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RESUMEN

El proyecto de investigacion multidisciplinar “Caracterizacion, pro-
pagacion y viverizacion de especies vegetales (forestales, arbustivas
y herbdceas) priorizadas para procesos de restauraciéon ambiental”
propone generar nuevo conocimiento sobre esta tematica, como
acciones concretas enmarcadas en la restauracion ambiental de di-
ferentes paisajes. En Argentina existe un cuello de botella por causa
de la poca disponibilidad en cantidad y calidad de material vegetal
de propagacion de especies priorizadas para restauracion. Son nece-
sarios protocolos de propagacion que permitan obtener un nimero
de individuos en las cantidades que se requieren para procesos de
restauracion. La investigacion en el campo de la biotecnologia vegetal
ha permitido desarrollar herramientas apropiadas para la conservacion,
caracterizacion y propagacion de infinidad de especies vegetales. La
micropropagacion y el almacenamiento 7z vitro, son algunas de las
biotécnicas mas sencillas que pueden utilizarse para apoyar progra-
mas de propagacion de plantas, junto con la macropropogacion y
los ensayos de semillas. En este trabajo presentamos se presentan
algunos resultados del proyecto, especificamente la optimizacion de
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protocolos de germinacion de Polylepis tarapacana y 1a micropropa-
gacion de Neltuma caldenia y N. alpataco, Geoffroea decorticans, Erythrina
crista-galli, Parkinsonia aculeata y Vacchellia caven.

PALABRAS CLAVE
Neltuma, Polylepis tarapacana, Vachellia, Parkinsonia, Erythrina.

Introduccion

Los ecosistemas forestales de Argentina se han visto afectados por una
drastica disminucién de sus recursos por la sobreexplotacion, lo que
ha acentuado su progresiva degradacion y deterioro. El Plan nacional
de restauracion de bosques nativos de Argentina (Res 267/2019), en-
marcado en la década de la restauracion, requiere plantines forestales
nativos para ser establecidos a campo. Para poder cumplir con este
desafio en plazos relativamente cortos, es necesario incorporar solu-
ciones tecnologicas que permitan la produccion masiva de materiales
de propagacion de calidad y sanidad controlada. El proyecto de inves-
tigacion multidisciplinar denominado “Caracterizacion, propagacion y
viverizacion de especies vegetales (forestales, arbustivas y herbaceas)
priorizadas para procesos de restauraciéon ambiental” propone gene-
rar conocimientos sobre esta tematica, asi como acciones concretas
enmarcadas en la restauracion ambiental de diferentes paisajes. Son
pocas las experiencias exitosas y bien documentadas de propagacion
masiva de especies nativas que cuenten con la integralidad de criterios
ecologicos, genéticos, silviculturales y sociales para este objetivo. Las
especies exoticas han recorrido un proceso de estudio, conocimiento
y domesticacién mas amplio y continuo que podtia ser adaptado en
parte para especies nativas con potencial uso en restauracion (Villota
et al., 2020). En los ultimos afios, la investigacion en el campo de la
biotecnologia vegetal ha permitido desarrollar técnicas o herramientas
apropiadas para la conservacion, caracterizacion, y propagacion de
infinidad de especies vegetales. La micropropagacion, y el almace-
namiento in vitro, son algunas de las biotécnicas mas sencillas que
pueden utilizarse para apoyar programas de propagacion de plantas,
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junto con la macropropagacion y los ensayos de semillas (Sharry et
al, 2015). En este trabajo presentamos algunos resultados del men-
cionado proyecto, especificamente la optimizacioén de protocolos
de germinacion de Polylepis tarapacana, especie arbérea endémica
de Argentina, y la micropropagacion de lefiosas nativas (Neltuma,
Erythrina, Parkinsonia y Vachellia). También se iniciaron ensayos para
producir unidades encapsulablesde Neltuma.Materiales y métodos
La producciéon de plantulas para cada especie involucra requerimien-
tos especificos que deben ser ajustados para lograr su protocolo de
propagacion. En el caso de P. farapacana, se realizaron ensayos de
germinacion. Para las demas especies (Neltuma, Erythrina, Parkinso-
nia'y Vachellia) se aplicaron las metodologias de micropropagacion.
Las tareas abarcan la seleccion y georreferenciacion a campo de las
plantas madres, la obtencién de explantes en jardines clonales y su
acondicionamiento y desinfeccion, la introduccion 7z vitro de diferentes
explantes, la induccién de morfogénesis, el enraizamiento de brotes y
la aclimatacion de los mismos. El proceso termina con la rusticacién
y recria en viveros hasta su reintroduccion en el ecosistema.

Germinacion de frutos de Polylepis tarapacana

Se calculé la produccion de frutos mediante el método de relacion del
diametro (Chapman ez a/., 1992) contando el numero de frutos en dos
ramas de un individuo y extrapolando al resto de las ramas del arbol
en 93 arboles provenientes de 14 sitios de muestreo (22°04°-23°40°S
a 66°46°-65°49"W) en la Provincia de Jujuy, con una elevacién en-
tre 4375 y 4751 msnm. Asimismo, en otro muestreo se realizo una
colecta de semillas a campo, en dos ubicaciones (Cerro Ramadas
22°11°S-66°37°W, Cerro Granada 22°33’S-66°31°W), recolectan-
do frutos en 31 parcelas segun cuatro gradientes de elevacion, baja
(<4400 m), dos valores intermedios (4400-4600 y 4600-4800 m) y alta
(>4800 m). Se caracterizé la estructura forestal en didmetro en la base
(DAB - cm) de cada individuo, la altura (H - cm), la cobertura de cada
individuo (CC - cm?), y se asigné una forma de vida: arborescente
(Ar), arboles enanos (Dt), arbustos (Sh) o brousse tigrée (Bt) a cada
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individuo segun Lopez e al. (2023). Se clasificaron todos los frutos en
intervalos de 1 mg. Se realizaron experimentos de germinacién para
evaluar los efectos principales y combinados del origen de elevacion
y la sequia en el rendimiento de la germinacién, utilizando un disefio
experimental factorial. Para el ensayo de germinacion se utilizaron
cajas Petri de vidrio y papel filtro estéril con 10 ml de liquido. Para
simular el estrés por sequia, utilizamos una soluciéon de Manitol (=
-0.8MPa segun Zhang ez al. (2017) y se compararon con un control
(W= 0MPa) preparado con agua destilada (Michel & Kaufmann 1973;
Villela e al. 1991). Se armaron 706 placas Petri, y se colocaron en
gabinetes de pruebas climaticas, modelo 2301 (RUMED, Laatzen,
Alemania) con un rango de temperatura de 20°C de dia (12 horas),
10°C de noche (12 horas) (Seltmann ez al., 2007; Marcora ez al., 2008)
con condiciones de luz blanca fria (400-700nm). Se registré el nimero
de frutos germinados cada 2 o 3 dias, relevando fecha y el nimero de
observaciones de frutos con protrusion de la radicula (ISTA, 2000).
Se calcul6 el porcentaje de germinacion como el numero de frutos
germinados, con respecto al total. Se ajusté una regresion no lineal
entre la produccion de frutos por ha. (PFPT) y el DAB,la Hy CC
discriminando por la forma de vida segin Lépez ef al., (2023). Se
estimé la produccion de frutos por ha y se realizé6 un ANOVA de
una via entre el porcentaje de germinacién total y, como respuestas,
la elevacion y tratamiento osmético (0 -0.8 MPa). Cuando el ANOVA
indic6 una diferencia, realizamos pruebas post-hoc de Tuckey (p <
0.05). Las pruebas de normalidad se realizaron mediante la prueba
de Kolmogorov-Smirnov, y la homogeneidad de varianzas mediante
la prueba de Levene. En caso de incumplimiento, se aplicé Krus-
kal-Wallis y las diferencias con la prueba de Conover-Iman a p < 0.05.

Micropropagacion de Neltuma sp y Geoffroea decorticans

Los explantes del género Ne/tuma se obtuvieron de semillas germina-
das zn vitro, con un proceso de escarificaciéon mecanica para romper
la dormancia. En el caso de G. decorticans, el material de partida fue
seleccionado de plantas cultivadas en condiciones de invernadero.
Las semillas de Neltuma spp. fueron desinfectadas con una inmersion
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en etanol (70% v/v) entre 1 y 5 minutos, seguido de una solucién de
hipoclotito de sodio (NaClO) (20-30% v/v) durante 20-30 minutos.
Luego las semillas fueron enjuagadas tres veces con agua destilada
estéril. Los explantes de G. decorticans extraidos de plantas de inverna-
dero fueron desinfectados mediante una inmersion en una solucion al
10% de NaClO durante 10 minutos, seguida de enjuagues repetidos
con agua destilada estéril. Las semillas de . alpataco, N. flexnosa y
N. caldenia tueron colocadas para germinar en medio de cultivo MS
(Murashig- Skoog, 1962) a la mitad de la concentraciéon, mientras
que los explantes desinfectados de G. decorticans fueron cultivados en
Woody Plant Medium (WPM-Lloyd and McCown, 1981) a la mitad
de la concentracion. Ambos medios de cultivo fueron suplemen-
tados con sacarosa (3 gL-1) y agar (7 g/L). Al cabo de 3 semanas,
las plantulas obtenidas de la germinacion zz vitro de IN. caldenia y IN.
[flexcuosase se cortaron aproximadamente a 1 cm del nudo cotiledonar
(desde el hipocotilohipocétilo y conservando los cotiledones), y luego
se les quito el apice. Para G. decorticans se utilizaron como explantes
segmentos uninodales. Como regulador de crecimiento se utilizé la
citoquinina BAP (6-Bencilaminopurina) para inducir la formacion
de brotes multiples a concentraciones de: 4,4 — 6,7 y 8,8 pM, para
N. caldenia (tres repeticiones de 15 explantes, N=45), 22 pM para .
flexcnosa (tres repeticiones de ocho explantes, N=24) y 5 mg/L para
G. decorticans (tres repeticiones de 15 explantes, N=45). Para ambos
casos se mantuvieron explantes testigo cultivados en medios libres
de reguladores de crecimiento. Luego de 1 mes para los explantes
de Neltuma spp. y 5 meses para los de G. decorticans, se registro el
porcentaje final de explantes con brote y callo y el numero de brotes
por explante.

Para elaborar unidades encapsulables (UE) de N. alpataco se utilizo
una matriz de alginato de sodio al 2% estéril, en la cual se sumergie-
ron yemas axilares de plantas germinadas 7z vitro de tres meses de
crecimiento; estas yemas axilares fueron recogidas con una pipeta en
una gota de alginato de sodio y rapidamente sumergidas en una solu-
cién de cloruro de calcio (CaCl)) 100 mM estéril durante 5 minutos.
Luego, las UE fueron extraidas de la solucion de CaCl, y dispuestas
en una placa de Petri con medio MS a la mitad de la concentracion
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para evaluar su porcentaje de conversion (crecimiento de la yema y
emergencia de la capsula de alginato).

Microestaquillado de Erythrina crista-galli (seibo), Vachellia
caven (espinillo) y Parkinsonia aculeata (cina-cina)

El material de partida fueron microestacas obtenidas de vitroplan-
tas. Las semillas se acondicionaron, desinfectaron y sembraron en
2 medios de cultivo como se muestra en el Cuadro 1. El medio de
aislamiento consiste en una mezcla de agua, azicar (20gt/L) y agar (6
gt/L) y el Medio MS/2 estd formulado s6lo con los mactro y micronu-
trientes de Murashige-Skoog a la mitad de su contraccién, ambos sin
reguladores de crecimiento. El pH de los medios de cultivo se midio
con potenciémetro electrénico y se ajust6 a 5.8 - 6,2 con hidroxido
de sodio 1N y 4cido citrico. Los mismos se esterilizaron en autoclave
a 120°C, durante 20 minutos y a 1 atmosfera de presion. Las seccio-
nes nodales provenientes de las vitroplantas (30 dias de cultivadas)
se colocaron en medio MS/2 adicionado con BAP (1mg/1.) + Acido
Naftalenacético-NAA (0,5 mg/L) para inducir la formacién de brotes.
El medio WPM/2 con 30 g/L de sacatosa y 7,5 g/L de agar, adicio-
nado con NAA (0,1 mg/L) se usé para inducir enraizamiento. Para
la aclimatacién de las plantas se utilizaron envases de plastico con
sustrato estéril mezcla de tierra-perlita (3: 2) y se las cubrié con bolsas
de nylon. Los cultivos fueron mantenidos en camaras climatizadas, la
fuente de luz proviene de lamparas LED con 16 hs de luz y 8 hs de
oscuridad. La temperatura se regul6 en 21°C +/- 2°C.

CUADRO 1. Acondicionamiento y germinacion de semillas de seibo, espinillo
y cina-cina
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Tiempo aprox.

. Acondicionamiento y Medios de e
Especie . ., . de exposicion al
Desinfecciéon cultivo . .
medio de cultivo
Erythrina  Hipoclorito de sodio comercial al - Aislamiento 10 - 20 dias
eristagalli  50% durante 1 h de inmersién. Pe- -MS /2 1 0 2 meses
(seibo) roxido de hidrogeno (5 v/v) durante
1 hora. Enjuagues con agua estéril (3).
Vachellia  Acido sulfarico 98%, durante 2 h. - Aislamiento 10 - 20 dias
caven Lavado con agua corriente (10 min).
(Espinillo)  Desinfeccion: etanol 70% (5 minutos) -MS /2 1 mes a 70 dias
e hipoclorito de sodio 20% (30 minu- (aprox.)
tos). Enjuagues con agua estéril (3).
Parkinsonia  Hipoclorito de sodio comercial al - Aislamiento 10 - 20 dias
acitleata 50% durante 1 h de inmersién. Pe-
(cina- cina)  réxido de hidrégeno (5 v/v), durante -MS /2 1 mes a 70 dias

1 hora. Enjuagues con agua estéril (3).

(aprox.)

Resultados

Polylepis tarapacana

Produccioén de frutos

Los individuos de P. zarapacana presentaron un marcado gradiente de
CC, DAB, H y PFPT (Tabla 1). La PFPT promedio fue de 811 por
arbol, variando entre 0 y 5232.

Tabla 1. Rangos de las variables medidas y produccion de frutos en diferentes

formas de vida de P. 7arapacana en el norte argentino

Forma CC DAB HT PFPT
Min 425.0 1.0 22.5 0
Ar Prom 5971.5 11.0 107.6 949
Mix 21572.0 26.0 256.0 5232
Min 298.7 4.0 46.0 2
Dt Prom 4734.2 12.6 134.0 1596
Max 10917.1 20.5 206.0 4728
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Min 1311.7 2.2 31.0 1
Sh Prom 11775.1 7.8 101.7 783
Max 47614.9 26.0 247.0 5136
Min 3639.9 1.1 31.0 2
Bt Prom 10301.4 4.5 60.4 150
Max 16517.7 12.0 84.5 738
Min 298.7 1.0 22.5 0
Total Prom 9017.2 8.7 99.8 811
Max 47614.9 26.0 256.0 5232

PFPT: Produccién de frutos de P. farapacana en n por individuo, H: Altura total en cm, CC:
Cobertura en cm?, DAB: Didmetro en cm en la base, arborescente (Ar), arboles enanos

(D), arbustos (Sh) o brousse tigrée (Bt) segun Lopez ef al., (2023), Min: minimo, Prom:
promedio, Max: maximo.

El modelo para prediccion de PFPT para diferentes formas de
vida present6 un buen ajuste en MSError, Sigma y AIC: PFPT=(-
DAB*CC)* donde: “a” es el parametro de la ecuacion, que toma
diferentes valores para cada forma de vida (Ar=0.6134, Dt=0.6741,
Sh=0.5875 y Bt=0.4772). El modelo presentd una tendencia signifi-
cativa positiva y se observé que la cantidad de frutos que producen
fue diferente para las diferentes formas de vida. La producciéon de
frutos por hectarea no present6 diferencias significativas dadas por la
elevacion en msnm, por la ubicacién geografica ni por la pendiente,
siendo el promedio de 1075044.8 £ 751667.1 Frutos.ha. El peso
promedio por fruto fue de 0,0055 g y vari6 entre 0,0025 y 0,0174 g
En relacién a el peso de frutos, vemos que la frecuencia de los pesos
presenté un marcado desplazamiento hacia los mayores pesos dado
por la elevacion (Figura 1), donde los frutos mas livianos correspon-
den a las elevaciones mas bajas.
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Figura 1. Histograma de frecuencia en porcentaje del peso de semillas
de P. tarapacana en un gradiente de elevacién en el Altiplano Jujefio,
Argentina. Elevacién en msnm. Las diferencias se determinaron mediante
comparaciones de medias con la prueba de Conover-Iman a p < 0,05.

Germinacion de P, tarapacana

Los promedios de germinacion presentaron diferencias dadas por
la elevacion y el peso de las semillas (Tabla 2), con un promedio de
18.3%. A elevaciones bajas, el poder germinativo es significativamen-
te mayor, siendo mas del doble que en elevaciones superiores. De
acuerdo con Renison y Cingolani (1998), la presencia de frutos no
viables ocurre con mayor frecuencia en lugares donde las poblaciones
de Polylepis son reducidas o con individuos aislados, situacion habitual
en las poblaciones de P. farapacana en las mayores elevaciones (>4600
msnm) (Lépez ez al., 2022).

Tabla 2. ANOVA del porcentaje de germinacion discriminados por elevacion
y peso de frutos para los tratamientos con (sequia) y sin manitol (¥=-0.8)

Variable Factor n w=0 Y=-0.8
Elevacion <4400 19 28.6£3.8 b 15.6£3.5b
(msnm)
>4400<4600 36 26.4+2.7b 17.4£2.5b
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24600<4800 26 1141322 29+29a
24800 23 9.9+3.4a 27+3.1a
F 8.71 7.48
p <0.0001 0.0001
Peso de frutos (mg) <4 26 0.5£3.2a 0.7£3.0 a
>4<6 28 8.5%3.1a 4.1£2.8 ab
>6<8 28 2277+3.1b 11.7£2.8 b
=8 22 442136 ¢ 23.613.3 ¢
F 31.25 11.50
p <0.0001 <0.0001

Las diferencias se determinaron mediante comparaciones de medias con la prueba de
Conover-Iman a p < 0,05.

Con el tratamiento con Manitol la germinacién de P. farapacana
disminuye a menos de la mitad. La germinacion de frutos se encuentra
influenciada por la disponibilidad de agua y el peso estos. Frutos con
un peso inferior a 4 mg presentaron un poder germinativo inferior al
1%, tanto para el tratamiento con agua como para el de Manitol. A
medida que el peso aumenta, el poder germinativo es mayor, alcan-
zando valores de 44.2% en frutos de mas de 8 mg. Se demostré que
el aumento de la masa de frutos dentro de las especies se correlacio-
na con un aumento en la germinacién de semillas (Cordazzo, 2002;
Hitchmough & Vera, 2002). Las semillas mas grandes pueden tener
un mayor éxito de establecimiento, ya que proporcionan mas reservas
para las plantulas (Moles & Westoby, 2004), por otro lado, las semillas
mas ligeras podrfan tener una mayor distancia de dispersion, teniendo
en cuenta que la dispersion en P. zarapacana se da por el viento (Moles
& Westoby, 2004; Seiwa & Kikuzawa, 2011).

Micropropagacion de especies forestales nativas

Se han ajustado los protocolos de micropropagacion por estaquillado
de Erythrina crista-galli (seibo), Vachellia caven (espinillo), Parkinsonia
aculeata (cina-cina), y por organogénesis de Neltuma caldenia y Geoffroea
decorticans (chafiar).
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La adicién de citoquininas al medio de cultivo tuvo influencia en
la produccion de brotes de Neltuma spp y G. decorticans. En el caso
de N. flexuosa, se obtuvieron alrededor de 4 brotes por explante (Fi-
gura 2 A), mientras que en la ausencia de reguladores de crecimiento
se observé 1 brote. Los explantes cotiledonares de N. caldenia en
presencia de BAP desarrollaron 6 + 0,4 brotes por explante, sin em-
bargo, la mayoria no superaron los 0,5 cm de longitud (Figura 2 B).
Por otro lado, el mayor porcentaje de brotes elongados se observo
en la concentracion de 4,4 uM (33%), aunque el mayor numero de
brotes por explante se obtuvo en el medio de cultivo adicionado
con 6,7 uM de BAP (2,3 * 0,5 brotes). E1 40% de los explantes de
N. caldenia, tanto en el control como en los tratamientos, forman
brotes. Se observo un alto porcentaje de callos en los explantes de
ambas especies del género Neltuma (entre 40 y 100%), tanto con
BAP como en los controles. En el caso particular de N. caldenia,
luego de 1 mes transcurrido el ensayo, los callos cubren la totalidad
del explanto y los nuevos brotes. En el caso de G. decorticans, el
porcentaje de explantes con brotes multiples fue del 11%. Aquellos
brotes que elongaron en el medio de cultivo, incluso sin la presen-
cia de raices, fueron transferidos al sustrato y se mantuvieron bajo
condiciones de luz, agua y temperatura controladas. En este proceso,
se logro enraizar y aclimatar un 25% de los explantes transferidos.
Por otro lado, luego de 15 dfas, un 10% de las yemas de N. alpataco
encapsuladas en alginato lograron emerger de la matriz (Figura 3), un
20% desarrollaron callo dentro de la misma pero no convirtieron y el
resto de los explantes presentaron oxidacion de los tejidos.

Figura 2 A. Brotes multiples de IN. flexnosa. Figura 2 B. Brotes multiples
de N. caldenia antes de elongar con callo en la base del explante.
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Figura 3. Brote de N. alpataco
emergiendo de semilla sintética

Para la germinacion 7 vitro de semillas y obtencion de plantulas de
seibo, espinillo y cina-cina se observo que el medio MS/2 fue el mas
adecuado. El medio MS/2 adicionado con BAP (1 mg/L) + NAA
(0,5 mg/L) fue el mas conveniente para el alargamiento de brotes
preformados de las 3 tres especies. Dichos brotes se pasaron a medio
de enraizamiento WPM/2 con NAA (0.1 mg/L) y se obtuvieron
plantas completas que fueron aclimatadas a partir de los 40-70 dias
dependiendo de la especie (Cuadro 2). Se establecieron, por primera

vez, los métodos para multiplicar 7z vitro, mediante microestaquillado,
de estas especies (Figuras 4 A.By C).

Especic Material Medios de Cultivo Aclimatacion de
¢ (explanto) Induccion Enraizamiento ~ plantas completas
Secciones noda- -
Erythrina les de plantulas MS/2 adicio WPM/2 adicio- a pattit de los 25-
. . p nado con BAP j L.
crista-galli . . nado con NAA 30 dias de iniciado
. germinadas 272 (Img/L) + NAA .
(seibo) (0,1mg/L) el cultivo
vitro (0,5 mg/L)
Secciones noda- -
. > MS/2 adicio- WPM/2 .
[VM/M/M les de plantulas nado con BAP  adicionado con ;Eaguriie 11;); 501
o germinadas 27 (1mg/L) + NAA NAA s demidaco e
(espinillo) cultivo
vitro (0,5 mg/I) (0,1mg/T)
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_ Secciones noda-  \g/2 adicio- WPM/2
Parkinsonia  eg de plantulas nado con BAP
aculeata

a partir de los 70
dias de iniciado el
cultivo

adicionado con
germinadas 7 (Img/L) + NAA NAA

(cina- cina) (0,5 mg/1) (0,1mg/L)

vitro

Figura 4. Microestaquillado de tres especies nativas de
Argentina: A Erythrina crista-galli (seibo); ), B Vachellia caven
(espinillo); ), C Parkinsonia aculeata (cina- cina)

Conclusiones

Con nuestro trabajo buscamos generar conocimiento para la caracteri-
zacion, conservacion in situ y ex situ y propagacion de bajo costo, de
germoplasma vegetal, con el fin de obtener material de propagacion
de calidad para procesos de restauracion. Hasta el momento se ha
logrado analizar la reproduccion sexual por semillas de P. tarapacana ya
que este conocimiento es imperativo para la conservacion y restaura-
ci6on de los bosques nativos. Se micropropagaron plantas de Neltuma
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alpataco, N. caldenia, Geoffroea decorticans, Erythrina crista-galli y
Parkinsonia aculeata. E1 CTV, es una biotecnologia simple que, en
contexto de la Década de la restauracion ecosistémica, se convierte
en una poderosa herramienta para restaurar ecosistemas forestales
degradados. La consolidaciéon de mecanismos de propagacion, do-
mesticacion y establecimiento a campo de los recursos genéticos,
permite desarrollar programas de restauracion ecosistémica a nivel
nacional. Las actividades del proyecto también involucran el desarrollo
de fichas técnicas, acompanamiento de la produccién en vivero y la
capacitacion de RRHH.
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