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Resumen

El género Salix (sauces y mimbres) tiene una amplia distribucion en el mundo. Salix
humboldtiana Willd. (sauce criollo) es la Unica especie nativa de América del Sur, cuyo habitat natural
se extiende desde México y Centroamérica hasta el sur, en el rio Chubut en Argentina, cubriendo
las riberas de rios y arroyos. Los sauces son de crecimiento rapido, de facil propagacion vegetativa,
suministran una amplia gama de productos madereros, no madereros y servicios, desempefiando
un papel importante en la fitorremediacion de tierras degradadas, la rehabilitacién de ecosistemas
fragiles y la restauracion del paisaje forestal. Esta capacidad fitorremediadora podria ser utilizada
para la recuperacién de suelos contaminados. Si se demuestra que S. humboldtianatiene la
capacidad de remediar suelos, podria utilizarse para la repoblacién de zonas polutadas. Es
importante, ademas, contar con una estrategia de propagacion vegetativa que permita disponer de
plantas para restauracion o fitorremediacion. Por lo tanto, los objetivos de este trabajo fueron: ajustar
técnicas de propagacion vegetativa (macro y micro) de S. humboldtiana y evaluar el potencial de los
individuos propagados para la extraccién de metales pesados. Se logré la macropropagacion por
estacas y la micropropagacion de S. humboldtiana. Los ensayos realizados demuestran el potencial
de sauce criollo para la eliminacion de los iones cobre de soluciones acuosas.

Palabras clave: macropropagacion, micropropagacion, fitorremediacién, biotecnologia forestal
Abstract

The genus Salix (willows) has a wide distribution in the world. Salix humboldtiana Willd. (creole
willow) is the only species native to South America, whose natural habitat extends from Mexico and
Central America to the south, in the Chubut river in Argentina, covering the banks of rivers and
streams. Willows are fast-growing, easily vegetative propagating, supply a wide range of wood, non-
timber products and services, playing an important role in phytoremediation of degraded land,
rehabilitation of fragile ecosystems and restoration of forest landscape. This phytoremediation
capacity could be used for the recovery of contaminated soils. If S. humboldtiana is shown to have
the ability to remediate soils, it could be used for the repopulation of polluted areas. It is also important
to have a strategy of vegetative propagation of those plants for remediation and restauration.
Therefore, the objectives of this work were: to adjust vegetative propagation techniques (macro and
micro) of S. humboldtiana and evaluate the potential of propagated individuals for the extraction of
heavy metals. The macropropagation and micropropagation of S. humboldtiana were achieved. The
tests carried out demonstrate the potential of S. humboldtiana for the removal of copper ions from
aqueous solutions.

Keywords: macropropagation, micropropagation, phytoremediation, forest biotechnology
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INTRODUCCION

El género Salix (Salicaceae, sauces y mimbres) tiene una amplia distribucién en el mundo. Se origin6 en
las zonas tropicales del este de Asia, extendiéndose hasta llegar a las regiones frias del norte de Europa y
Norteamérica. Por ello es posible encontrar especies de sauces que se adaptan a cualquier tipo de habitat.
El género comprende aproximadamente 500 especies de arboles y arbustos (debido a las numerosas
variedades y las progenies cruzadas, es dificil dar un niumero exacto de especies). Los sauces prefieren
sitios himedos en bosques de llanuras aluviales, a lo largo del agua que fluye y en pantanos. Los mismos
juegan un papel importante para el desarrollo de las estructuras del paisaje y para mantener el equilibrio
ecoldgico.

Los sauces, en general, son de crecimiento rdpido, de facil propagacién vegetativa y constituyen un
componente de los sistemas agroforestales. Suministran una amplia gama de productos madereros, no
madereros y servicios ambientales, siendo importantes en la rehabilitacién de ecosistemas fragiles y la
restauracién del paisaje forestal (Ball et al., 2005). Sus tasas relativamente altas de transpiracion y su
resistencia a inundaciones estacionales y las raices que se extienden varios metros por el terreno, son
ventajas adaptativas particularmente en tierras himedas, donde el control de la escorrentia freatica es
esencial para reducir la contaminacién (Smart et al., 2005). En sistema de monte bajo y rotacién corta se
cultivan no sélo por su biomasa para producir energia, sino también para tratar suelos polutados (Dimitriou
& Aronsson, 2005; Eevers et al., 2017). Por ello, las especies de sauces son consideradas como una
excelente opcion para la fitorremediacion (Mleczek et al. 2010; Evans 2014; Nissim et al., 2021). Salix
humboldtiana Willd. (sauce criollo, sauce colorado, sauce amargo, sauce chileno) es una especie del
género Salix nativa de América, desde México hasta el norte de la provincia argentina de Santa Cruz,
cubriendo las riberas de rios y arroyos. El sauce criollo es el Unico sauce nativo en Argentina. Era muy
comun su distribucién en el Delta del Parand y en la ribera platense, sin embargo, procesos de invasion
por parte de especies exéticas, asi como diversas actividades humanas amenazan su persistencia.
Actualmente se estan realizando estudios de su diversidad genética y su propagacién para su
conservacion, rescate y reintroduccién (Bozzi et al., 2014; Gallo et al.,2016; Amico et al., 2017; Cerrillo &
Torres, 2018; Cédres Gazzo et al., 2019).

Segun Cantera Kintz (2005), en la franja costera desde Buenos Aires hasta Punta Lara se han detectado
tanto en la columna de agua como en sedimentos y biota, altas concentraciones de sustancias
contaminantes. El aumento de los costos y la limitada eficacia de los tratamientos fisicoquimicos para
remediar sitios polutados, han estimulado el desarrollo de nuevas tecnologias. La fitorremediacion
representa una alternativa sustentable y de bajo costo para la rehabilitacion de ambientes afectados por
contaminantes naturales y antropogénicos. Es decir que, se puede aprovechar la capacidad de ciertas
plantas para absorber, acumular, metabolizar, volatilizar o estabilizar contaminantes presentes en el suelo,
aire, agua o sedimentos como son los metales pesados, metales radioactivos, compuestos organicos y
compuestos derivados del petréleo (Jara Pena et al., 2014). Para iniciar un programa de fitorremediacién,
un requisito basico es la identificacién y eleccion de las especies vegetales con capacidad para tolerar y
secuestrar el contaminante, que dependera del tipo, la concentracion y la etapa de desarrollo de la especie
(Parera, 2022). Para disefiar e implementar de manera mas efectiva una tecnologia de fitorremediacion
sostenible es fundamental conocer y estudiar los mecanismos fisioldgicos y bioquimicos que utiliza cada
especie para responder a la presencia de un metal en particular. Otro aspecto a considerar es que las
especies vegetales seleccionadas para fitorremediar se adapten a las condiciones ambientales de la zona
a remediar; en este caso, las especies nativas son las mas apropiadas, al mismo tiempo que se evita la
introduccién de especies exéticas y potencialmente invasoras que pueden generar un dafio ecosistémico
mayor (Asensio et al., 2018). Las principales caracteristicas de estas plantas son rapido crecimiento,
facilidad de arraigo y mantenimiento, alta evapotranspiracion y capacidad de transformar los contaminantes
en productos no téxicos o menos téxicos. Entre las diferentes especies, los sauces se consideran una
potente herramienta para eliminar los metales pesados de los sitios mas contaminados (Wani et al., 2020).
La capacidad fitorremediadora de los mismos podria ser utilizada para la recuperacion de estos suelos
contaminados. Los sauces utilizados para acumular metales pesados del suelo pueden quemarse en
centrales térmicas y los metales pesados se concentran en las cenizas para ser eliminados (Smart et al.,
2005). Varios autores han estudiado la capacidad fitorremediadora de los sauces, pero hay sélo estudios
exploratorios que evaltan al sauce criollo (Adema 2010; Adema et al. 2010; 2014). Gomes et al. (2011a)
llevaron a cabo un experimento en un invernadero para evaluar el efecto de los niveles de metales pesados
en el estado nutricional de las raices y los brotes de las plantas jévenes de S. humboldtiana en suelos
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contaminados por los desechos de la industria del zinc. En estudios previos se ha demostrado la utilidad
del uso de estacas o vitroplantas para evaluar la capacidad fitorremediadora de especies del
género Salix (Dickinson & Pulford 2005; Ohlsson et al., 2008; Gomes et al., 2011b; Wani et al., 2020).

La rehabilitacién de ambientes riberefios degradados busca recrear ecosistemas naturales mediante la
reintroduccién de especies vegetales autdctonas, entre otras acciones. Esta reintroduccién podria llevarse
a cabo a partir de semillas o material obtenido por propagacién asexual (macro y micro) para multiplicar y
mantener las caracteristicas genéticas de individuos seleccionados. Por otro lado, la importancia de
identificar plantas para su posterior uso con fines de fitorremediacion depende del éxito de la propagacion
para, posteriormente llevarlos a terreno definitivo (Menacho, 2017). La macropropagacién es una via de
reproduccién acelerada, de pocos insumos y bajos costos. Las ventajas de la técnica son estabilidad
genética de especies de interés, la obtencion de altos coeficientes de multiplicacion de forma sostenible y
la posibilidad de combinarse con los métodos de cultivo in vitro (Jiménez-Terry & Agramonte, 2013). La
macropropagacion de biotipos de S. humboldtiana de distintas regiones de Argentina ha sido reportada por
varios autores (Carpanezzi et al., 1999; Martinez et al., 2012; Adema et al., 2014; Bardi et al., 2016; L6pez
et al., 2020). La micropropagacion (organogénesis directa e indirecta y embriogénesis somatica) es una
herramienta adecuada para facilitar la multiplicacion de genotipos de sauce seleccionados por diferentes
rasgos deseados como su capacidad fitorremediadora, para conservar germoplasma o simplemente para
contar con una gran cantidad de individuos para reintroducir en paisajes degradados o contaminados.
Varios autores han reportado métodos exitosos de micropropagacion para diferentes especies de sauces
(Lyyra et al., 2006; Naujoks, 2007; Paek et al., 2008; Mashkina et al., 2010; Capuana et al., 2022). La
literatura cita una amplia gama de variantes de medios de cultivo con diferentes composiciones de
nutrientes basicos y fitohormonas. Estudios exploratorios muestran algunos resultados para la
micropropagacion de S. humboldtiana (De Paiva Neto et al.1998, Pereira et al., 2000; Adema, 2010; Adema
et al., 2009; 2014). Si se demuestra que el sauce criollo tiene la capacidad de fitorremediar suelos, podran
utilizarse para la repoblaciéon de zonas polutadas. Es importante, ademds, contar con sistemas de
propagacién vegetativa de aquellas plantas que presenten mayor capacidad de fitorremediar y para su
conservacion, rescate y reintroduccion en ecosistemas degradados y polutados, como la zona costera del
Rio de la Plata. En base a esto, los objetivos de este trabajo fueron: a) ajustar técnicas de propagacion
vegetativa (macro y micro) de Salix humboldtiana proveniente la franja costera de Buenos Aires (Punta
Lara). B) evaluar el potencial de los individuos propagados para la absorcion de cobre.

METODOLOGIA

SITIO DE MUESTREO Y MATERIAL RECOLECTADO

El material vegetal se obtuvo a partir de arboles de S. humboldtiana que crecen naturalmente en la zona
de Punta Lara, Provincia de Buenos Aires (Figura 1). De los mismos se extrajo material para la
macropropagacioén (guias de 150 cm de longitud) y brotes. Se seleccionaron arboles masculinos y se realiz6
el reconocimiento boténico sobre la base de caracteristicas fenotipicas. Las guias del afio se cosecharon
entre junio y agosto.

Figura 1
Sitios de recoleccion del material para propagacion de S. humboldtiana y arboles seleccionados.
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MACROPROPAGACION

Los materiales vegetales de partida fueron guias juveniles de arboles de Salix humboldtiana . De las
mismas se obtuvieron estacas (30 cm de longitud y 0.8 cm de didmetro) y estaquillas (0,1-0,2 cm de
diametro y un largo de 4-5 cm o de 30 cm). Se realizaron diferentes ensayos. Para el Ensayo 1, 40 estacas
de S. humboldtiana se colocaron en agua corriente durante 20 dias y luego se establecieron en envases
de polietileno negro Nro. 12 y 14 con sustrato constituido por una mezcla de tierra-perlita-vermiculita
(6:3,5:0,5) (Abedini et al., 2008) (Figura 2 A). En el Ensayo 2, estacas de S. humboldtiana fueron tratadas
superficialmente con fungicida sistémico benomilo (Benomyl®) 1000 mg. L' durante 3 horas para evitar la
presencia de hongos y posteriormente fueron colocadas en acido indol butirico (AIB) a una concentracion
de 50 mg. L' durante 24 h para inducir la formacién de raices. Las estacas se colocaron en un sistema
hidropdnico compuesto por recipientes plasticos de 20 x 20 cm de color negro con 1500 mL de agua
destilada, aireador para la oxigenacion del agua, planchas de telgopor® y goma espuma para sostener las
estacas (Figura 2 B). Se utilizaron 150 estacas de 30 cm de longitud y 0,8 cm de diametro. Para el Ensayo
3, se utilizaron 40 estaquillas de 0,1-0,2 cm de diametro y 4-5 cm de largo por repeticién. Se desinfectaron
con fungicida sistémico benomilo (Benomyl®) 1000 mg. L' durante 1 h. La mitad de éstas estaquillas (20)
fueron tratadas en la base con AIB 20 mg. L' durante 2h y el resto fue utilizado como testigo (20). Se
probaron dos sustratos (10 estaquillas por sustrato): una mezcla de tierra-perlita (1:1) y mezcla de tierra-
arena (3:1) en macetas de plastico Nro 12 T.A plastic®. El ensayo tuvo una duraciéon de dos meses, con
dos repeticiones (Figura 2 C). Para el Ensayo 4, se cortaron 120 estacas y estaquillas, de entre 30-35cm
de largo y de dos diametros diferentes (0,1-0,2 cm y 0.8 a 1 cm), como se muestra en la Figura 2 D, E, F.
Primeramente, se desinfectaron con fungicida benomilo (Benomyl®) 1000 mg/L durante 2 h, posteriormente
se trataron con AIB. Para las estacas se utilizé IBA 50 mg/L durante 24 horas y para las estaquillas AlB 20
mg/L durante 2 h. Luego se colocaron en sustrato, mezcla de tierra y perlita (6:4) y se mantuvieron bajo
condiciones de invernadero. Las variables consideradas para evaluar los resultados fueron porcentaje de
estacas enraizadas y la formacion de brotes.

MICROPROPAGACION

Para la micropropagacion se utilizaron como explantes yemas, microestacas y hojas de S.humboldtiana.
Las yemas se obtuvieron de las ramas de arboles adultos seleccionados del sitio de muestreo. Las
microestacas (segmentos nodales) se obtuvieron de material adulto (ramas de arboles a campo) y material
juvenil de estacas crecidas en invernadero (brotes de 4 0 5 meses). Las hojas fueron obtenidas de plantulas
establecidas in vitro (Adema et al., 2009). Los explantes fueron acondicionados y desinfectados con
distintos agentes y diferentes tiempos de inmersion para eliminar la contaminacién microbiana, como se
muestra en la Tabla 1. Luego se enjuagaron 3 veces en agua bidestilada estéril bajo campana de flujo
laminar. En base a estudios exploratorios (Adema, 2010) se probaron las respuestas de los diferentes
explantes en medios de cultivo Murashige-Skoog (Murashige & Skoog, 1962) y Woody Plant Medium
(McCown & Lloyd, 1981) con la concentracién completa de sus macro y micronutrientes o a la mitad de su
concentracién, con o sin reguladores de crecimiento (acido naftaleno acético (ANA); bencil amino purina
(BAP); acido indol butirico (AIB) en diferentes concentraciones (Tabla 1). Se solidificaron con agar 7,5 g.L-
1y se les agrego sacarosa al 2%.

El pH de los medios de cultivo se midié con pHmetro electrénico y se ajusté a 5.8 - 6,2 con hidréxido de
sodio 1N y acido citrico. Los mismos se esterilizaron en autoclave a 120°C, durante 20 minutos y a 1
atmosfera de presion. Los cultivos fueron mantenidos en cdmaras climatizadas, con iluminacion LED (1,5
umol/watt en radiacion PAR) con 16 h de luz y 8 h de oscuridad. La temperatura se regul6 en 21°C +/- 2°C.
Las plantas completas obtenidas se aclimataron en envases de plastico (vasos plasticos y macetas) con
sustrato estéril mezcla de tierra-perlita (6:4), se las cubrié con bolsas de nylon para mantener la humedad
y se realizaron riegos semanales con agua corriente. Se mantuvieron en condiciones ambientales
controladas de iluminacion LED (1,5 pmol/watt en radiacién PAR) con fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de
oscuridad. El periodo de aclimatacion fue de aproximadamente 8 semanas, durante el cual la humedad se
fue reduciendo gradualmente, abriendo las bolsas hasta retirarlas. Luego se trasladaron a invernadero. Se
evalué la respuesta morfogénica: formacion de brotes, raiz o callo (porcentaje), porcentaje de necrosis,
contaminacién y oxidacién de los explantes.
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Figura 2
Ensayos de macropropagacion de S. humboldtiana. Se utilizaron diferentes tamaros de estacas,
tratamientos, sustratos y envases de acuerdo a lo explicado en Metodologia.
A. Ensayo 1. Estacas de S.humboldtiana en sustrato constituido por una mezcla de tierra-perlita-
vermiculita.
B. Ensayo 2. Estacas de S. humboldtiana en un sistema hidropdnico.
C. Ensayo 3. Estaquillas de 0,1-0,2 cm de diametro y 4-5 cm de largo. Se probaron dos sustratos: una
mezcla de tierra-perlita y tierra-arena.
D. Material de propagacion del ensayo 4.
E. Ensayo 4. Estaquillas de 30-35cm de largo y de 0,1-0,2 cm de diametro en sustrato, mezcla de tierra y
perlita (6:4).
F. Ensayo 4. Estacas de 30-35cm de largo y de 1 cm de diametro en sustrato, mezcla de tierra y perlita
(6:4).

EVALUACION DE LA TOLERANCIA A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE COBRE DE ESTACAS
DE SALIX HUMBOLDTIANA

Con el objetivo de evaluar la capacidad de remocién de Cu*? en solucién, estacas enraizadas de Salix
humboldtiana (10 individuos por tratamiento), fueron colocadas en diferentes concentraciones de Cu (1, 5,
10, 25 y 50 mg.L' de Cu+?), en un sistema hidropénico, méas un tratamiento testigo en ausencia del metal.
Se colocaron 1000 mL de solucién con la concentracién de cobre correspondiente y el pH se ajusté a 5.5
con H2SO4 y NaOH. El ensayo se realizd por el término de 20 dias y fue muestreado el primer, segundo y
sexto dia de la 1° semana y luego semanalmente. Se tomaron muestras de 5 ml de la solucién por cada
tratamiento. Las mismas se filtraron con papel de filiro y se estabilizaron con 0,25 mL de HNO3 para su
posterior andlisis. La determinacién del cobre presente en las mismas se realiz6 por espectrofotometria de
absorcion atémica utilizando Cuprizona (bis- ciclohexanona oxalildihidrazona) como reactivo (Rocha &
Costa, 2006). Se midi6 la absorbancia las muestras tomadas y se transformaron estos valores a mg.L' de
Cu *2 (ppm) y se graficaron en funcién del tiempo.
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Tabla 1
Acondicionamiento y desinfeccion de explantes y medios de cultivo para la micropropagacion de S.
humboldtiana.
Tipo de Acondicionamiento y : :
Ensayo oy plante desinfeccion de los explantes Medios de cultivo
Ye Yemas Inmersion en fungicida benomilo MS o MS/2 sin
1000 mg.L-1 durante 90 min, luego reguladores de
1 minuto en etanol T0%, 20 min en i Frecgnlento DBAP
hipoclorito de sodio comercial 'IamICIE:Ii ;SF‘JCAOE 501
{55g.L-1) 30% 2 enjuagues con g- mg.L-1 g

agua bidestilada estéril. Las yemas

fueron separadas de las secciones

nodales, bajo condiciones estériles

(campana de flujo laminar) y se les

extrajeron las escamas protectoras
con un bisturi.

MA Microestacas A_ Lavado con agua corriente VWPM sin reguladores
de material durante 5 minutos, Benomyl (2000 de crecimiento o
adulto mg.L-' 180 minutos) e hipoclorito de suplementado con
sodio comercial (55g.L7") 50 % (25 y BAP a diferentes
45 minutos). concentraciones (0,1;

B. Cepillado con jabén blanco 05115 y2mgl')
lavado con agua corriente durante 5
minutos. Inmersién en 2000 mg L
de fungicida benomyl durante 3
horas, hipoclorito de sodio
comercial al 60 %, durante 50

minutos.
MJ1 Microestacas  Lavado con agua corriente durante  WPM sin reguladores
de ramas 5 minutos y se desinfectaron con
juveniles de 1000 mg.L-" de fungicida benomyl
estacas en durante 30 minutos y con cloro
invernadero activo 2% (conversion al 2% de

cloro activo utilizando hipoclorito de
sodio comercial) durante 10

minutos.
MJz2 Brotes de 4 0 Lavado con agua corriente durante WPM/2 sin
5 meses de 5 minutos, se desinfectaron con reguladores de
estaquillas en 2000 mg.L-" de fungicida benomyl crecimiento.

invernadere  durante 60 minutos y con hipoclorito
de sodio comercial al 30%
adicionando 3 gotas de tween 20
durante 25 minutos.

Ho Hojas de MS suplementado con
plantulas BAP 1mg. L y ANA
obtenidas in 0,5 mg.L-". MS con
vitro Tmg/L-! de BAP y 1
mg.L-de ANA
Callos Callos MS con BAP 1mg/L-y
obtenidos de ANA 0,5 mg. L.
hojas vy
microestacas
in vitro
Enraiza Brotes WPM adicionado con
miento  formados in AIB 0,1 mgL', WPM
vitro o WPM/2 sin
reguladores de
crecimiento
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RESULTADOS

MACROPROPAGACION

El 100% de las estacas de S. humboldtiana que se colocaron en agua corriente (ensayo 1) formaron
raices a los 20 dias. Estas estacas enraizadas se pasaron al sustrato donde formaron plantas completas
normales (Figura 3).

El 95% de las estacas de S. humboldtiana que fueron tratadas con AIB 50 mg.L' durante 24 horas en
un sistema hidropoénico (ensayo 2) formaron numerosas raices normales y brotaron dando lugar a plantas
completas (Figura 4).

En el ensayo 3, el 100% de las estaquillas brotaron. El 60% de las estacas sin aplicacion de reguladores
de crecimiento (testigo) y colocadas en tierra-arena enraizaron a los 20 dias, contra un 40% de
enraizamiento en sustrato tierra-perlita. Los tratamientos con AIB no indujeron un mayor porcentaje de
enraizamiento en ninguno de los dos tipos de sustrato (40% enraizaron en tierra-arena y 30% en tierra-
perlita). Las plantas obtenidas se mantuvieron bajo condiciones de invernadero (Figura 5).

Ensayo 4. El 80% de las estacas y 90% de las estaquillas enraizaron y formaron plantas completas a los
25-30 dias (Figura 6).

Figura 3
Plantas de Salix humboldtiana provenientes del Ensayo 1 (estacas tratadas con agua corriente).

Figura 4
Estacas de S. humboldtiana tratadas con AIB 50 mg/L en un sistema de hidroponia. A y B: parte aérea.
C: raices formadas de novo.
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Figura 5
Plantas obtenidas por estaquillado de Salix humboldtiana en sustrato tierra perlita y tierra-arena.

Figura 6
Plantas de S. humboldtiana obtenidas a partir de estacas (A) y estaquillas (B). Para las estacas se utilizé
IBA 50 mg/L durante 24 horas y para las estaquillas, IBA 20 mg/L durante 2 h. Sustrato, mezcla de tierra
y perlita (6:4).

MICROPROPAGACION
En la Tabla 2 se muestran los resultados de la introduccién in vitro de diferentes explantes de S.
humboldtiana, de acuerdo a los ensayos detallados en la Tabla 1.
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Tabla 2
Resultados de la micropropagacion de S. humboldtiana.

Ensayo Porcentaje de Respuesta
contaminacion
Ye 8% de contaminacion, El 65% de las yemas introducidas in
principalmente con hongos vifro en un medio de cultive MS/2 sin

reguladores de crecimiento formaron
brotes a partir de los meristemas
preformados. No se observd la
generacion de brotes nueveos. EI 100%
de los brotes se oxidaron y necrosaron
a los 40 dias de cultivados in vitro.
MA A. 60% de contaminacion En los medios de cultivo WPM con
cuando se utilizé hipoclorito de  BAP se formé callo organogénico en la
sodio al 50% durante 45 base de los explantes. Los callos se
ks subcultivaron a un medio de cultivo MS

M, Q i 16
cuzgdgf;?t‘i’:nf;:tj';”i'g:fgfs?dn con BAP/ANA 1-0.5 mg/L donde dieron

en hipoclorito de sodio fue de lugar a brotes de novo (organogénesis
25 minutos. indirecta). Figura 7 Dy E.

B. 80-90% de contaminacion

con la desinfeccidon ensayada En el medio de cultivo WPM sin

reguladores de crecimiento, el 100 %
de los explantes brotaron a los 20 dias
(organogénesis directa) y enraizarona
los 25-30 dias en el mismo medio. Se
obtuvieron vitroplantas que se
aclimataron exitosamente. Figura 7 A,
ByC.

N1 10 % de contaminacion El 90% de los explantes formaron
brotes en un medio de cultivo WPM sin
reguladores. La organogénesis fue
directa, a partir de los brotes
preformados. Figura 8

NJ2 Menor al 10 % de Alos 15-20 dias en medio WPM/2 los
contaminacian brotes preformados elongaron. A los
30 dias enraizaron en el mismo medio

de cultivo y las plantas completas se

rusticaron durante 50-60 dias en un

sustrato de tierra-perlita. Luego se
pasaron a invernadero. La
organogenesis directa se muestra en
la Figura 9.

Ho Alos 35 dias de cultivadas in witro, las
hojas formaron callos organogénicos
en un medio de cultive M3
suplementado con BAP 1mg.L-1y
ANA 0.5 mg.L-1. Los callos se
subcultivaron a un medio M5 con BAP
1mg/L-" y ANA 1 mg.L-" originando
brotes de novo. Los brotes obtenidos
se subcultivaron a medio de
enraizamiento WPM adicionado con
AlIB, 0,1 mg.L"", donde formaron raices
a los 25 dias. Figura 10.

Enraizamiento 100 % de enraizamiento en medio
WPM o WPM/2 sin reguladores de
crecimiento.
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Figura 7
Ensayo MA (material adulto). Organogénesis directa e indirecta a partir de microestacas de material
adulto de S. humboldtiana. A. Microestacas en medio de cultivo WPM sin reguladores de crecimiento, con
yemas. B. Brotes preformados elongados y enraizados en el mismo medio de cultivo. C. Vitroplantas
rusticadas. D. Callos formados en la base de microestacas en medio de cultivo MS con BAP/ANA 1:0,5
mg/L. E. Callo organogénico con brotes adventicios en medio de cultivo MS con BAP/ANA 1:0,5 mg/L.

Figura 8
Ensayo MJ1. Organogénesis directa a partir de secciones nodales de material juvenil de estacas de S.
humboldtiana. A. Secciones nodales con brotes. B. Microestacas con brotes y enraizadas. C. Plantas de
S. humboldtiana rusticadas.

11
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Figura 9
Ensayo MJ2. Microestaquillado de S. humboldtiana a partir de secciones nodales de material juvenil de
estaquillas en medio de cultivo WPM/2 sin reguladores de crecimiento.A. Microestacas. B. Microestacas
con elongacion de brotes. C. Microestaca enraizada. D.Vitroplantas. E. Vitroplantas en aclimatacion. F.
Plantas de S. humboldtiana aclimatadas.

Figura 10
Ensayo HO. Organogénesis indirecta a partir de hojas de Salix humboldtiana obtenida en un medio de
cultivo MS suplementado con BAP 1mg.L-1 y ANA 0.5 mg.L™". Los callos se subcultivaron a un medio MS
con BAP 1mg/L-1 y ANA 1 mg.L-1. A. Callos organogénicos. B. Brotes enraizados. C. Vitroplantas de S.
humboldtiana aclimatadas.

En la Tabla 3 se resumen las respuestas morfogénicas obtenidas en cada medio de cultivo para cada
uno de los explantes.

El protocolo optimizado para la micropropagacion de S. humboldtiana comprende las etapas que se
muestran en la Figura 11.
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Tabla 3
Medios de cultivo y la respuesta morfogénica de explantes de S. humboldtiana.

Medio basal Reg. de mg.L-" Tipo de Respuesta
crecimiento Explante morfogénica
MS/2 - - Yemas de Proliferacion de yemas
arboles adultos
MS completo  BAP/ANA 1:0,5 Hojas Induccion de callo
MS completo  BAP/ANA 1:1 Hojas Proliferacion de brotes
de novo
WPM AlB 0,1 Brotes Enraizamiento
obtenidos in
vitro
WPM BAP 0,1; 0,5; Microestacas Induccién de callos
1; 1.5: 2
WPM/2 - - Microestacas Crecimiento de brotes

Yy enraizamiento

Estaquillas in
Fuente de vitro-Medio de Estaquillas con Plantas

Vitroplantas
aclimatadas-50-

Explante-

Acondicionamie cultivo WPM o brotes Enraizamiento-

WPM/2 sin elongados-15- 30 dias en

pto Y reguladores del 20 dias en WPM/2 sin PGR
desinfeccién

completas en
60 dias !nvernaderlo.—

aclimatadas Tiempo total: 3

crecimiento WPM/2 sin PGR meses
{PGR)

explantes
{brotes-

secciones
nodales)

Figura 11
Protocolo de la micropropagacion por organogénesis directa de S. humboldtiana. Desde la introduccion
del explante in vitro hasta la obtencion de plantas completas.

EVALUACION DE LA TOLERANCIA A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE COBRE DE ESTACAS
DE SALIX HUMBOLDTIANA

Se logr6 ajustar la técnica para la determinacién de cobre utilizando Cuprizona como reactivo. En
la Figura 12 se muestra el aspecto de la parte aérea de las plantas de Salix humboldtiana sometidas al
ensayo exploratorio de tolerancia a diferentes concentraciones de cobre. Como puede observarse, tras la
exposicion a Cu, permanecieron con apariencia normal y en crecimiento activo, sin evidencia visual de
toxicidad.

Se observo que, bajo las condiciones estudiadas, las concentraciones de Cu+? presentes en las muestras
disminuyeron a lo largo del ensayo. Esta reduccion de cobre en los diferentes tratamientos se observa
durante los primeros 6 dias de iniciado el ensayo y fue muy marcada en los tratamientos de 50 y 25 mg/L
de Cu+2.

En la Figura 13 se muestra como la concentracién de cobre se reduce a lo largo del tiempo (20 dias).
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Figura 12
Aspecto de la parte aérea de las plantas de Salix humboldtiana sometidas al ensayo de tolerancia a

diferentes concentraciones de cobre.

35

30

25

20 —5

Cu +2 [mafL)

1} 3 10 13 20 23

Tiempo [ dias)

Figura 13
Variacién de la concentracion de Cu+2 en mg.L-1.Ensayos con estacas enraizadas de S. humboldtiana
colocadas en soluciones con 0 a 50 mg/L de cobre durante 20 dias.

DISCUSION

MACROPROPAGACION DE SALIX HUMBOLDTIANA

La macropropagacion de S. humboldtiana se logr6 utilizando estacas con o sin aplicacion de reguladores
de crecimiento (estacas sumergidas en agua; estacas tratadas con AIB). Bajo las condiciones de
experimentacion de este trabajo, el enraizamiento de estacas en inmersion en agua (100% de
enraizamiento) fue mas eficiente que el uso de estacas y estaquillas tratadas con AIB (95% de
enraizamiento), aunque ambos son sistemas eficaces. Los resultados obtenidos son coincidentes con los
alcanzados por Lépez et al., (2020) y Sorin et al. (2022). Los primeros ajustaron un dispositivo para el
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enraizamiento de estacas de 20 cm de longitud y entre 1 y 2 cm de grosor deS.
humboldtiana var humbolditiana de ambientes patagdnicos sin asistencia hormonal para enraizamiento.
Sorin et al. (2022) encontraron que en S. viminalis, el agua estimulé mas de 15 raices para esquejes de 20
y 25 cm, mientras que los reguladores de crecimiento ensayados inhibieron la formacion de raices. En este
mismo sentido, Ragonese et al. (1969) reportan que el tratamiento de estacas de sauces con el AIB no
produjo ventajas tan evidentes, como si ocurri6 con alamos. Nuestros resultados coinciden con los
obtenidos por los autores citados y difieren de lo encontrado por Pereyro (2009), que logré 100% de
enraizamiento de estacas de S. humboldtiana utilizando AIB 500 ppm, sin utilizar un sistema hidropénico y
también con lo reportado por Giraldo & Rios (2009) que indican que para enraizar barbados de S.
humboldtiana es necesario utilizar enraizantes. El tamano de las estacas puede influir en su capacidad de
enraizamiento y en la disponibilidad de material de propagacion. Existe escasa informacion cientifica sobre
el tamano adecuado de estacas a utilizar en la propagacion vegetativa de S. humboldtiana. En este trabajo
se utilizaron estacas de 30 cm de longitud y 0,8 cm de diametro, obteniéndose un alto porcentaje de
enraizamiento; el diametro de las estacas es un poco menor al sugerido por Bardi et al. (2016), quienes
determinaron que en S. humboldtiana es conveniente la utilizacién de estacas de didmetro mayor a 1 cm
para la obtencion de barbados de un arno de raiz y uno de parte aérea, coincidiendo con el material utilizado
por Lépez et al. (2020). La técnica mas comun en arboles es el estaquillado y S. humboldtiana pareceria
no ser una excepcion, ya que en el Ensayo 3 se observé la presencia de numerosos brotes y el 100% de
las estaquillas brotaron. Uno de los sustratos mas adecuados para el establecimiento de las mismas fue la
mezcla de tierra- arena, coincidiendo con Cruz Aruni (2018), quien observd que para el enraizamiento de
estacas de S. viminalis es recomendable la combinacion con diferentes elementos en el sustrato, como
tierra del lugar, turba, arena y estiércol.

MICROPROPAGACION DE SALIX HUMBOLDTIANA

El protocolo de acondicionamiento y desinfeccidén de los diferentes explantes fue eficaz para yemas y
microestacas juveniles. El porcentaje de contaminacién de las microestacas de material juvenil fue
considerablemente menor (10%) que el proveniente de material adulto (80-90 %) por lo que se recomienda
la utilizacién de material vegetal propagado por medio de estacas como fuente donante de explantes de
esta especie. Para la propagacion in vitro de especies lefiosas es necesario utilizar material vegetal
establecido en invernaderos que permitan reducir la incidencia de microorganismos patdégenos y
saprofiticos y asi obtener una respuesta rapida del explante. Varios reportes indican que cuando se realiza
el establecimiento in vitro a partir de plantas madres lefiosas cultivadas mediante el estaquillado en
invernadero se logra mejorar la supervivencia de los explantes con menores indices de contaminacion
microbiana que cuando se utiliza material vegetal procedente directamente de campo (Jiménez Terry &
Agramonte, 2013). En este trabajo probamos las respuestas de diferentes explantes (hoja, yemas,
microestacas de material adulto y joven). La seleccién del explante es un aspecto clave para tener éxito en
el cultivo de tejidos, ya que, dependiendo de su ubicacion en la planta, del tipo de tejido que contiene, de
su edad cronoldgica vy fisiolégica, de su contenido endégeno de hormonas, entre otros, se comportara de
una manera o de otra. Las hojas formaron callo organogénico que dieron lugar a plantas completas en
medios de cultivo MS con ANA/BAP. Estos resultados son similares a los obtenidos por otros autores en
otras especies de Salix (Stoehr et al.,1989; Guan et al., 2018; Xiaoxia et al., 2020). Sin embargo, utilizando
segmentos foliares de S. humboldtiana cultivados en un medio WPM suplementado con ANA/AIB se
obtuvieron solo raices adventicias (De Paiva Neto et al., 1998; Santos et al., 2005). Si bien varios autores
han reportado el éxito del uso del cultivo de tejidos vegetales para propagar diferentes especies de sauces
(Chung & Carrasco, 2008), hay pocos reportes sobre la micropropagacion exitosa de S.
humboldtiana (Pereira et al., 2000; De Paiva Neto et al., 1998). En este trabajo se logré optimizar la
micropropagacion por organogénesis directa a partir de microestacas obtenidas de brotes de plantas
clonadas por macropropagacion, crecidas bajo condiciones de invernadero. La misma se indujo en un
medio de cultivo WPM/2 sin reguladores de crecimiento. El proceso lleva 3-4 meses aproximadamente.
Los medios de cultivo con reguladores de crecimiento como BAP promovieron la formacién de callos en la
base de la microestaca. El medio de cultivo WPM sin reguladores fue el medio més adecuado para la
obtencién de brotes y para el enraizamiento de las microestacas. Sin embargo, Pereira et al. (2000) utiliza
como medio de cultivo las sales de MS, obteniendo la proliferacion de brotes o la induccién raices tanto de
explantes de plantas adultas como de plantulas clonadas de S. humboldtiana. Bajo las condiciones de
cultivo ensayadas, el uso de yemas como explante no dio buenos resultados. Las mismas se oxidaron y
necrosaron. Esto difiere de los resultados obtenidos por Capuana et al. (2022) que ajustaron un protocolo
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de micropropagacién de tres ecotipos de S. acmophylla, a partir de yemas en un medio que contiene BA o
carbén activado y Xiaoxia et al. (2020) que obtuvieron plantas de S. matsudana desde yemas apicales en
un medio WPM suplementado con Zeatina y ANA. Si bien el explante mas usado para los procesos de
propagacion in vitro son las yemas vegetativas de las plantas, siendo éstas las que mejor garantizan la
clonacién, en este trabajo no se pudo optimizar un protocolo de regeneracién a partir de este tipo de
explante. La oxidacion es uno de los mayores problemas encontrados durante el desarrollo de procesos in
vitro con especies lefiosas. No obstante, en muchos casos se ha podido solucionar y los sistemas de
propagacién han logrado ser optimizados con éxito. Es necesario, para el caso de Salix, enfocar esfuerzos
en la busqueda de tratamientos que solucionen el problema oxidativo de las yemas, de manera que se
pueda continuar y mejorar el desarrollo de un sistema de multiplicacion a partir de este tipo de material. Sin
embargo, pudimos multiplicar sauce criollo a partir de microestacas o secciones nodales con yemas, en un
medio WPM/2 sin reguladores de crecimiento.

Se observo la formacion de callos en las hojas y en la base de microestacas que provienen de material
adulto, cuando se cultivan en un medio MS suplementado con BAP 1 mg.L" y ANA 0,5 mg.L". La apariencia
de los callos organogénicos fue translucida, de color blanquecino, con &reas friables y compactas. Los
callos organogénicos de S. humboldtiana dieron lugar a brotes en medio de cultivo MS con BAP 1mg/L"'y
ANA 1 mg.L". Esto es similar a lo obtenido por Santos et al. (2005) que establecieron Salix in vitro a través
de la induccién y formacién de callos friables de explantes foliares inoculados en medio MS con auxinas y
citocininas, indicando que es probable que los callos deriven de la region cambial aparentemente
responsable de la acumulacién de citocininas. Segun Van Staden (1979), parece que los brotes en si
mismos no sintetizan citocininas pero tienen la capacidad de hidrolizar las formas de almacenamiento de
la hormona, cuando se requieren para el crecimiento. Smith (2012), afirma que los callos se generan a
partir de la zona de corte de los explantes, zona que esta en contacto directo al medio con los reguladores
de crecimiento que influyen en una acumulaciéon de auxinas, estimulando una continua divisién mitética
que genera la formacién de tejido calloso poco a poco hasta cubrir el explante en gran parte o por completo,
y esto fue observado también en las hojas de S. humboldtiana introducidas in vitro. Si bien se han publicado
varios estudios sobre la micropropagacion clonal de Salix en los Ultimos 40 afios, sélo cuatro estudios
informaron los sistemas de cultivo de callos (Shahid & Anis, 2020). Nuestros resultados suponen un avance
importante en la aplicacidén de técnicas biotecnol6gicas en programas de mejoramiento genético de sauce
criollo, para futuras investigaciones en induccién de embriogénesis somatica indirecta, organogénesis
indirecta, rizogénesis, aislamiento de protoplastos, entre otros.

Las vitroplantas de Salix se aclimataron en sustrato mezcla tierra/perlita 6:4, en envases de plastico
protegidas con bolsas de polietileno, regadas con agua corriente, durante 50-60 dias (8 semanas) hasta
gue pasan a invernadero. El periodo de aclimatacion fue suficiente para observar que las plantas pueden
sobrevivir a la eliminacién de un ambiente in vitro sin el uso de fertilizantes, fungicidas o antibiéticos a
diferencia de otros estudios, como el de Pereira et al (2000) que realizaron el riego con solucion de
ampicilina al 0,005% (v/v) para el mantenimiento de las vitroplantas. Otros estudios citados por Lyyra et al.
(2006), tuvieron un periodo de aclimatacion en el que la humedad se fue reduciendo gradualmente durante
2 a 6 semanas. En estos estudios, se utilizaron sustratos diferentes para el pasaje de las plantas a la
condicién de invernadero, fundamentalmente arena y tierra en diferentes proporciones. En nuestro trabajo
el sustrato estéril compuesto por mezcla de 6:4 de tierra: perlita fue el mas adecuado.

Los métodos de propagacién no presentan una especificidad por cultivo, su aplicaciéon varia con las
caracteristicas de las plantas y su objeto. Es por ello que cada protocolo para cada genotipo debe ser
optimizado. Segun Jiménez-Terry y Agramonte (2013), la macropropagacion se utiliza principalmente en
cultivos que se reproducen por via asexual con elevados coeficientes de multiplicaciéon y mayor rentabilidad
de este método a diferencia de utilizar la costosa infraestructura inicial y gastos en reactivos de la
micropropagacioén. Estos autores enfatizan en la necesidad de combinar estos métodos (macro y micro)
para incrementar la eficiencia del proceso de reproduccién a gran escala de las plantas. La combinacion
de estas vias de multiplicacion y del corte de esquejes mediante podas sucesivas permite alcanzar mayor
eficiencia y mejor respuesta de las plantas tanto para el cultivo in vitro como la plantacién en campo de las
plantas regeneradas.

ESTUDIOS EXPLORATORIOS DE LA TOLERANCIA A CU*? DE S. HUMBOLDTIANA
Bajo las condiciones estudiadas, las concentraciones de Cu+*? disminuyeron a lo largo del ensayo. La
reduccién de cobre se observd en los primeros 6 dias de iniciado el ensayo y fue mayor cuando la
concentracion fue de 50 mg/L de Cu*2.
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Los sauces en general, han mostrado un alto potencial para la fitoextraccion de metales pesados.
Algunos autores han estudiado la tolerancia a cobre y zinc (Zn) y el potencial de acumulacién entre clones
de sauce cultivados en una solucién nutritiva tratada con 50 yM de Cu o Zn (menor a las utilizadas en
nuestro trabajo), respectivamente (Dos Santos Utmazian & Wenzel, 2007; Yang et al., 2020). Los
resultados mostraron diferencias en la tolerancia y acumulacién de Cu y Zn con respecto a diferentes
especies/clones. La variacion de la respuesta entre los clones a la exposiciéon a Cu o Zn fue desde la
estimulacién del crecimiento hasta la inhibicion, y todos los clones probados mostraron una mayor
tolerancia a Cu que a Zn. Concluyeron que la mayoria de los clones de sauce son buenos acumuladores
de estos metales. Por otro lado, Cao et al. (2018), evaluaron siete especies/clones de sauce por sus
variaciones en la tolerancia y acumulacién de cobre, cuando se expusieron a diferentes dosis en un sistema
hidropdnico durante 40 dias. Tras la exposiciéon a Cu, todas las especies/clones de sauces probados
permanecieron con apariencia normal y en crecimiento activo, sin evidencia visual de toxicidad, al igual que
las plantas de S. humboldtiana. Segun los autores citados, la mayoria de Cu se acumula principalmente en
las raices. En la experiencia de tolerancia a cobre con plantas de Salix humboldtiana utilizamos diferentes
concentraciones de Cu+2. Kopittke et al. (2010), indica que un ensayo hidropénico debe contener al menos
4 concentraciones del metal a evaluar, incluyendo el testigo, por o que se considera que el numero de
niveles utilizado en este ensayo (5) fue adecuado. S. humboldtiana también ha sido reportada como
acumuladora de plomo, mercurio, arsénico, zinc y cadmio (Gomes et al., 2011b; Jara Pefa et al., 2014;
Camargo, 2019).

CONCLUSIONES

Salix humboldtina es la Unica especie de sauce nativa de América del sur y esté en riesgo, por la alta
hibridacién con otras especies de sauces y la degradacion de los ecosistemas nativos. Aunque la mayoria
de los sauces pueden ser propagados facilmente, es importante contar con diferentes estrategias para su
propagacién masiva, sobre todo cuando se necesitan clonar individuos de interés para la fitorremediacion
y reintroduccién en ecosistemas degradados. En este trabajo ajustamos las técnicas de macro y
micropropagacion de S. humboldtiana. La micropropagacion para la produccion a gran escala se llevé a
cabo utilizando tanto explantes de plantas adultas como de plantulas clonadas. Se utilizaron pocos
insumos, lo que implica bajar el costo de su multiplicacion. Esto destaca la factibilidad de la integracién del
cultivo in vitro y la macropropagacién como via para garantizar la sostenibilidad de la propagacién de sauce
criollo. Por otro lado, se evalud la capacidad para absorber cobre de esta especie. En base a los resultados
obtenidos, se pudo observar que disminuyé en el tiempo la presencia de Cu en la solucién, con lo cual se
asume que fue incorporado por la planta. El sauce criollo posee potencial de uso para la conservacion,
reintroduccién, restauracion ecoldgica o para fitorremediacion. Diferentes factores como las presiones
antropicas sobre éstos ecosistemas donde crecen y el escaso conocimiento de los requerimientos para su
propagacion vegetativa, han generado la necesidad de implementar diferentes técnicas para su rescate.
La macro y micro propagacion de sauce nativo constituyen herramientas muy importantes para obtener un
alto nimero de individuos necesarios para iniciar estrategias de recuperacion de areas contaminadas y
para su conservacién ex situ. Los ensayos realizados demuestran el potencial de S. humboldtiana para la
eliminacién de los iones cobre de soluciones acuosas. No obstante, es necesario profundizar los estudios
y realizar nuevos ensayos de absorcion de Cu para confirmar la capacidad y la estrategia fitorremediadora
de la especie estudiada.
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