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Resumen: Neltuma alba, conocido como “algarrobo blanco”,
es una especie nativa importante en la ecorregién regién del
Chaco y especialmente en Argentina debido a su valor
biolégico, productivo y cultural. La sobreexplotacién maderera
estd generando una pérdida de la diversidad genética de la
especie. La propagacion vegetativa iz vitro se presenta como
una herramienta biotecnoldgica para la conservacién de los
recursos genéticos forestales. El objetivo de este estudio fue
evaluar los efectos de diferentes tipos y concentraciones de
auxinas en la respuesta rizogénica in vitro de N. alba. Los
resultados indican que los explantes tienen capacidad para
desarrollar raices adventicias con o sin la presencia de
fitorreguladores, aunque concentraciones mayores de auxinas,
inducen una mejor respuesta rizogénica. El subcultivo de los
explantes en un medio sin auxinas, después de 7 dias de
exposicion a 4 mg/l de IBA, ha demostrado reducir la
formacién de callos y minimizar las malformaciones en las
raices. Esta metodologfa de trabajo permite alcanzar una tasa
de sobrevivencia del 75% de las plantas ex vitro.

Palabras clave: auxinas, Neltuma sp. conservacién, raices
adventicias, explantes.

Abstract: Neltuma alba, known as “algarrobo blanco” is an
important native species in the Chaco ecoregion, particularly
in Argentina, due to its biological, productive, and cultural
value. Overexploitation of its timber is causing a loss in the
species' genetic diversity. Vegetative propagation iz vitro is
emerging as a biotechnological tool for conserving forest
genetic resources. This study aimed to assess the effects of
different types and concentrations of auxins on the i vitro
rooting response of N. alba. The results indicate that explants
have the ability to develop adventitious roots with or without
the presence of plant growth regulators, though higher
concentrations of auxins induce a better rooting response.
Subculturing explants in an auxin-free medium after 7 days of
exposure to 4 mg/l of IBA has shown to reduce callus
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formation and minimize root malformations. This working
methodology allows achieving a 75% survival rate of ex vitro
plants.
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INTRODUCCION

Neltuma alba (Griseb.) (ex género Prosopis), conocido comtinmente como "algarrobo blanco”, es una de las
especies forestales nativas con mayor distribucién geogréfica dentro de la ecorregién del Chaco (Hughes et
al., 2022; Vega et al., 2021). En Argentina, se encuentra en las provincias de Chaco, Cérdoba, Corrientes,
Entre Rios, Formosa, Jujuy, Salta, Santa Fe, Santiago del Estero y Tucumdn. Es considerado un arbol
multipropésito debido a su alto valor bioldgico, productivo y cultural (Verga y Lépez Lauenstein, 2021). En
el pais, la actividad forestal asociada a esta especie se centra en la extraccién de madera de los bosques nativos
(Venier et al., 2013). La sobreexplotacién maderera y la tala selectiva de los drboles de elite estd generando
una pérdida de diversidad genética en las poblaciones naturales de la especie (Verga y Lopez Lauenstein,
2021). En la actualidad, los 4rboles de élite son dificiles de encontrar, situdndose en general en 4reas aisladas,
lo que subraya la necesidad de desarrollar herramientas biotecnoldgicas para conservar los recursos genéticos
forestales.

La técnica de propagacion vegetativa a través del cultivo iz vitro de tejidos vegetales se presenta como una
herramienta para la conservacién de los recursos genéticos forestales (Morales-Dominguez et al., 2019).
Diversos programas de mejora genética han integrado el cultivo iz vitro con el objetivo de clonar arboles
adultos de poblaciones naturales, conservarlos y propagarlos vegetativamente en entornos controlados
(Brondani et al., 2012). Estas estrategias permiten mantener y preservar la diversidad genética de especies
forestales de interés, asegurando la disponibilidad de material vegetal de calidad y la continuidad de las
caracteristicas deseables en futuras generaciones (Hartmann et al,, 2011).

En el caso particular de Neltuma sp., se han realizado diversos avances en cuanto al establecimiento iz vitro
utilizando diferentes tipos de explantes, como édpices de tallos, brotes axilares y segmentos uninodales
(Castillo y Bovo, 2000; Jordan, 1987; Tabone et al., 1986). Los resultados m4s favorables se han obtenido al
cultivar segmentos uninodales en medio basal MS (Murashige y Skoog, 1962), a una temperatura de 25°C y
bajo un fotoperiodo de 18:6 (Luz:Oscuridad) (Jordan, 1987; Shekhawat et al., 1993). Diversas especies del
género, como N. alba, N. alpataco, N. caldenia, N. chilensis, N. juliflora, N. pallida, N. limensisy N. laevigata,
han sido propagadas vegetativamente a través del cultivo iz vitro (Arce y Balboa, 1991; Boeri y Sharry, 2018;
Jordan et al,, 1985; Minchala-Patifio et al., 2014; Morales-Dominguez et al., 2019; Nandwai y Ramawat,
1991; Rivera Curi et al., 2020; Verdes, 2007). No obstante, algunos autores sugieren que en el caso especifico
de N. alba se requieren nuevos estudios para implementar eficazmente la técnica del cultivo iz vitro. En
particular, haciendo énfasis en mejorar la viabilidad de los brotes cultivados iz vitro, la produccién de raices
adventicias en los explantes y la exitosa transferencia al invernadero de las pldntulas obtenidas iz wvitro
(Tabone et al., 1986; Green et al., 1990).

En cuanto al proceso de formacién de raices adventicias, las auxinas son los reguladores de crecimiento que
desempefan un papel importante. Entre las mas utilizadas en Neltuma sp. se encuentran el acido indol-3-
acético (AIA), el 4cido naftalenacético (ANA) y el 4cido indol-3-butirico (AIB) (Arce y Balboa, 1991;
Minchala-Patifio et al., 2014; Morales-Dominguez et al., 2019; Nandwai y Ramawat, 1991; Rivera Curi et
al., 2020; Verdes, 2007). Es conocido que la respuesta rizogénica estd regulada por el tipo y la concentraciéon
de auxina presente en el medio de cultivo, y que el modo de accién y la eficacia de cada una de ellas pueden
variar entre especies (Batchelor et al., 1989; Jordan et al., 1985; Goyal y Arya, 1984). Incluso, algunos autores
mencionan diferencias en la respuesta rizogénica dentro de una misma especie, dependiendo del origen del
material vegetal (Arce y Balboa, 1991).

El objetivo de este estudio fue evaluar los efectos de diferentes tipos y concentraciones de auxinas en la
respuesta rizogénica iz vitro de una poblacién de N. alba.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se utilizaron semillas de N. alba provenientes de una muestra de una poblacién ubicada en la localidad de
Campo Durdn (22°12'1"S, 63°40'33"0), en la provincia de Salta, Argentina. Estas semillas fueron
suministradas por el Banco Nacional de Germoplasma de Prosopis de la Facultad de Ciencias Agropecuarias
de la Universidad Nacional de Cérdoba (BNGP-FCA-UNC), y posteriormente almacenadas en el Instituto
de Fisiologfa y Recursos Genéticos Vegetales (IFRGV) del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
(INTA) en Cérdoba, Argentina.

Cultivo in vitro

Para la introduccién al cultivo iz vitro, se sometieron aproximadamente 25 semillas de N. a/ba a un proceso
de escarificacion utilizando papel de lija (Venier et al., 2015). La desinfeccién de las semillas se llevé a cabo
mediante agitacién constante, sumergiéndolas en etanol al 70 % (v/v) durante 1 minuto, seguido de una
inmersién en una solucidn comercial de hipoclorito de sodio al 5 % (35 g/l) con dos gotas de Tween 20
durante 30 minutos. Posteriormente, se realizaron cinco enjuagues con agua destilada estéril dentro de una
cdmara de flujo laminar.

Las semillas desinfectadas fueron cultivadas 7z vitro en un medio de germinacién compuesto por sacarosa
al 1 % (p/v) y las sales del medio basal Murashige y Skoog (MS) a la mitad de su concentracién normal (1/2x)
(Shekhawat et al., 1993). Cada semilla fue transferida a un tubo de vidrio de 2 cm de didmetro x 11 cm de
altura que contenia 10 ml de medio de germinacién. Posteriormente, los tubos fueron colocados en la cdmara
de incubacién en condiciones controladas de temperatura (25°C + 2°C) y fotoperiodo (16 horas de luz a una

intensidad de 95.46 umol m. s, seguidas de 8 horas de oscuridad).

Después de 45 dias, las plintulas obtenidas fueron seccionadas en segmentos que contenian dos a tres
entrenudos, con una longitud promedio de 2,5 + 0,5 cm (Fig. 1.a). Cada segmento individual (explante) fue
transferido al mismo medio de germinacién, al que se le aplicaron diferentes tratamientos: tres auxinas como
reguladores de crecimiento (IBA - I-5386 de SIGMA., ANA - N-0640 de SIGMA., AIA - 1-2886 de
SIGMA.) en siete concentraciones diferentes (0; 1; 0,5; 1; 2; 4; 6 y 8 mg/l) para cada una de ellas. El mismo
medio de cultivo de germinacién sin auxinas se utilizé6 como control. Los tubos fueron distribuidos
aleatoriamente en la cdmara de incubacién, manteniendo condiciones controladas de temperatura (25°C +

2°C) y fotoperiodo (16 horas de luz a una intensidad de 95,46 umol m. s seguidas de 8 horas de oscuridad).
Se evaluaron 19 + 1 repeticiones para cada auxina y concentracion, asi como para la condicién control,
considerando cada tubo de cultivo con un explante como la unidad experimental. Todos los medios
utilizados fueron ajustados a un pH de 5,8, sc les afadié 2,5 g/l de gellan gum (Culture Gel™ Type 1 -
PhytoTechnology) y se autoclavaron durante 20 minutos a 120°C.

Tras la evaluacién inicial del efecto de las auxinas y sus concentraciones en la respuesta rizogénica, se llevé a
cabo un nuevo ensayo utilizando el mismo medio de cultivo de germinacién y con el agregado de 4 mg/1 de
AIB. Los explantes fueron cultivados en este medio durante siete dias y posteriormente fueron subcultivados
en el mismo medio de germinacién durante 30 dias mds, esta vez sin la presencia de la auxina. Se realizaron 20
repeticiones, considerando cada tubo de cultivo con un explante como la unidad experimental. Este ensayo
fue realizado manteniendo condiciones controladas de temperatura y fotoperiodo, como se menciond
anteriormente. Finalmente, las pldntulas enraizadas de este ensayo fueron trasplantadas a tubos plisticos de
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400 cm. (Tubete R400, Dassplastic) que contenfan una mezcla de tierra y arena (1:1) como sustrato y
trasladadas a un invernadero (32°C * 2°C) cubierto con un pafio de sombra de aluminio al 50 % reflectante
metalizado (HDPE). Para mantener un ambiente saturado de humedad durante el periodo de rusticacién, se
colocaron frascos de vidrio (360 cm.) sobre las plantulas después del trasplante. Tras 15 dias, se retiraron los
frascos y, después de 30 dias, se determind el porcentaje de sobrevivencia de las plantas ex vitro.

Variables analizadas

Para determinar si el tipo de auxina y las concentraciones utilizadas en los medios tienen efecto sobre la
respuesta rizogénica, fueron evaluadas, a los 30 dias de iniciado el cultivo iz vitro, las siguientes variables: el
porcentaje de explantes con rafz, el nimero de raices (NR), el peso fresco (PFR), el peso seco de raices (PSR),
el peso fresco (PFC) y peso seco de los callos (PSC) por explante. El porcentaje de explantes con rafz fue
calculado considerando el numero de explantes que desarrollaron al menos una raiz en relacién con el total de
explantes utilizados en cada tratamiento, multiplicado por 100. La determinacién del NR se basé en el
recuento directo de raices en los explantes mediante el uso de una lupa binocular (Zeiss Stemi 1000). El
célculo del PFR y el PFC fue realizado extrayendo las raices y los callos de los explantes, respectivamente, y
pesandolos, utilizando una balanza analitica (Ohaus Pioneer PX). Posteriormente, tanto las raices como los
callos fueron sometidos a un proceso de secado en una estufa a 78°C hasta alcanzar un peso constante, lo que
permitié la determinacién del PSR y el PFC, respectivamente. El método de muestreo fue destructivo,
evaludndose 19 + 1 repeticiones para cada combinacién de auxina y concentracion.

Analisis estadistico

El porcentaje de explantes con raiz fue analizado mediante tablas de contingencia, utilizando sus marginales

para estimar la independencia de la variable mediante la prueba X?. El efecto de las auxinas y concentraciones
se consideraron efectos fijos. Para evaluar la variable NR, se utilizaron modelos lineales generalizados mixtos
(MLGM) con una distribuciéon Poisson y una funcién de enlace log. En relacion a las variables PFR, PSR,
PFC y PSC, se utilizé un modelo lineal general (MLG), y se realizé una correccidn para la homogeneidad y
normalidad mediante el uso de varlden. El analisis estadistico para las variables NR, PFR, PSR, PFC y PSC
fue llevado a cabo utilizando un modelo con interaccién entre las diferentes fuentes de variacién
(auxinas*concentraciones), y las diferencias entre medias fueron evaluadas mediante el test DGC (Di Rienzo
et al., 2002). Todos estos andlisis fueron realizados utilizando el software estadistico InfoStat (Di Rienzo et
al,, 2012).

RESULTADOS

En cuanto al proceso de formacion de raices (Figura 1), a partir del tercer dfa después de la introduccion del
explante en el tubo de cultivo, se observé una hinchazén en la parte basal del explante. Alrededor del quinto
dia, se formé una rajadura en la epidermis del tallo a través de la cual emergi6 el dpice radicular (Figura 1.b).
Aproximadamente al séptimo dia, las raices adventicias se volvieron visibles a simple vista (Figura l.c y d).
Posteriormente, emergieron otras raices adventicias del explante, dando lugar a una etapa de elongacién
(Figura l.e). Pasados aproximadamente 20 dias, fue posible observar el nimero final de raices adventicias

formadas (NR) (Figura 1.f).
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FIGURA 1/FIGURE 1

Figura 1. Formacién de raices adventicias en explantes de V. alba cultivados iz vitro. a) Explantes al inicio del cultivo.
b) Hendidura de epidermis (flecha). c) Primeros primordios de raices visibles y (d) ampliacién del recuadro. ()
Emergencia y (f) crecimiento del nimero final de raices adventicias. Barra = 5 mm Figure 1. Formation of adventitious
roots in iz vitro cultured N. alba explants. a) Explants at the beginning of cultivation. b) Epidermal fissure (arrow). ¢)
First visible root primordia and (d) enlargement of the inset. (¢) Emergence and (f) growth of the final number of
adventitious roots. Bar = 5 mm

Los resultados mostraron que los explantes jévenes tenian la capacidad de regenerar raices adventicias
tanto en presencia como en ausencia de auxinas en el medio (Tabla 1). Al emplear las concentraciones como
criterio de clasificacién y al particionar por auxinas, se observé un incremento en el porcentaje de explantes
con rafces a medida que las concentraciones aumentaban, tanto con AIA (P < 0,0001) como con ANA (P <

0,0001) (Tabla 1). Respecto a esta variable, los valores de X no revelaron diferencia significativa en el AIB (P
= 0,4143). Por otro lado, al utilizar las auxinas como criterio de clasificacién y particionar por

concentraciones, los valores de XZ indicaron que, en general, concentraciones > a 4 mg/l (a excepcion de 0,5
mg/l) generaron diferencias significativas en el porcentaje de explantes con raiz (Tabla 1).

Explantes con raices

Conc.
n° expl. AlA ANA AlIB
(mgf)
n° (%) n° (%) n° (%)

0 19 11 58 11 58 15 79 P=0,1042
0,1 18 14 78 13 72 15 83 P=0,6767
0,5 18 10 56 16 89 12 66 P=0,0171
1 18 14 78 15 83 16 88 P =0,7399
2 18 17 94 17 94 14 77 P =0,3360
4 18 8 44 17 94 17 94 P < 0,0001
6 20 9 45 15 75 15 75 P =0,0099
8 20 13 65 8 40 18 90 P < 0,0001

P <0,0001 P <0,0001 P=0,4143
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TABLA 1/TABLE 1
Tabla 1. Efecto del 4cido indol-3-acético (AIA), 4cido naftalenacético (ANA) y 4cido indol-3-butirico (AIB) en el
porcentaje de explantes con raices de N. a/ba cultivados in vitro. Table 1. Effect of indole-3-acetic acid (IAA),

naphthaleneacetic acid (NAA), and indole-3-butyric acid (IBA) on the percentage of explants with roots in in vitro-
cultured N. alba.

Conc. Concentraciones, n° expl. nimero de explantes. Los valores de P en la tltima columna indican pruebas de X2 para comparaciones entre
auxina para una misma concentracién, mientras que aquellos en la tltima fila indican comparaciones entre concentraciones para una misma
auxina.

Conc. Concentrations, n° expl. number of explants. The P values in the last column indicate X2 tests for comparisons between auxins for the
same concentration, while those in the last row indicate comparisons between concentrations for the same auxin

En relacién con la variable niimero de raices (NR) (Tabla 2), se observé una interaccion significativa entre
las auxinas y sus concentraciones segun el andlisis del MLGM (P < 0,0001). Las mejores respuestas fueron
observadas al utilizar AIB como regulador de crecimiento, en concentraciones que oscilan de 2 a 6 mg/L.
Concentraciones superiores o inferiores a este rango provocaron una disminucidn en el niimero de raices. La
formacion de raices fue promovida por ANA en un amplio rango de concentraciones, desde 0,5 hasta 6 mg/1.
Respecto al AIA, los valores més altos en niimero de raices formadas por explante se observaron con una
concentracién de 2 mg/l, seguido de 1 mg/l, notdndose que concentraciones distintas a las mencionadas no
resultaron en un incremento en el nimero de raices por explante.

Concentraciones Numero de raices
(mgl)
AIA E.E. ANA E.E. AIB E.E.

0 083 022 D 083 022 D 1,15 0,30 D
0,1 1711 025 D 206 034 C 250 040 C
0,5 1,28 027 D 433 049 B 247 036 C

1 244 037 C 506 053 B 531 064 B

2 3,78 046 B 6,28 059 B 828 068 A

4 1,17 026 D 5,77 058 B 7,33 064 A

6 100 022 D 511 053 B 961 0,73 A

8 129 028 D 129 0,28 D 581 0,53 B

TABLA 2/TABLE 2

Tabla 2. Efecto del 4cido indol-3-acético (AIA), 4cido naftalenacético (ANA) y 4cido indol-3-butirico (AIB) en el
ntmero de raices por explante de V. alba cultivados in vitro. Table 2. Effect of indole-3-acetic acid (IAA),
naphthaleneacetic acid (NAA), and indole-3-butyric acid (IBA) on the number of roots per explant of iz

vitro-cultured N. alba.

E.E. Error estdndar. Medias con una letra comtin no son significativamente diferentes (P > 0,05).
E.S. Standard Error. Means with a common letter are not significantly different (P > 0,05).

Para la variable peso fresco de raiz (PFR), el anlisis del MLG mostr6 una interaccién significativa entre las
auxinas y sus concentraciones (P < 0,0001) (Figura 2.a). Se observé que la mejor respuesta en el PFR se
obtuvo con una concentracién de 4 mg/l de AIB. En cuanto al ANA, las respuestas més favorables se
observaron en un rango de concentraciones que va de 2 a 6 mg/1. En el caso especifico de AIA, se observé que
solo el tratamiento con una concentracién de 2 mg/1 difirié significativamente del grupo de control.
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También se pudo observar una interaccidn significativa entre las auxinas y sus concentraciones para la
variable PSR (P < 0,0001). Las mejores respuestas en el PSR se obtuvieron con concentraciones de 2, 4y 6
mg/l tanto de AIB como de ANA (Figura 2.b). Se observé una respuesta menor con las concentraciones de 1
y 8 mg/l de AIB, y con dos de los tratamientos de ANA (1 y 0,5 mg/1). Las demds concentraciones de ANA
(0,1y 0,8 mg/l) ¢ IBA (0,1 y 0,5 mg/l), ¢ incluso todas las concentraciones de AIA, no mostraron un efecto
positivo en la variable PSR en comparacién con el grupo de control.

25,54

[ ] aa [ ana [l eA |

Peso fresco de raiz (mg)

Peso seco de raiz (mg)

0,0 0,1 0,5 1 2 4

Concentraciones (mg/l)

FIGURA 2/FIGURE 2
Figura 2. Efecto del 4cido indol-3-acético (AIA), 4cido naftalenacético (ANA) y 4cido indol-3-butirico (AIB) en el
peso fresco y peso seco de raices por explante de V. alba cultivados iz vitro. Medias con una letra comin no son
significativamente diferentes (P > 0,05). Figure 2. Effect of indole-3-acetic acid (IAA), naphthaleneacetic acid (NAA),
and indole-3-butyric acid (IBA) on the fresh weight and dry weight of roots per explant of N. alba cultured in vitro.
Means with a common letter are not significantly different (P > 0,05).

Al analizar el efecto de las auxinas en el desarrollo de callos, se observaron diferencias significativas para la
interaccion entre las auxinas y sus concentraciones en las variables peso fresco de callos (PFC) (P < 0,0001) y
peso seco de callos (PSC) (P < 0,0001). El mayor PFC y PSC fueron producidos por el ANA y el AIB como
auxinas (Figura 3.a y 3.b). Ademds, se pudo observar que los explantes no generaron callos en el medio de
cultivo sin el agregado de reguladores de crecimiento.
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Figura 3. Efecto del 4cido indol-3-acético (AIA), 4cido naftalenacético (ANA) y 4cido indol-3-butirico (AIB) en el
peso fresco y peso seco de callos por explante de V. alba cultivados iz vitro. Medias con una letra comin no son
significativamente diferentes (P > 0,05). Figure 3. Effect of indole-3-acetic acid (IAA), naphthaleneacetic acid (NAA),
and indole-3-butyric acid (IBA) on the fresh weight and dry weight of calli per explant of N. alba cultured in vitro.
Means with a common letter are not significantly different (P2 > 0,05).

Ademds de la formacidn excesiva de callos, es importante mencionar que se observaron malformaciones en
el desarrollo de las raices adventicias con concentraciones iguales o superiores a 4 mg/l de AIB y ANA.
Especificamente, se observé la detencién del crecimiento en las raices, y en ocasiones se detectaron grietas o
rajaduras en el tejido superficial de la raiz (Figura 4.a, 4.b y 4.c). Sin embargo, durante el ensayo con la
concentracién de auxina de 4 mg/l de AIB, con un tiempo de exposicién de solo 7 dias, seguido por el
subcultivo de los explantes en el mismo medio, pero sin la auxina, se observé una disminucién en la
formacidn de callos y una reduccién de las malformaciones en las raices adventicias (Figura 4.d y 4.¢). Con
esta metodologia de trabajo, cuando las plédntulas enraizadas fueron trasladadas a un invernadero y
trasplantadas, se obtuvo una tasa de sobrevivencia del 75% de las plantas (15 pldntulas de 20 trasplantadas).
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FIGURA 4/FIGURE 4

Figura 4. Raices observadas en explantes jévenes de . a/ba luego de un periodo de incubacién de 30 dias con 4 mg/l de
4cido indol-3-butirico (AIB). Proliferacién de callos (a), acortamiento e hinchazén radicular, rajaduras (flecha) y
grietas en el tejido superficial de la raiz (b y c). Plintulas obtenidas luego de un periodo de incubacién de 7 dias con 4
mg/l de AIB (dy ¢). Plantas obtenidas tras el periodo de rusticacién (f). Barra = 5 mm. Figure 4. Roots observed in
young N. alba explants after a 30-day incubation period with 4 mg/l of indole-3-butyric acid (IBA). Callus
proliferation (a), root shortening and swelling, cracks (arrow) and fissures in the surface tissue of the root (b and ¢).
Seedlings obtained after a 7-day incubation period with 4 mg/l of IBA (d and e). Plants obtained after the hardening
period (f). Bar =5 mm.

DISCUSION

En el presente trabajo observamos que los explantes jovenes de la muestra extraida de la poblacion de N. alba
provenientes de Campo Durdn han demostrado la capacidad de regenerar raices adventicias iz vitro. Los
resultados obtenidos indican que las mismas se desarrollan en presencia o ausencia de auxinas en el medio de
cultivo. Observaciones similares se han realizado en segmentos uninodales de material juvenil de N. chilensis
cultivados iz vitro (Arce y Balboa, 1991; Caro et al, 2002). En N. a/ba también se ha mencionado el
desarrollo de raices en miniestacas en el tratamiento sin auxinas (de Souza et al., 2021), y de Souza y
colaboradores (2014) mencionaron que la respuesta estaba asociada al estado juvenil del material a propagar.
Por lo tanto, es probable que la capacidad rizogénica observada en los explantes en el medio sin auxinas se
deba al estado juvenil del material vegetal utilizado para la propagacién
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Asimismo, se observd una respuesta positiva en la mayorfa de las variables analizadas (porcentaje de
explantes con raiz, NR, PFR y PSR) a medida que se aumentaban las concentraciones de auxinas en el medio,
en comparacién con el control. De hecho, los tres reguladores de crecimiento utilizados en el presente estudio
son comtinmente los empleados para promover raices adventicias en varias especies del mismo género (Arce y
Balboa, 1991; Caro et al., 2002; Jordan et al., 1985; Tabone et al., 1986). Es importante destacar que, a pesar
de que diversos estudios han senalado la actividad auxinica del 2,4-D en N. laevigata (Arya y Shekhawat,
1986; Buendia-Gonzélez et al., 2007), este regulador de crecimiento no fue incluido en el presente estudio,
debido a su reconocido papel como inductor de embriogénesis somética (Boeri y Sharry, 2018; Buendia-
Gonzdlez et al., 2012) y no coincide con el objetivo de nuestro estudio.

Estos resultados demuestran que las auxinas incorporadas en el medio de cultivo estimulan la respuesta
rizogénica. De las tres auxinas utilizadas, las respuestas mas favorables en las variables NR, PFR y PSR se
obtuvieron con ANA y AIB. En N. chilensis. N. juliflora sucede algo similar en la respuesta rizogénica
cuando se utilizan ambos reguladores de crecimiento (Caro et al, 2002; Nandwani y Ramawat, 1991).
Ademds, observamos que las concentraciones que van de 2 a 6 mg/l, tanto el ANA como el AIB mostraron
respuestas similares en el PSR. Sin embargo, las concentraciones de 2, 4 y 6 mg/l de AIB resultaron en el
mayor NR. Estos resultados sugieren al AIB como la auxina que induce una mejor respuesta rizogénica y
concuerda con lo observado en otras especies del mismo género (Batchelor et al., 1989; Caro et al., 2002;
Rivera Curi et al., 2020).

Un aspecto adicional para tener en cuenta es que tanto el AIB como el ANA demostraron ser las auxinas
que indujeron el mayor desarrollo de callos (PFC y PSC). Sin embargo, las estructuras resultantes no
mostraron las caracteristicas tipicas de callos embriogénicos descritos en Neltuma sp., que suelen ser friables,
de tonalidades oscuras o verdosos, con estructuras nodulares y globulares (Boeri y Sharry, 2018; Buendia-
Gonziélez et al., 2012). En este estudio, los callos observados eran blanquecinos y mostraban un crecimiento
celular desorganizado, probablemente debido a concentraciones supra-6ptimas o a la prolongada exposiciéon
del explante a las auxinas en el medio de cultivo (De Klerk et al., 1997; Maynard y Bassuk, 1991).

Otra posible explicacion de los sintomas observados, como la detencién del crecimiento en las raices o la
presencia de grietas y rajaduras en el tejido superficial, podria estar relacionada con la hiperhidricidad o
vitrificacién (Hazarika, 2006). Aunque este fendmeno se suele observar mas a menudo en brotes y tejidos
aéreos de plantas cultivadas iz vitro, también puede afectar a las raices (Polivanova y Bedarev, 2022). Por
ende, para comprender mejor estas malformaciones en las raices, se deben realizar nuevos trabajos tendientes
a evaluar los desérdenes morfoldgicos y fisiolégicos asociados al tiempo de exposicién a los reguladores de
crecimiento en el medio de cultivo. De hecho, cuando los explantes fueron expuestos solo durante 7 dias a 4
mg/l de AIB y luego transferidos a un medio sin la presencia de la auxina, se observé un desarrollo normal de
las raices y una reduccion en la formacioén de callo.

Al trasplantar las plantulas obtenidos de explantes expuestos durante 7 dias a 4 mg/1 de AIB, se logré una
tasa de supervivencia del 75%. Estos resultados son similares con trabajos previos en especies del mismo
género, especialmente cuando se emplean explantes jovenes o pldntulas provenientes de viveros (Arce y

Balboa, 1991; Goyal y Arya, 1984; Jordan et al., 1985; Tabone et al., 1986).

CONCLUSIONES
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Este estudio demuestra que los explantes jovenes de N. alba son capaces de desarrollar raices adventicias
cuando son cultivados 7z vitro. Se observa una mayor respuesta rizogénica a medida que aumentan las
concentraciones de auxinas. Tanto el ANA como el AIB muestran las mejores respuestas en las variables
analizadas, especialmente en concentraciones que van de 2 a 6 mg/l. El subcultivo de los explantes en un
medio sin auxinas, después de 7 dias de exposicion a 4 mg/L de IBA, ha demostrado reducir la formacién de
callos y minimizar las malformaciones en las raices adventicias. Esta metodologia de trabajo permite alcanzar
una tasa de sobrevivencia del 75% de las plantas ex vitro.
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