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RESUMEN

El cambio de uso de la tierra por diversos factores socio-econdémicos, climaticos, tecnoldgicos y culturales han tenido como conse-
cuencia en la provincia de San Luis (Argentina) la pérdida de diversidad biolégica, fragmentacion y destruccion de habitat, compro-
metiendo la existencia de la flora nativa, como es el caso de Leptochloa crinita (Lag.) P.M. Peterson & N. Snow, una especie con
buena aptitud forrajera del monte chaqueno. Bajo este contexto, el presente trabajo tuvo como objetivo aplicar biotécnicas como
alternativas para una propagacion apropiada de este acervo genético. Se evalué la organogénesis y callogénesis in vitro de diferen-
tes explantos con distintos reguladores de crecimiento en un medio nutritivo Murashige y Skoog. El tratamiento con 6 mg | de 2,4-
D estimulé la callogénesis, mientras que los tratamientos combinados de auxinas y citocininas presentaron las mayores tasas de
morfogénesis. El desarrollo de esta biotécnica permite disponer de metodologias adecuadas para iniciar ensayos de conservaciéon in
vitro, andlisis de la variabilidad genética e inicio de programas de domesticacion y mejoramiento genético.
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ABSTRACT

In San Luis (Argentina), land-use change due to a variety of socioeconomic, climatic, technological and cultural factors
has caused the loss of biological diversity, fragmentation and habitat destruction, compromising the existence of native
flora, such as in the case of Leptochloa crinita (Lag.) PM Peterson & N. Snow, a species with good forage aptitude from
the Chaco forest. In this context, the present work aimed to apply biotechniques as an alternative for an appropriate
propagation of this gene pool. In vitro organogenesis and callogenesis of several explants were evaluated with different
growth regulators on a Murashige and Skoog nutrient medium. Treatment with 6 mg I of 2,4-D stimulated callogene-
sis, while combined auxin and cytokinin treatments presented the highest rates of morphogenesis. The development of
this biotechnique makes it possible to have adequate methodologies to initiate in vitro conservation trials, analysis of
genetic variability and the initiation of domestication and breeding programs.
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INTRODUCCION

En los dltimos afos se ha observado una extension de la
frontera agricola hacia el oeste semidrido de Argentina
(Demaria et al., 2016; Veneciano, 2016), provocando la
remocion irracional de flora nativa por la fuerte presion
del desmonte (Veneciano et al, 2005). El andlisis del
estado actual del deterioro de los recursos naturales de
Argentina muestra datos cuantitativos respecto a la pér-
dida de productividad, cambios de estructura en la vege-
tacion y aceleracion de procesos erosivos del suelo en
las diferentes regiones del pais (Casas y Albarracin, 2015
citado en Blanco et al., 2019). Con respecto a San Luis
la cuarta parte de los pastizales pampeanos presenta
porcentajes de suelo desnudo superiores al 30 %
(Demaria, 2015).

Una de las especies presentes en los pastizales pampea-
nos es Leptochloa crinita (Lag.) P.M. Peterson & N.
Snow, especie forrajera clave en los sistemas pastoriles.
Esta es una de las especies forrajeras mas importantes
en las regiones fitogeograficas del Monte y Chaquefa.
Se destaca por su buena calidad forrajera, ofreciendo
forraje de mediana a alta palatabilidad y con altos rendi-
mientos (Gabutti et al, 2011). Esta especie estival es
tolerante a la defoliacién, a la sequia y a la salinidad y su
presencia en los pastizales es indicadora de buena con-
dicion forrajera (Gutiérrez et al., 2016). Estas caracteristi-
cas ecofisiolégicas y productivas la convierten en una
especie interesante para conservar y usar su germoplas-
ma en procesos de mejoramiento genético. Las técnicas
del cultivo in vitro de tejidos vegetales son una alternati-
va para conservar y propagar esta especie en peligro de
extincion (Laguna, 2019).

Segun los antecedentes recopilados con respecto al culti-
vo in vitro de Podceas con aptitud forrajera nativa de la
provincia de San Luis, se han logrado avances promiso-
rios para establecer protocolos adecuados en la micropro-
pagacion. Algunos trabajos relevantes son: Cenchrus cilia-
ris L. (Carloni, 2016; Lopez Colomba, 2011), Schizachy-
rium plumigerum (Verdes, 2000); optimizacion de las con-
diciones de cultivo in vitro de Sorghastrum pellitum para la
obtencion de callos (Suarez Follari et al., 2003), el estable-
cimiento in vitro de Fustachys retusa (Morbidelli y Verdes,

2009), establecimiento in vitro de Piptochaetium napos-
taense (Verdes et al, 2005). En L. crinita, Verdes et al. 2011
establecieron los parametros ambientales, aspectos nutri-
cionales y asépticos para lograr una tasa de germinacién
in vitro. Por otra parte, L. crinita cv. Chamical INTA (INTA,
2013) es la primera variedad forrajera nativa obtenida por
mejoramiento tradicional y Mora (2007) evalué la pro-
duccién de semillas bajo riego y determinando altos ren-
dimientos (724 kg/ha y 1.220 kg/ha), en zonas degrada-
das de Mendoza.

Considerando la importancia forrajera de esta especie y
las posibilidades biotecnolégicas para su mejoramiento
genético y propagacion, el presente trabajo tiene como
objetivos evaluar la organogénesis y callogénesis in vitro
de L. crinita (Lag.) P.M. Peterson & N. Snow, a través de
distintos tratamientos con reguladores de crecimiento y
observar la respuesta de diferentes tipos de explantos en
esos tratamientos.

MATERIALES Y METODOS

El material biolégico que se utilizé fue L. crinita (Lag.)
P.M. Peterson & N. Snow “pasto de hoja”. Los explantos
utilizados fueron: fruto-semilla maduras, hojas, inflores-
cencias, meristemas, raices. Los explantos se desinfecta-
ron individualmente con alcohol 70 %, hipoclorito de
sodio 40 % (25 g/l Cl activo) Carbendazim (2-
metoxicarbamoil) benzimidazol 5 % (Tabla 1).

Para la obtencién de callogénesis y organogénesis se
evaluaron los efectos de ocho tratamientos que surgen
de combinaciones de los reguladores de crecimiento:
acido  naftalen acético (ANA), d4cido 2,4-
diclorfenoxiacético (2,4-D), cinetina, y un tratamiento
testigo (Tabla 2). El medio nutritivo utilizado fue Mu-
rashige y Skoog (1962) al 50 %. Para cada tipo de ex-
plantos y tratamiento se realizaron cinco repeticiones
con 5 explantos por repeticion.

En cada tratamiento se evaluaron la tasa de formacion
de callos y la presencia/ausencia de organogénesis di-
recta o indirecta. El diseno experimental fue completa-
mente al azar. La normalidad se verificé con la prueba
de Kolmorogof-Smirnov, para muestra mayor a 30 o test

Tabla 1. Metodologias de desinfeccién, tiempos de exposicién de los explantos de L. crinita en los desinfectantes.

Tratamiento Hipoclorito de sodio 40 % Alcohol 70 % Carbendazim (2-
AL 10° 10° 22
BL 10° 10° 24h
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Tabla 2. Combinacién de reguladores de crecimiento, para la obtencién de callogénesis y morfogénesis a partir de
diferentes explantos de L. crinita.

Tratamientos Reguladores de crecimiento (mg I'")
ANA 2,4-D Cinetina
| 0 2 0
1l 0 6 0
1 0 12 0
v 1 0 0
\ 1 0 1
Vi 2 0 1
Vil 0 1 2
viil 0 0 2
IX 0 0 0

Nota. El tratamiento IX hace referencia al testigo.

% callogénesis

T

] v
Tratamientos

Figura 1. Callogénesis en L. crinita: comparacién entre los tratamientos en los cuales letras iguales
no presentan diferencias significativas.

de Shapiro-Wilks para muestras menores o igual a 30 y llis) (Sokal y Rohlf, 1995). Las diferencias se determina-
la homogeneidad con la prueba de Bartlett. Cuando no ron a posteriori con el software R (libreria PMCMR).
se cumplieron uno o los dos supuestos mencionados, se Para el analisis de presencia/ausencia de organogénesis

procedié a aplicar un test no paramétrico (Kruskal Wa-
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Figura 2. Porcentaje de la presencia o ausencia de la morfogénesis en L. crinita.

se uso la prueba de Chi cuadrado. Los datos fueron ana-
lizados en el software estadistico R 3.5.0 version libre.

RESULTADOS Y DISCUSION

Con respecto a la desinfeccion de los explantos, el trata-
miento BL fue el dnico que no presenté ningln tipo de
contaminacién, tampoco presencia de oxidacion ni de
necrosis en los explantos, aspectos si observados en el
Tratamiento AL.

De todos los explantos evaluados, solo se obtuvo callo-
génesis y organogénesis en los explantos fruto-semilla.
Para el caso de callogénesis, el test de Kruskal-Wallis
arrojé que hay diferencia significativa (p=0.000) entre
los tratamientos. Mediante la prueba de Bonferroni-
Dunn se determiné entre qué tratamientos se presenta
esta diferencia. No se encontraron diferencias significati-
vas entre el tratamiento Il y los Tratamientos | y VII
(p=0.58956, p=0.41462, respectivamente), y si con el
resto de los tratamientos (Figura 1). Se puede observar
que el tratamiento Il obtuvo una media mas elevada,
determinando que es el tratamiento que tuvo mejor
comportamiento con respecto a la variable en estudio.

Para la variable organogénesis se aplicé un test de Chi
cuadrado de independencia y se determiné que la pre-
sencia o ausencia de brotes es dependiente del trata-
miento (p= 0.000).

Margara (1986) indica que la estimulacién de la brota-
cion en cultivo in vitro frecuentemente observado, resul-
ta del empleo de citocininas, eventualmente asociadas a
las auxinas. Segun este autor, el ANA actda en una ma-
yor gama de concentraciones y es muy eficaz a dosis
débil. En cambio, el 2,4-D favorece la callogénesis y su
accién sobre la neoformacién de yemas resulta menos
ineficiente. Esta afirmacién coincide con lo observado
en los tratamientos 1V, V, VI, VIl y VIII, donde la combi-
nacion de auxinas con citocininas promovio la organo-
génesis (En el Grafico 2 se observa lo descripto). Mien-
tras que en los tratamientos con 2,4-D (1, Il, 1ll) se obser-
vé la presencia de callos no organogénicos. En un estu-
dio de P. napostaense (Speg.) Hack la combinacién de
auxinas y citocininas promovié el nimero de macollos y
el tamano de los mismos, esto fue significativo en me-
dios nutritivos que contenian ANA (1 mg I') en combi-
nacién con 6-bencilaminopurina (1 mg ') (Verdes et al.
2005). Margan (1986), también hace referencia a que la
brotacion in vitro de las Podceas es extremadamente
variable segin especie y variedad, la edad de la planta o
de los 6rganos utilizados, asi como el origen y la natura-
leza del explanto. Este dltimo factor determinante de la
callogénesis y/u organogénesis in vitro establecié que en
L. crinita solo en el fruto-semilla se obtuvo respuesta
favorable respecto del resto de explantos evaluados.

En la Figura 3A y la Figura 3B se puede observar la res-
puesta de L. crinita en el Tratamiento Il (2,4-D 2 mg I'),
con presencia de callos amarillentos y morfogénesis indi-
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Figura 3. Callogénesis inducida a los 40 dias de incubacién en frutos
semilla maduro de L. crinita; A)-B) distintos estadios de callogénesis en el
Tratamiento TII. C) Formacién de multiples macollos en L. crinita a los 40
dias de incubacién Tratamiento TVI ANA: 2 mg |1 y Cinetina: 1 mg | Luz.
D) Morfogénesis indirecta en el Tratamiento VII.

recta. En el Tratamiento VI (ANA 2 mg |'; cinetina 1 mg |
1) se presenté la formaciéon de midiltiples de macollos y
escasa cantidad de callos (Figura 1 C). A su vez en la
Figura 1 D se muestra el detalle de la respuesta en el
Tratamiento VIl (cinetina 2 mg I'; 2,4-D 1 mg '), donde
se observa la formacion de callos de un color blanque-
cino y la formacién indirecta de hojas vy raices.

Estas observaciones coinciden con las funciones fisiol6-
gicas que cumplen los reguladores de crecimiento en la
célula vegetal. Las auxinas producen elongacion celular,
expansion de los tejidos, division celular (formacion de
callos) y formacién de raices, inhibicion de la formacion
de vastagos axilares y adventicios. Las citocininas gene-
ralmente estimulan la division celular, sobre todo si van
acompanada de una auxina, también promueven la for-
macion de vastagos axilares, porque disminuyen la do-
minancia apical (Pierick, 1990).

CONCLUSIONES

Se establecieron los protocolos de desinfeccion y para
todo los explantos el tratamiento con 10" en hipoclorito
de sodio 40 %, 10" alcohol 70 % y 24h Carbendazim (2-
metoxicarbamoil)-benzimidazol puede iniciar el estable-

cimiento in vitro de L. crinita, sin comprometer la viabili-
dad de sus explantos. El fruto-semilla como explanto
permiti6 los procesos de callogénesis (6 mg | de 2,4-D)
y morfogénesis en los tratamientos que presentaban
auxinas combinadas con citocininas. Los resultados ob-
tenidos en el presente trabajo realizan un aporte prelimi-
nar y significativo en el desarrollo de biotécnicas para la
domesticacion, propagacion y mejoramiento de espe-
cies nativas con valor forrajero para las regiones aridas y
semiaridas.
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