2,4-D y AlA.

Por otra parte, pese a que la etapa de enraizamiento de brotes, en algunos casos, estuvo asociada a la
callogénesis, también se obtuvieron callos que se mantuvieron indiferenciados y no produjeron raices,
del mismo modo que fue observado en las instancias previas del cultivo (induccién de brotes multiples y
elongacion de entrenudos). En este sentido, de la evaluacion de explantes que desarrollaron callo basal,
se observo que esta respuesta morfogénica fue elevada en todas las variedades evaluadas (Figura 14). En

la primera etapa de enraizamiento, es decir, en el cultivo en %2 MS BAP:IBA, se observo un 100%,
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96,67%, y 91,18% de brotes con callo basal en las variedades Mapuche, Traful, y Nahuel,
respectivamente. En la segunda etapa (%2 MS IBA:2,4-D), la incorporacion de las dos auxinas al medio
de cultivo elevo la formacion de callo a un 100%, en todos los casos. Por otra parte, se observo que,
conforme pasaron los dias de cultivo en el medio auxinico, la callogénesis aumentd considerablemente,
como se menciond con anterioridad. Este resultado es congruente con lo observado por Adams (1975),
quien indico que los callos obtenidos en la base del explante aumentd rapidamente en condiciones

semejantes.

Finalmente, es preciso sefialar que, a pesar de haber logrado la formacion de raices, y con ello, la
obtencion de plantas completas, estos resultados no pudieron ser analizados estadisticamente debido a
que, como se indico en un principio, el nimero de brotes que llegaron a esta etapa de cultivo in vitro fue

diferente entre las variedades estudiadas.

Tabla 11. Eventos de rizogénesis directa en los diferentes medios de cultivo (%)

MIB ME ¥> MS BAP:IBA | Y2 MS IBA:2,4-D
Traful 100 87,5 0 0
Nahuel 100 20 25 0
Mapuche 100 25 50 0

Figura 14. Brotes en instancia de enraizamiento con callo. A, B y C: primera etapa de enraizamiento
(15 dias); D,E y F: segunda etapa de enraizamiento (15 dias). La variedad Traful se observa en las

figuras Ay D; Nahuelen By E, y MapucheenCy F.
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5.2.2. Microestacas procedentes del cultivo in vitro

5.2.2.1. Enraizamiento de microestacas

Si bien las auxinas son los reguladores de crecimiento utilizados para inducir el enraizamiento de los
explantes, el porcentaje de microestacas enraizadas en nuestro trabajo, fue mayor en el medio
desprovisto de reguladores de crecimiento (%2 MS), respecto al medio auxinico ( ¥2 MS IBA:AIA). En
este sentido, los porcentajes de explantes con raices obtenidos en %2 MS fueron del 100%, 80% y 40% en
las variedades Mapuche, Nahuel y Traful, respectivamente (Tabla 12). En contraste, en presencia de
auxinas, sélo se observo rizogénesis en Nahuel (50%) y Mapuche (30%). Estos resultados sugieren que
la adicion de este tipo de regulador de crecimiento no resulta imprescindible para inducir el

enraizamiento de los explantes de estas variedades de lupulo.

La formacion de raices durante esta etapa fue predominantemente a través de la organogénesis directa,
situacion opuesta a la observada en la etapa de enraizamiento de los brotes obtenidos a partir de
meristemas (Tabla 12). De esta forma, en el ensayo control (Y2 MS), todos los explantes de las
variedades evaluadas presentaron organogénesis directa (100%), mientras que en el medio auxinico (Y2
MS IBA:AIA), esta via de regeneracion se observo en la variedad Mapuche en un 100% de los
explantes, y en Nahuel en un 40% (Figuras 15 y 16). Asimismo, de la Tabla 12 se desprende que la
formacion de callo fue la respuesta predominante en medios de tipo auxinicos, respuesta similar a la
observada en el cultivo de los explantes meristematicos. En Y2 MS IBA:AIA un total de 100%, 90% y
70% de explantes presentaron callos en las variedades Mapuche, Traful y Nahuel, respectivamente. Por

el contrario, en el ensayo control solo se observo la formacion de callos en la variedad Mapuche.

Los resultados obtenidos en este trabajo, al utilizar AIA (4,9 uM) e IBA (5,7 uM) para el enraizamiento
de las secciones nodales de lupulo, difieren de los descritos por Roy et al. (2011), quienes con esta
misma combinacién y concentracién de auxinas obtuvieron un 100% de enraizamiento en explantes
nodales de la variedad H138. Asimismo, estos autores indicaron que ambos reguladores de crecimiento
resultan necesarios para inducir la rizogenesis, dado que cuando solo se incorporé una de ellas, los
porcentajes de enraizamiento disminuyeron notablemente. De manera similar, Gurriaran et al. (1999)
informaron que los mayores porcentajes de enraizamiento de secciones internodales los obtuvieron en
presencia de auxinas y citoquininas. Por otra parte, Horlemann et al. (2003) obtuvieron un porcentaje de

enraizamiento semejante al observado en este trabajo en el tratamiento control (85-90%), cuando se
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cultivaron brotes del genotipo “Tettnanger”, pero con la diferencia que estos autores utilizaron IBA. No
obstante, otros trabajos informan un enraizamiento exitoso sin la adicién de PGR al medio de cultivo, tal
como ha sido observado en nuestro estudio. Al respecto, Paredo et al. (2008) sefialaron que en las
variedades Nugget y Colombus, se logré la regeneracion directa de raices sin la formaciéon de callo, a los
10 dias de cultivo y en ausencia de reguladores de crecimiento. Cabe destacar que la obtencion de raices
a partir de una via de organogénesis directa resulta de importancia debido a que estos eventos limitan la

variacion somaclonal (Brar y Jain, 1998).

En sintesis, el enraizamiento de microestacas procedentes de material in vitro, es decir, a partir de las
vitroplantas obtenidas en las etapas previas del presente estudio, fue exitoso en el medio control (*2 MS)
en las tres variedades evaluadas, en relacion con los resultados obtenidos en 2 MS IBA:AIA. Al
respecto, esta posibilidad de multiplicar material ya introducido al cultivo in vitro permite revertir la
limitacion impuesta por la desinfeccion de microestacas provenientes de campo (seccion 5.1.2).
Mapuche fue la variedad que presentdé mayor porcentaje de explantes enraizados y en la que se observo
callogénesis en ambos ensayos, respecto a las otras variedades evaluadas. No obstante, debido al namero
reducido de microestacas utilizadas en este ensayo, los resultados no pudieron ser analizados
estadisticamente.

Tabla 12. Respuestas observadas en el cultivo in vitro de microestacas

Traful Nahuel Mapuche
% MS . Y MS . Y% MS .
IBA:AIA LS IBA:AIA LS IBA:AIA LS
(control) (control) (control)
(ensayo) (ensayo) (ensayo)
Enraizamiento
(%) 0 40 50 80 30 100
Organogénesis
directa (%) - 100 60 100 100 100
Formacion de
callo (%) 90 0 70 0 100 40
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Figura 15. Enraizamiento de microestacas en %2 MS IBA:AIA (15 dias) A: Nahuel; B: Mapuche

Figura 16. Enraizamiento de microestacas en %2 MS (30 dias). A: Raiz directa Nahuel; B: raiz directa
Mapuche; C: raiz indirecta Mapuche; D: raiz directa Traful
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5.3. Aclimatacion y rusticacion de vitroplantas

La aclimatacion y rusticacion de plantas completas obtenidas del cultivo in vitro es un paso obligado
para la adaptacion de las mismas, previo a su exposicion al ambiente ex vitro, debido a que bajo las
condiciones del cultivo de tejidos, las plantas presentan algunas limitaciones anatémicas y fisiologicas.
Durante el proceso de aclimatacion, en medios con menor concentracion de sacarosa y nutrientes, se
observo que las plantas desarrollaron nuevas raices, elongaron sus entrenudos y generaron hojas nuevas.
No obstante, cuando éstas fueron transferidas a sustrato para su rusticacion, se observaron algunos
eventos de clorosis en las hojas (Figura 17 D). Estos resultados han sido vinculados con la falta de
cuticula y ceras de las vitroplantas, y con la deficiencia en el control de la transpiracién por las estomas

(Castillo, 2004). Pese a ello, en esta instancia se obtuvo un 100% de supervivencia de las vitroplantas.

D

Figura 17. Vitroplantas. A. Aclimatacion en %2 MS Sac.20; B. Aclimatacion en ¥ MS Sac.20; C:
Rusticacion en sustrato; D. Clorosis en vitroplantas durante la instancia de rusticacion.
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5.4. Obtencién de semillas sintéticas

Las semillas sintéticas (SS), son capaces de germinar y convertirse en una planta completa cuando se les
otorga las condiciones adecuadas, incluso luego de un periodo de almacenamiento de las mismas a bajas
temperaturas (Figura 21). La viabilidad y la conversion de los tejidos meristematicos encapsulados son
unos de los aspectos méas importantes de la tecnologia de las semillas sintéticas, y depende, en gran
medida, de factores como la luz, la temperatura y el periodo de almacenamiento. No obstante, éstos no
influyen de igual manera en las distintas especies, variedades y tejidos vegetales utilizados, por lo que es
de esperar diversas respuestas al llevar a cabo esta técnica. Por ello, en el presente trabajo se evaluo la
respuesta de las SS al almacenamiento a 4°C durante una, dos y tres semanas (TA, TB y TC,
respectivamente), realizando un control sin tratamiento de frio (TO osc) (seccion 4.6). Asi, en la variedad
Mapuche, los tratamientos TA y TB, produjeron un 90% de conversion, mientras que en TC y en el
control en oscuridad (TO osc), fue de 20% y 63%, respectivamente (Figura 18), siendo estos valores
significativamente diferentes (p-valor 0,0299). Por otra parte, en la variedad Traful, el mayor porcentaje
de conversion se obtuvo en TB (50%), y el menor en TC (3,33%), situacion similar a la observada en la
variedad Mapuche (Figura 19); sin embargo, estos porcentajes no presentaron diferencias significativas
(p-valor 0,0509). De la misma manera que se observo en las otras variedades, Nahuel logré el mayor
porcentaje de conversion en TB (43,33%), y el menor en el TC (20%) (Figura 20). No obstante, no se
hallaron diferencias significativas entre los valores de conversion alcanzados en los distintos

tratamientos, con esta variedad (p-valor 0,1287).

La diferencia entre los porcentajes de conversion obtenidos en las distintas variedades de lGpulo, podrian
deberse a que la respuesta de los explantes al cultivo in vitro es genotipo dependiente, como se ha
mencionado con anterioridad (Gurriaran et al., 1999; Wirowski y Socha, 1991). Asimismo, el bajo
porcentaje de conversion alcanzado en las semillas de las variedades evaluadas, cuando fueron
almacenadas durante 3 semanas a 4°C (TC), indica que los tratamientos con frio prolongados pueden
afectar la viabilidad de los explantes, de acuerdo a lo sefialado por Engelmann (1991). Por otra parte, el
alto porcentaje de conversion de las semillas alcanzado, junto al éxito en la diferenciacion y elongacion
de brotes, especialmente en los tratamientos TA 'y TB de la variedad Mapuche, podrian estar asociados a
la combinacién de giberelinas:citocininas (AGs:BAP) utilizada y a la respuesta genotipo dependiente.
En este sentido, Hirakawa y Tanno (2022) sefialaron que la incorporacion de AGs y citoquinina en el

medio de cultivo es Gtil para la proliferacion de brotes de lUpulo. Por otra parte, Martinez et al. (1999)
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establecieron un procedimiento para la crioconservacion de esta especie, mediante la técnica de
encapsulacién/deshidratacion de apices obtenidos del cultivo in vitro. De acuerdo a estos autores, la tasa
de supervivencia de la variedad Nugget fue del 95-100%, valores similares a los obtenidos en este
estudio para la variedad Mapuche en TA 'y TB, a pesar de las diferencias en el método de conservacion y
tipo de cépsula realizada. Por otra parte, Martinez et al. (1999) informaron que el crecimiento de los
apices encapsulados fue similar entre los tratamientos realizados y los controles, tal como se observé
aqui para las variedades Nahuel y Traful. Asimismo, Liberatore et al. (2020), encapsularon microestacas
de lapulo del genotipo “Gianni” derivadas del cultivo in vitro, en una matriz suplementada con sacarosa
y reguladores de crecimiento e informaron una alta viabilidad de todos los explantes encapsulados
(100%). En este sentido, Lata et al. (2009) llevaron a cabo la encapsulacion de secciones nodales de
Cannabis sativa, una especie de la misma familia del lGpulo (Cannabaceae), en una matriz con TDZ y
registrd una conversion del 77%. Cabe destacar que en la variedad Mapuche (TA y TB) se obtuvieron
valores de conversion similares a los reportados por estos autores, y ello se logré con metodologias méas
simples y econémicas, como el encapsulamiento en alginato de sodio al 2%, sin el agregado de otros

compuestos en la matriz.

Respecto al porcentaje de conversion diario obtenido en las tres variedades, en los diferentes
tratamientos, se observd que Nahuel y Mapuche presentaron un mayor porcentaje de conversion a los 14
dias de incubacion en condiciones controladas de luz y temperatura en TA, TB y TC (Anexo 3, Graficos
Ay B). No obstante, en TO osc, Nahuel alcanzé el mayor porcentaje de conversiéon a los 21 dias,
mientras que la variedad Mapuche lo hizo luego de 7 dias de iniciado el ensayo. Por otra parte, la
variedad Traful obtuvo su mayor conversion a los 7 dias de incubacion, en los tratamientos en TAy TB,
mientras que en TC y TO osc éste se alcanzo a los 21 dias (Anexo 3, Gréafico C). Al respecto, Martinez et
al. (1999) senalaron que las primeras hojas comenzaron a emerger de las cdpsulas a los 7 dias, de
manera similar a lo observado en este estudio, en los tratamientos TA y TB para la variedad Traful, y en
TO osc., en la variedad Mapuche. Por otra parte, Lata et al. (2009) informaron que la conversion ocurrié
a los 21 dias del cultivo, de forma similar a los resultados obtenidos en este trabajo para las variedades

Nahuel y Traful en TO osc, y en TC, para el caso de Traful.
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Conversion var. Mapuche
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Figura 18. Conversién de semillas sintéticas var. mapuche
Conversién var. Traful
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Figura 19. Conversion de semillas sintéticas var. traful
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Conversion var. Nahuel
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Conversion (%)
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Tiempo (dias)

——TA —@—TB —@—TC TO osc

Figura 20. Conversion de semillas sintéticas var. nahuel

Por otra parte, la oxidacién de los tejidos compromete la viabilidad de los explantes, y ella depende de
varios factores como la luz y la temperatura (Tabla 13). Entonces, dado que para el establecimiento de
estrategias de conservacion se requiere someter las semillas sintéticas a bajas temperaturas, resulta
necesario conocer la incidencia de este factor sobre los explantes de lGpulo. Al respecto, en la variedad
Nahuel, se observé que la oxidacion fue del 3,33 % en TA y nula en los demés tratamientos a 4°C (TB y
TC). No obstante, cuando las semillas no fueron almacenadas en frio (TO osc.), la oxidacion de los
tejidos fue mayor (36,67%). Esto mismo ocurrié en la variedad Mapuche, en la cual se observo el mayor
porcentaje de oxidacion (10%) en este tratamiento. Sin embargo, el almacenamiento de las semillas
sintéticas de esta variedad a 4°C, s6lo produjo oxidacion de los tejidos en TB, y en un bajo porcentaje
(3,33%). Estos resultados podrian estar influenciados por el tamafio final de los explantes encapsulados,
dado que éste varia en funcién de la manipulacion necesaria para el aislamiento de los mismos. Por otra
parte, en la variedad Traful, la mayor oxidacion (36.67%) se evidencidé en TC, es decir, cuando las
semillas sintéticas fueron almacenadas en frio durante tres semanas, mientras que en los tratamientos
con un menor tiempo a 4°C (1 y 2 semanas; TA y TB respectivamente), no se registraron eventos de
oxidacion, como asi tampoco en TO osc. Estas respuestas podrian estar relacionadas con la exposicion de
los explantes a bajas temperaturas por periodos prolongados, la cual puede generar dafios fisioldgicos y

cambios en el metabolismo (Engelmann 1991).
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Otros de los aspectos evaluados en las semillas sintéticas fue el porcentaje de enraizamiento de los
brotes que emergieron de la capsula, sin la incorporacion de auxinas en el medio de cultivo (Figura 21
E). En este sentido, las variedades Traful y Nahuel no registraron eventos de enraizamiento, mientras
que Mapuche lo hizo en un 10%, cuando las semillas fueron almacenadas durante dos semanas a 4°C
(TB). Cabe destacar que, en estos casos, la formacidn de raices se produjo via organogénesis directa, es

decir, sin la presencia de callo, resultado similar al observado por Martinez et al. (1999) en la variedad

Nugget.
Tabla 13. Oxidacion de explantes
Oxidacion (%)
Tratamiento Traful Nahuel Mapuche
TA 02 3,33 P 0,00
B 0@ 0@ 3,33
TC 36,67 ° 02 0
TO osc 0@ 36,67 b 10,00
p-valor 0,0132 0,0254 0,5296
Los valores con la misma letra dentro de la misma columna no son significativamente diferentes (p > 0,05) al
realizar Kruskal Wallis.

Respecto a la influencia de la luz sobre la calidad de las semillas sintéticas, evaluada en los tratamientos
control (TO luz y TO osc), no se encontraron diferencias estadisticas significativas para las variables
analizadas (conversion, oxidacion y enraizamiento) (Tabla 14). Estos resultados sugieren que, entre los
aspectos que inciden sobre la oxidacion de los explantes encapsulados, las condiciones de luz no

constituyeron un factor critico que afecte la viabilidad de los tejidos.

En sintesis, se observd que Mapuche fue la variedad en la que se obtuvo mayor conversion y menor
oxidacion de los tejidos, cuando las semillas sintéticas fueron almacenadas a bajas temperaturas.

Asimismo, en este ensayo se evidenciaron algunos eventos de enraizamiento en esta misma variedad.
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Tabla 14. Comparacién de controles

Traful Nahuel Mapuche

TOluz | TOosc | p-valor | TOluz | TOosc | p-valor | TOluz | TO osc | p-valor

Conversion (%) | 13,33 | 6,67 0,6 13,33 | 23,33 0,15 53,33 | 63,33 | >0,999

Oxidacién (%) | 16,67 0 0,4 3,33 36,67 0,1 10 10 >0,999
Enraizamiento 0 0 sd 0 0 sd 0 0 sd
(%)

Los valores dentro de la misma fila no son significativamente diferentes (con p < 0,05) al realizar Kruskal Wallis.

Figura 21. Semillas sintéticas de lapulo. A: dimensiones de una semilla sintética; B: rotura de la

matriz de alginato de sodio por el explante; C y D: crecimiento y elongacion del explante;
enraizamiento de brotes derivados de semilla sintética

E:
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CONCLUSIONES

En base en los resultados obtenidos en este estudio, se logro determinar que:

Es posible aplicar protocolos de propagacion y conservacion para las variedades nacionales de
lUpulo (Humulus lupulus) Mapuche, Nahuel y Traful.

La via de regeneracion mas rapida y economica para el cultivo in vitro de IGpulo es aquella que
se inicia a partir de secciones nodales 0 microestacas, dado que no es necesario la adicion de
reguladores de crecimiento para la obtencion de plantas completas.

Dado que la respuesta al CTV es genotipo dependiente, dentro de las variedades nacionales aqui
estudiadas, Mapuche respondié méas favorablemente tanto para la produccion y almacenamiento
de semillas sintéticas, como para la propagacion agamica via secciones nodales, mientras que
Traful y Nahuel lo hicieron en el cultivo de meristemas.

Si bien la introducciéon de los meristemas al cultivo in vitro fue posible, y ello permite la
produccidn de plantas libres de virus, esta metodologia presentd ciertas limitaciones respecto a la
viabilidad y respuesta de los explantes.

En las condiciones estudiadas en el presente trabajo, la adicion de PGR como BAP, resultd
necesaria para el inicio del cultivo de meristemas debido a que, sin ellos, no se produjo la
diferenciacion celular, y posterior desarrollo y elongacién de brotes. No obstante, la adicion de
BAP no gener6 brotes adventicios maltiples y, en cambio, indujo la formacion de callos.

Los bajos porcentajes de brotes elongados en las tres variedades indicarian que el AGs podria no
ser el regulador adecuado para promover esta respuesta.

La disminucion de la intensidad luminica durante la fase de enraizamiento de los brotes
derivados del cultivo de meristemas influyé satisfactoriamente sobre la rizogénesis.

Las semillas sintéticas obtenidas a partir de meristemas podrian sustituir satisfactoriamente la
propagacién asexual por rizomas, garantizando, de esta manera, la sanidad del material vegetal,
especialmente en la variedad Mapuche, aspecto de importancia dado que ésta es una de las mas
utilizadas en el sector cervecero artesanal.

La posibilidad de multiplicar secciones nodales de plantas previamente establecidas en
condiciones in vitro, permite contar con una alternativa de multiplicacion masiva y eficiente para
las variedades nacionales aqui estudiadas, a pesar del bajo éxito en la desinfeccion obtenido en

los explantes procedentes de campo.
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e Este trabajo constituye el primer reporte sobre el cultivo in vitro de las variedades de lGpulo
(Humulus lupulus) de origen argentino: Traful, Nahuel y Mapuche, y los primeros avances en el
conocimiento de la propagacion asexual como una alternativa a la propagacion agémica

tradicional por rizomas de estas variedades.

7. RECOMENDACIONES

Los resultados obtenidos nos permiten establecer algunas recomendaciones a tener en cuenta para el

establecimiento de futuros ensayos de propagacion de IUpulo:

e Las dificultades de contaminacidn inherentes a la utilizacion de secciones nodales 0 microestacas
podrian resolverse si se utiliza material vegetal en 6ptimo estado fitosanitario, como rizomas y
plantas madres previamente saneadas y mantenidas en condiciones de invernaculo. Asimismo, se
podrian incorporar otros agentes desinfectantes tendientes a optimizar el protocolo de
desinfeccion, como por ejemplo un antibidtico, como puede ser sulfato de gentamicina.

e Cuando el objetivo del estudio sea la multiplicacion clonal, deberan ajustarse el tipo y las
concentraciones de los reguladores de crecimiento utilizados para el cultivo de meristemas, a fin

de reducir la callogénesis, y con ello, las posibilidades de variacion somaclonal.

e Los resultados obtenidos en el ensayo de las semillas sintéticas, abren la posibilidad de explorar

el efecto de la incorporacion de BAP y AGs en forma conjunta en la matriz de encapsulacion.

e Dado que las secciones nodales respondieron exitosamente al cultivo de tejidos, la posibilidad de
introducir material vegetal procedente de invernaculo, permitiria la multiplicacion clonal

econdmica de lapulo, mediante la técnica de semillas sintéticas.
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ANEXOS
Anexo 1
Investigaciones realizadas de lupulo (Humulus lupulus)
AUtONr 5y Titulo Objetivo Ex_p_lante/ > Resultados
ano utilizado/s
- BAP 0,2 ppm y cultivo a
Encontrar una 25°C mayor longitud de
técnica brotes.
Lo confiable para - AGs no es invariablemente
Elimination of . )
- cultivar plantas requerido.
viruses from the . . .
hop (Humulus de Iupulo a - El mejor enraizamiento fue
A. N. Adams partir de . con 2 ppm de IBAy 0,1 ppm
lupulus) N Meristemas
(1975) pequefios de 2,4-D.
by heat therapy DT
. explantes para - Para la eliminacion del
and meristem L . X
la eliminacion virus NRSV es necesaria la
culture M VS .
rutinaria de los terapia térmica. Los virus
virus HLV, HLV y HMV se eliminan en
NRSV y HMV. gran proporcion con el
cultivo de meristemas.
-Todas las combinaciones
hormonales ensayadas
promovieron la formacion de
callos después de 30 dias en
los segmentos internodales
Establecer un
de Nugget y Brewers Gold.
protocolo i
E - Los mayores porcentajes de
. eficiente para la .
Adventitious . explantes enraizados se
g regeneracion de .
shoot regeneration . Secciones observaron cuando se
M.J. . plantas a partir S
o in cultures of nodales adicion0 IBA 4,99 uM al
Gurriaran; de callos. . . X >
.. | Humulus lupulus . Secciones medio con citoquinina,
M.A. Revilla; Estudiar . . .
. L. (hop) cvs. . internodales donde casi la mitad de los
R.S. Tamés regeneracion .
Brewers Gold and ; explantes presentaron raices.
(1999) directa e ; .
Nugget Las raices emergieron

indirecta de dos
variedades de
lUpulo: Nugget

y Brewers Gold

directamente de los explantes
o del callo formado.

- La regeneracion directa de
brotes s6lo se observé en
segmentos internodales
cultivados en medios con
BAP o zeatina sola, aunque a
tasas muy bajas.
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D. Martinez;

R.S. Tamés;

M.A. Revilla
(1999)

Cryopreservation
of in vitro-grown
shoot-tips
of hop (Humulus
lupulus L.) using
encapsulation/deh
ydration

Desarrollar un
método de
encapsulacion/
deshidratacion
para la crio
conservacion de
apices de lupulo
in vitro.

Segmentos
nodales

- Los apices encapsulados
mostraron una tasa de
supervivencia del 95-100 %
y la posterior regeneracion
de los brotes.

- Los nuevos brotes
emergieron directamente de
la ctpula apical en el medio
de multiplicacion (Adams,
1975), sin formacion de
callos; a veces se produjo
una pequefa proliferacion en
la base de la punta del brote.
- El enraizamiento se produjo
en el mismo medio de
multiplicacion despues de
otros 30 a 40 dias.

Roy, Ashis
Taru;
Leggett,
Grey,
Koutoulis,
Anthony
(2001)

Development of a
shoot
multiplication
system for hop
(Humulus
Lupulus L.)

Investigar la
respuesta in
vitro del lGpulo
aTDZy
describir un
protocolo para
la regeneracion
exitosa del
lupulo.

Segmentos
nodales

- Para micropropagar la
variedad de lupulo H138, los
cultivos: (i) se establecieron
en MS con 0,57 uM de 1IAA

y 2,22 UM de BA,; (ii)

multiplicado en MS con IAA
0,57 uM y TDZ 2,27 pM;
(iii) elongados en MS; y (iv)
enraizados en MS de
potencia media con IAA 5,71
MMy IBA 4,9 uM.

- Como TDZ induce la
multiplicacién de brotes de
alta frecuencia en el lupulo,

debe considerarse un
componente integral en la
produccién de una gran
cantidad de clones élite para
la comercializacion.

69



TFG: Evaluacion del cultivo in vitro de variedades nacionales de lupulo (Humulus lupulus) como
una alternativa a la propagacion agamica tradicional

C.
Horlemann;
A.
Schwekendie
k; M. Hhnle;
G. Weber
(2003)

Regeneration and
Agrobacterium-
mediated
transformation
of hop (Humulus
lupulus L.)

Establecer un
método
eficiente de
regeneracion y
transformacion
para la variedad
de lapulo
“Tettnanger”

Segmentos
nodales,
entrenudos de
brotes, peciolos
y secciones de
hojas

- Se observo organogénesis
espontanea a partir de tallos
con una frecuencia de
aproximadamente 0,05—
0,1%.

- Los entrenudos de brotes
resultaron los explantes mas
adecuados para el fin en
cuestion.

- Los explantes del
invernadero no se
desarrollaron més alla de los
callos. Por el contrario, los
explantes de plantas
propagadas in vitro se
regeneraron en todos los
medios investigados.

- La mayor tasa de
regeneracion directa se
obtuvo en el medio con IAA
1,43 uM y TDZ 9,08 uM.

- En la etapa de
transformacion, la
concentracion de kanamicina
seleccionada fue de 25 mg/I.
- EI 5,7% de los grupos
organogenicos crecieron bajo
seleccion con kanamicina. Se
identificaron 2,9% de plantas
positivas para GUS y 1,5%
se pudieron entrenar con
éxito en el invernadero.
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Claudia
Maria
Liberatore;
Margherita
Rodolfi;
Deborah
Beghea;
Andrea
Fabbri;
Tommaso
Ganino;
Benedetta
Chiancone
(2020)

Adventitious
shoot
organogenesis and
encapsulation
technology in hop
(Humulus lupulus
L.)

Mejorar la
propagacion in
vitro del lapulo,
recurriendo a la
regeneracion del
peciolo y del
entrenudo y
estudiar la
tecnologia de
encapsulacion
en esta especie.

Peciolo y
entrenudos
(para cultivo in
vitro)
Microestacas
(para
encapsulacion)

- La formacion de callos fue
la primera respuesta
observada en los explantes
cultivados.

- Se observo rizogeénesis,
luego de una semana de
cultivo, a partir de
entrenudos y, luego de dos
semanas de cultivo, a partir
de peciolos.

- En su mayoria, se observé
organogénesis indirecta.

- En general, en la
encapsulacion, la conversién
fue alta para todos los
explantes.

- El nimero de raices
producidas por cada explante
fue muy variable, tanto en el
cultivo in vitro inicial como
en la encapsulacion,
dependiendo, principalmente,
de la concentracion de BAP.

Anexo 2

Figura 1 - Anexo 2. Tipicos tricomas peltados presentes en el tallo de Itpulo (Humulus lupulus)
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Figura 2 - Anexo 2. Conteo de tricomas presentes en 1 cm. de tallo de las variedades evaluadas

Anexo 3
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Grafico A. Conversion por dia var. nahuel
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Conversion por dia var. Mapuche
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Grafico B. Conversion por dia var. mapuche
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Gréfico C. Conversion por dia var. traful
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