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Articulo cientifico

EFECTOS DE LA HIPERHIDRICIDAD SOBRE LA REGENERACION DE APICES CRIOCONSERVADOS
DE AJO (ALLIUM SATIVUM L.)

Maria de los Angeles Torres Mederos

RESUMEN

La hiperhidricidad es un desorden que ocurre en el cultivo de los tejidos vegetales y causa anormalidades
morfolégicas y la muerte de las plantulas. En este trabajo se evalud el efecto de la hiperhidricidad sobre la
regeneracion de plantas a partir de apices crioconservados de ajo. En un primer experimento, parte de los
apices mostraron sintomas severos de hiperhidricidad con pérdida de su capacidad regenerativa, lo que
condujo a modificaciones en los procedimientos de la recuperacidon. La crioconservacion se realizo
mediante el protocolo vitrificacion con la solucion PVS3. La ocurrencia y los efectos de la hiperhidricidad
fueron variables entre las diferentes réplicas, pero todas regeneraron plantas viables. Los apices
crioconservados y los de la muestra control mostraron resultados similares respecto al desarrollo de las
plantulas. El 40 % de los apices crioconservados que mostraron sintomas ligeros de hiperhidricidad
regeneraron plantas normales y en el 60 % restante, las plantas produjeron bulbillos de pequefio tamafio o
no los desarrollaron. Los apices con que sintomas severos produjeron plantas poco desarrolladas o
murieron. Aunque en la aparicion de la hiperhidricidad influyen diferentes factores del cultivo de tejidos, la
inundacion del apoplasto se considera su causa principal; por ello, en la continuidad de las investigaciones
sobre la conservacion in vitro de ajo en el Banco de Germoplasma del INIFAT se requiere hacer énfasis en
las practicas que eviten altos niveles de humedad relativa en el vaso de cultivo y considerar la incidencia

de la hiperhidricidad en la estimacién de las plantas viables.
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Hyperhydricity effects on the regeneration of garlic (Allium sativum L.) cryopreserved apices.

ABSTRACT

Hyperhydricity is a disorder which occurs in plant tissue culture and causes morphological abnormalities
and death of plantlets. This study is intended to evaluate the effects of hyperhydricity on plant regeneration
of garlic cryopreserved apices. In a first experiment, a part of the apices showed severe hyperhydricity
symptoms and losses their regenerative ability, leading to modifications of the recovery procedure. The
apices were cryopreserved by the vitrification protocol with the PVS3 solution. The occurrence and the
effects of hyperhydricity were variable among different replicas, but all of them regenerated viable plants.
The cryopreserved apices and those of the control sample showed similar results regarding the
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development of the plantlets to bulblets. The 40 % of cryopreserved apices with mild hyperhydricity

symptoms regenerated normal plants, and the other 60 % produced plants with bulblets of small size or

without bulblet development. Apices with severe hyperhydricity symptoms showed less developed plants or

died. Although different factors of in vitro culture influence hyperhydricity appearance, the flooding of

apoplast is considered the mayor causative effect of the hyperhydricity syndrome. That is why, practices

that avoid high relative humidity inside the culture vessel need to be improved, and the hyperhydricity

incidence must be considered for garlic plant viability estimations of in vitro conservation researches at

INIFAT’s Gene Bank.
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INTRODUCCION

La hiperhidricidad es un desorden morfologico,
anatémico y fisiolégico que ocurre durante la
micropropagacion de muchas plantas (Bayraktar
et al.,, 2020; Gao et al., 2018), por lo que su
incidencia se evalua sobre todo en los procesos
de propagacion en medio liquido (Ayub et al.,
2019; Pérez-Pérez et al., 2020), aunque también
aparece en otros procedimientos del cultivo de
tejidos con diferentes grados de severidad.
Puede presentarse con sintomas como hojas
gruesas, deformadas, con apariencia vitrea,
coloracién verde claro, hojas alargadas, turgidas,
y curveadas; y en su expresion mas severa,
puede evolucionar irreversiblemente a la pérdida
de la capacidad regenerativa de los tejidos
(Gaspar et al., 2000).

Los tejidos hiperhidricos se caracterizan por un
alto contenido de agua, y se considera que ese
exceso de agua esta vinculado a la hinchazon
de las células, debido a una presion de pared
menor, originada por la reduccién de los niveles
de celulosa y lignina (de Klerk y Pramanik,
2017).

En una serie de experimentos, de Klerk et al.
(2017) demostraron que si se evitaba o se
intensificaba la inundacion del apoplasto
(constituido por los espacios extracelulares entre
la membrana y la pared celular) disminuia o se

incrementaba respectivamente la manifestacion

de la hiperhidricidad, de lo que concluyeron que
la inundacion del apoplasto es evidentemente el
principal factor que produce este desorden.

La acumulacién de agua en el apoplasto
imposibilita el intercambio gaseoso entre las
células, originando una anaerobiosis (van den
Dries et al., 2013); y en las células se produce la
acumulacion de gases como el etileno y el
jasmonato y se bloquea la comunicacién entre
ellas por medio de las hormonas gaseosas. La
hipoxia de los tejidos, originada por la
disminuciéon del intercambio gaseoso, puede
inducir la formacién de las especies reactivas del
oxigeno (EROs), dando lugar al estrés oxidativo;
el cual significa un incremento en el anién
superoxido (Oz*), el peréxido de hidrogeno
(H202), los radicales hidroxilos (*OH) y los
hidroperéxidos (ROO*®), que originan dafios en
los acidos nucleicos, las proteinas y los lipidos
(Guimdaraes-Vieira et al.,, 2012); aunque la
produccion de EROs en los cloroplastos y las
mitocondrias tiene importantes funciones de
sefalizacion en la expresion genética, el dafio y
la muerte celular; juega un papel importante en
la comunicacion intercelular y a largas distancias
en las plantas; y también en procesos como la
regulacion de la arquitectura radicular, el
crecimiento polar y la senescencia de los

o6rganos (Dietz et al., 2016).
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Debido a que la hiperhidricidad se vincula a la
acumulacién de agua en el apoplasto, su origen
se atribuye a condiciones del cultivo de tejidos
que no favorecen la transpiracién, como los altos
niveles de humedad relativa en el vaso de cultivo
(Rojas-Martinez y de Klerk, 2010). También se
ha encontrado la influencia del agente gelificante
del medio de cultivo (de Klerk et al., 2017), asi
como de su composicion, en particular de la
fuente de nitrégeno (Nagakubo et al., 1997;
Ivanova y Van Standen, 2009); y para su control
se ha estudiado la incorporacion al medio de
diferentes sustancias, como el silicio
(Soundararajan, et al., 2017; Muneer et al.,
2018), el AgNO3 (Gao et al., 2016) y el
Dikegulac (2,3:4,6-di-O-isopropylidene-a-L-xylo-
2-hexulofuranosonic acid) (Antonopoulou et al.,
2018), entre otros.

Bakir et al. (2016) realizaron estudios
moleculares mediante andlisis de secuenciacion
del RNA en hojas hiperhidricas de melocoton
[Prunus persica (L.) Batsch] y encontraron que la
expresion de mas de 300 trancritos (ARN
producto de la transcripcion del ADN) resultd
alterada en las hojas de las plantas hiperhidricas
respecto al control, 30 de ellos relacionados con
reguladores  post-transcripcionales de la
expresion genética de los organelos y la
fotosintesis, la eliminacion celular, el desarrollo
de la cuticula y la respuesta al estrés abidtico.
Las caracteristicas de la especie y el tipo de
explante también influyen en la manifestacion de
la hiperhidricidad. Asi, hay autores que plantean
que la predisposicion a la hiperhidricidad es
genotipo dependiente, con variaciones que
pueden ocurrir no solo entre especies sino
también entre variedades o cultivares de una
misma especie, lo que hace necesario la
evaluacion de las diferentes especies de plantas,
de variedades y de cultivares (Amer y Omar,
2019). En la actualidad, se ha encontrado que

mas de 200 especies han presentado este

desorden fisiolégico, y entre ellas el ajo se
sefiala como muy susceptible (Liu et al., 2017).

En las investigaciones dirigidas a la
crioconservacion de ajo en el Banco de
Germoplasma del INIFAT,la manifestacion de la
hiperhidricidad, en algunos casos ha llegado a
manifestarse en forma severa. El objetivo de
este trabajo es evaluar la influencia de la
hiperhidricidad y de su severidad en la

regeneracién de pices crioconservados de ajo.

MATERIALES Y METODOS
Se analizé la incidencia de la hiperhidricidad
sobre la regeneracion de plantas de dos
experimentos de crioconservacion de apices de
ajo. La procedencia del material vegetal y el
procedimiento de crioconservacion fue el mismo
en ambos experimentos. Sobre la base de los
resultados obtenidos respecto a la
hiperhidricidad en el Experimento 1, se
realizaron algunos ajustes en la fase de
recuperacion del Experimento 2, o sea que las
diferencias entre los experimentos radican en la
fase de recuperacion de las plantas, después de
la extraccion del nitrégeno liquido.
Como material vegetal se trabajé con un clon
Criollo colectado en la localidad de Guira de
Melena, provincia de Artemisa y su utiliz6 como
protocolo de crioconservacion la vitrificacion con
la solucion PVS3.
De los bulbos (dientes) de ajo, desinfectados y
germinados in vitro se extrajeron los apices de
crecimiento, compuestos por el meristemo de
crecimiento, uno o dos primordios foliares y
parte de la base del diente (de 1 a 2 mm), con
un tamafio total del apice no mayor de los 4 mm.
La crioconservacién se realiz6 segun el
procedimiento descrito por Keller y Senula
(2013), como se describe a continuacion.
Después del corte, los apices se mantuvieron
hasta el dia siguiente en el medio MS

(Murashige y Skoog, 1962) suplementado con
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0,1 mg.L"" de &cido indol acético y 0,1 mg.L" de
kinetina (a la temperatura de 25 °C). A
continuacion, se colocaron en crioviales de 1,8
mL y se trataron con una solucion 2,0 M de
glicerol + 0,4 M de sacarosa, por 20 min, a
temperatura ambiente (25 °C). Esta solucion se
remplazé con 1,5 mL de la solucion de
vitrificacion PVS3 (plant vitrification solution) (50
% de glicerol + 50 % de sacarosa) y el criovial se
movio ligeramente, de modo que los apices
quedaran cubiertos y se dejaron en la solucién
por 2 h, con el objetivo de provocar la
deshidratacion. Posteriormente, la PVS3 se
renové (volumen 0,5 mL) y los crioviales se
sumergieron en el nitrégeno liquido (-196 °C),
por 2 h. La muestra se transfiri6 a la temperatura
ambiente al sumergirla con agitaciéon, en un
bafio de agua a la temperatura de 40 °C, por 80
s. Por ultimo, se extrajo la solucién PVS3 y los
apices se lavaron con 1,5 mL de una solucién
del medio MS con 1,2 M de sacarosa, por 10
min.

Ademas de la muestra crioconservada se tratd
una muestra control, que recibié igual
tratamiento exceptuando la inmersion en el
nitrégeno liquido, para discriminar el efecto de la
crioconservacion de cualquier otro efecto
relacionado con el cultivo in vitro.

Recuperacion

Experimento 1.

Después de la extraccion del nitrégeno liquido,
los apices se colocaron en medio BDS (Dunstan
y Short, 1977) con 0,3 M de sacarosa y 0,6 % de
agar en placas de Petri de 90 mm de diametro y
al dia siguiente, se pasaron al mismo medio
aumentando la concentracién de sacarosa al 3
%. Se mantuvieron las primeras 24 h en
oscuridad y posteriormente en fotoperiodo de 12
h luz/oscuridad, a la temperatura de 24 + 2 °C. A
las cuatro semanas del tratamiento, los apices

se transfirieron a erlenmeyers de 100 mL.

Se consideré como supervivencia a la cantidad
de apices que mostraron coloraciéon verde y
aumento de tamafio y como valor de |la
regeneracién a los apices que emitieron nuevas
hojas. Ambas se evaluaron a las cuatro
semanas de la recuperacion, en porcentaje.
Ademas, se evalud el crecimiento (cm), el color,
la emision de hojas (%), la contaminacion (%) y
la hiperhidricidad (%).

Se utilizaron tres réplicas, de 10 apices por
tratamiento (30 apices).

Los resultados del Experimento 1, en cuanto a la
manifestacion de la hiperhidricidad, motivaron
ajustes en la fase de recuperacion del segundo
experimento.

Experimento 2.

A la salida del nitrégeno liquido, los apices se
colocaron en placas de Petri, con medio MS
conteniendo 0,3 M de sacarosa y agar al 0,8 %,
cubierto con papel de filtro. A las 24 h, se
transfirieron a placas de Petri, con el medio
Linsmaier y Skoog (1965), con una relacion en
las concentraciones KNO3/NH4Cl de 56,5/3,5
mM (Nagakubo et al., 1997), 3 % de sacarosa y
75 uM de acido giberélico, cubierto con papel de
filtro. Las placas se mantuvieron durante una
semana en la oscuridad y después los apices se
pasaron de las placas a erlenmeyers de 100 mL
manteniendo el mismo medio de cultivo.
Después de 15 dias en los erlenmeyers (a las
tres semanas del tratamiento de
criconservacion), los brotes se pasaron a tubos
de cultivo individuales, con el mismo medio de
cultivo y la identificacion del criovial de origen.
Durante su desarrollo las plantas se mantuvieron
en fotoperiodo de 12 h luz/oscuridad, a la
temperatura de 24 + 2 °C. Una vez que iniciaron
la bulbificacién, se transfirieron al medio BDS
con 15 % de sacarosa.

La muestra crioconservada estuvo formada por

41 apices distribuidas en ocho crioviales (cinco
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apices por criovial) y 15 apices para la muestra
control.

Las muestras se revisaron diariamente durante
la primera semana y a continuacion,
semanalmente.

Para evaluar la manifestacion de Ia
hiperhidricidad se establecieron las categorias:
No H: No se manifestd la hiperhidricidad, los
apices de crecimiento desarrollaron hojas
fototropicas, sin engrosamiento, curvaturas o
cualquier otro sintoma externo.

HL (hiperhidricidad ligera): La primera hoja
mostré engrosamiento o curvatura, pero el apice
de crecimiento y las nuevas hojas no mostraron
sintomas.

HS (hiperhidricidad severa): Puede
manifestarse en diferentes niveles de severidad,
desde el aspecto suculento de la hoja externa y
la ralentizacion del desarrollo del apice de
crecimiento  hasta la pérdida de Ila
organogeénesis.

Para evaluar el desarrollo que alcanzaron las
plantas regeneradas se establecieron las
categorias siguientes:

PB (plantas que bulbificaron): plantas que
presentaron las fases del crecimiento propias del
cultivo y mostraron buen desarrollo del bulbo.

BP (bulbos pequefios): plantas que mostraron
todas las fases de desarrollo del cultivo, pero
produjeron bulbos de menor tamafio.

No B: plantas que no bulbificaron

No DA: plantas que no desarrollaron el apice
de crecimiento.

Los valores se expresaron en porcentajes, para
cada tratamiento respecto a la cantidad total de
explantes que componian la muestra.

RESULTADOS Y DISCUSION

Experimento 1

La regeneracion de los apices a las 4 semanas
de la recuperacion se muestra en la Tabla 1. En
ella se observa que el 66,1 % de los apices (las
dos terceras partes) habian producido brotes
con un tamafio superior a 1 cm y mostraban la
emergencia de nuevas hojas. En la tercera parte
de los apices (el 33,3 %) se observaron
sintomas de hiperhidricidad, llegando en algunos
casos a manifestarse de forma severa, con la
pérdida de la organogénesis como muestra la
Figura 1. La evolucioén de la hiperhidricidad hacia
la pérdida de la capacidad regenerativa de los
tejidos se atribuye a variaciones genéticas en la
poblacién celular, a cambios epigenéticos y a la
desapariciéon de las sustancias promotoras de la
morfogénesis (Gaspar et al., 2000). En otros
casos de hiperhidricidad severa, se observo
cierto crecimiento de los primordios foliares
engrosados, pero no se produjo el crecimiento
del meristemo apical. Al analizar las condiciones
del cultivo a las que estuvieron expuestos los
explantes se encontraron algunos
factores que pudieron haber influido en la

manifestacion severa de la hiperhidricidad.

Tabla 1. Caracteristicas de los apices crioconservados a las cuatro semanas de la recuperacion.

Indicador

(%)

Supervivencia

95,5

Regeneracién

91,0

Crecimiento (+ de 1 cm)

66,7

Color verde

72,7

Emisién de hojas

66,7

Hiperhidricidad

33,3

Contaminacién

8,7
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Figura 1. Manifestacion de la hiperhidricidad severa en la recuperacién de apices de ajo crioconservados.

Las flechas indican que en parte de los apices se produjo la pérdida de la capacidad organogénica.

En primer lugar, en la fase inicial de la
recuperacion los explantes se colocaron
directamente sobre el medio de cultivo sin papel
de filtro, lo que hizo mas directo el intercambio
del explante con la fase liquida del medio.
Ademas, se mantuvieron por un tiempo
prolongado en las placas de Petri, donde existe
mayor cercania de los apices con la humedad
depositada en la superficie superior interna de
las placas, un recipiente relativamente pequefo.
Al respecto George (1993/1996) sefalé que, en
las condiciones de muchos cuartos de cultivo, la
parte superior de los vasos es mas fresca que la
base, lo que produce la condensacion de gotas
de agua en la tapa, y provoca que el aire esté
completamente saturado. Por tal motivo, los
brotes que se desarrollan en envases pequefios
son proclives a convertirse en hiperhidricos

Otro aspecto desfavorable pudo ser la
composicion del medio de cultivo, en particular la
fuente de nitrdgeno dada por la relacidn
KNO3:NH4Cl. En el Experimento 1 se utilizd
medio BDS, que contiene una proporcion de los
iones NOs y NH4" expresada en meqg/L de
29,02:8,02 (la relaciéon NOs™ respecto al nitrato
NH4* es de 3,61). La proporcion NHs4* de este

medio es menor que en el MS (relacion
39,4:20,61; NOs /NHs* = 1,91) (George,
1993/1996), pero es posible que aun no haya
sido suficientemente baja para evitar el efecto
toxico del amonio. El efecto de la relacion
nitrato:amonio sobre la hiperhidricidad se ha
estudiado en diferentes trabajos. Se considera
que el amonio es asimilado mas rapidamente
que ofras fuentes de nitrégeno, como el nitrato, y
que en bajas concentraciones de agar este
efecto diferencial puede aumentarse y resultar
toéxico a los tejidos vegetales, al provocar un
aumento de la actividad de la enzima glutamato
deshidrogenasa, la cual desvia el metabolismo
de los azucares de la sintesis de la celulosa y la
lignina hacia la produccion de aminoacidos
(George, 1993/1996). Ivanova y Van Staden
(2009) estudiaron el efecto del NH4 en diferentes
variantes y atribuyeron la inhibicion de la
morfogénesis y el crecimiento, en respuesta a la
aplicacion del NH4* como unica fuente de
nitrégeno, a cambios en el pH del medio y a los
efectos toxicos del NHs libre, reforzando el
criterio de la desviaciéon del metabolismo de los
carbohidratos hacia la sintesis de proteinas. La
influencia de las bajas concentraciones de agar
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sobre la asimilacion del amonio, también pudo
estar presente en este experimento, ya que la
concentracion de agar en el medio fue del 0.6 %.
Experimento 2.

Manifestacion de la hiperhidricidad en las
diferentes réplicas (crioviales de origen).

En este experimento las plantas se identificaron
de acuerdo al criovial en el que se
crioconservaron y al tubo de cultivo en el que
completaron su desarrollo, lo cual permitio
apreciar que la manifestacion de la

hiperhidricidad mostr6 el comportamiento

sefialado por George (1993/1996), quien refiere
que “Apices con diferente grado de vitrescencia
(hiperhidricidad) son encontrados
frecuentemente en el mismo vaso de cultivo y en
diferentes vasos del mismo cultivo”.

En la Figura 2 se puede observar como la
manifestacion de la hiperhidricidad y la
intensidad de los sintomas (ligera, HL; severa,
HS), fue muy variable entre las diferentes
réplicas; y que la mayor parte de las réplicas
regeneraron brotes que no presentaron los

sintomas o mostraron hiperhidricidad ligera.
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Figura 2. Grados en que se manifestd la hiperhidricidad en las diferentes réplicas (crioviales de origen), a

las cuatro semanas de iniciada la recuperacion de los apices crioconservados de ajo (C: criovial de origen;

No H: sin sintomas de hiperhidricidad; HL: hiperhidricidad ligera; HS: hiperhidricidad severa).

La supervivencia de los apices de diferentes
réplicas al tratamiento de crioconservacion,
expresada por la aparicion del color verde y el
aumento de tamafio, se muestra en la Figura 3.

El  comportamiento del desarrollo de las
vitroplantas de cada réplica, expresado por la
formacion de bulbillos, se representa en la
Figura 4. Como se puede observar de todos
crioviales se obtuvieron plantas viables que

completaron su desarrollo hasta la bulbificacion,

aspecto importante desde el punto de vista del

resultado de la crioconservacion.

Comparacion de la hiperhidricidad entre la
muestra crioconservaday el control

La Tabla 2 resume la supervivencia a las cuatro
semanas del tratamiento y el desarrollo posterior
de las plantas regeneradas a partir de los apices
crioconservados, comparandolos con la muestra

control (sin inmersion en el nitrégeno liquido).
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Figura 3. Apices de ajo del cultivar "Criollo” crioconservados mostrando un alto nivel de supervivencia

(cada erlenmeyer corresponde al criovial de origen).
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Figura 4. Desarrollo de los apices crioconservados hacia la formacion de vitroplantas bulbificadas a las 15

semanas de iniciada la recuperaciéon. Se presentan las diferentes réplicas de acuerdo a los crioviales de

origen (C: criovial de origen; PB: plantas que bulbificaron; No B: plantas que no bulbificaron; M: apices

muertos).

Tabla 2. Supervivencia de los apices de ajo regenerados de la crioconservacién y desarrollo de plantas

regeneradas a las 15 semanas posteriores al tratamiento (Los valores se expresan en porcentaje, respecto

al total de explantes de cada muestra. * Tiempo transcurrido desde el tratamiento de crioconservacion.

Supervivencia: Apices que mostraron coloracién verde y aumento de tamafio).

Supervivencia

("4 semanas)

Planta vivas

(15 semanas)

Plantas bulbificadas
(15 semanas)

Crioconservados

85,6

68,3

56,1

Control

100

55,6

55,6
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En el Experimento 2 la hiperhidricidad no llegé a
provocar, en ningun caso, la pérdida de la
capacidad organogénica de los tejidos, pero
como se muestra en la Figura 4 en parte de los
apices no se observé crecimiento del meristemo
apical (representado como M; apices muertos).
Este hecho, pudo ser causado por la
hiperhidricidad, pero también pudo tener su
origen en otros factores como al dafio de los
apices durante la extraccion, o a una inadecuada
deshidratacion al tratar los apices con la solucion
PVS3.

La Tabla 2 también expresa el porcentaje de
plantas que completaron su desarrollo hasta la
bulbificacion, el que fue relativamente alto (si se

tiene en cuenta el estrés que el tratamiento de

crioconservacidon impone a estas plantas) vy
comparable entre ambas muestras.

Efecto de la hiperhidricidad sobre el
desarrollo de las vitroplantas

La Figura 5 representa la influencia de los
sintomas de la hiperhidricidad observados en la
fase inicial de la recuperacién sobre el desarrollo
alcanzaron que las vitroplantas a las 15
semanas del tratamiento. En ella se aprecia que
la intensidad en que se manifestd la
hiperhidricidad influyé en el desarrollo posterior
de las plantas, lo que indica la importancia de
considerar la ocurrencia de este desorden
fisiolégico en los trabajos de cultivo in vitro de
ajo, especie considerada muy susceptible, como

ya se ha sefalado.

120

100 -

20 -

EBC OBP ONoB HENo DA

No H

HL HS

Figura 5. Influencia de los sintomas de la hiperhidricidad observados en la fase inicial de la recuperacion

de los apices crioconservados de ajo sobre el desarrollo que alcanzaron las vitroplantas a las 15 semanas

del tratamiento (No H: no se manifestd hiperhidricidad; HL: hiperhidricidad ligera; HS: hiperhidricidad

severa, No DA: plantas que no desarrollaron el apice de crecimiento; NoB: plantas que no bulbificaron; BP:

plantas que desarrollaron bulbos pequeiios; PB: plantas que desarrollaron la bulbificaciéon completa).

Asimismo, se pudo constatar que todos los
apices que regeneraron sin mostrar sintomas de
hiperhidricidad (No H) continuaron su desarrollo

como vitroplantas hasta la bulbificacion. En el

caso en que la hiperhidricidad mostré sintomas
ligeros (HL), se observé que cerca del 40 % de
los é&pices tuvieron apariencia y crecimiento

normal y produjeron plantas que evolucionaron
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de forma similar a las que no manifestaron
sintomas, por lo que podria considerarse que
cuando se presentaron sintomas ligeros parte de
los apices revertieron espontaneamente de la
hiperhidricidad.

La Figura 6 muestra un apice con hiperhidricidad
ligera, y en ella se aprecia que aunque la hoja
externa presenta cierto engrosamiento vy
curvatura, el apice de crecimiento muestra vigor
y no manifiesta sintomas, es decir que el
engrosamiento de la hoja externa no

necesariamente produjo dafo directo del apice

de crecimiento, el cual manifestd la textura
caracteristica y crecimiento fototropico. Este
comportamiento esta en correspondencia con la
afirmacion de Guiméraes-Vieira et al. (2012)
quienes seflalan que la hiperhidricidad
generalmente se considera un fendmeno
reversible, no en el sentido de que el tejido
hiperhidrico pueda revertir su condicion, sino con
el significado de que, una vez que se han
eliminado las condiciones que originan la
hiperhidricidad, los nuevos brotes pueden

desarrollar una morfologia y anatomia normal.

Figura 6. Vitroplanta que muestra la hoja externa con cierto engrosamiento y curvatura, (sintoma ligero de

hiperhidricidad), mientras que el apice de crecimiento muestra vigor y no manifiesta sintomas.

En el resto de las vitroplantas que al inicio de la
recuperacion  mostraron  sintomas  ligeros
(aproximadamente el 60 %) (Figura 5), el
crecimiento se afectdé en diferentes grados. El
22,2 % de los apices bulbificaron, pero su
crecimiento mostré cierto retardo respecto a las
plantas sin sintomas, lo que redundé en un
menor tamafio de los microbulbillos (BP); un
16,7 % regener6 hojas verdaderas, pero la
vitroplanta no llegé a bulbificar (No B) y en el
16,7 % restante no se produjo desarrollo del
meristemo apical (No DA). Como se sefiald
anteriormente, en la muerte del apice de

crecimiento pueden incidir otros factores ajenos

a la hiperhidricidad, como la inadecuada
deshidratacion del meristemo apical con la
soluciéon PVS3 en la preparaciéon de las plantas
para la crioconservacion, debido se presentan
diferencias en el desarrollo del primordio foliar
que recubre al meristemo, en algunos casos la
deshidratacién pudiera ser insuficiente para la
proteccion del meristemo, y en otros resultar
excesiva, derivando en ambas condiciones hacia
la muerte del domo meristematico. También
pudo ocurrir la muerte de algunos meristemos
por dafios durante la extraccion.

Cuando la hiperhidricidad se manifesté de forma
severa (HS) la mayor parte de los apices no
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regeneraron plantas, y en los casos en que las
regeneraron las plantas produjeron bulbos de
menor tamafio (BP, bulbos pequefios) o no
llegaron a bulbificar. No obstante, en este
experimento en ningun caso la hiperhidricidad
produjo la pérdida de la capacidad organogénica
génica de los explantes, como se presento en el
Experimento 1 (Figura 1) y de todos los
crioviales se obtuvieron plantas que no
mostraron sintomas de hiperhidricidad o
presentaron sintomas ligeros que no afectaron
su desarrollo normal (Figuras 2 y 3).

Las modificaciones aplicadas a la recuperacién
fueron la colocacion de papel de filtro sobre el
medio de cultivo contenido en las placas de Petri
durante la primera semana de la recuperacion, la
disminucion de la proporcién de amonio en el
medio (proporcion de NOs  /NH4*; 56,5/3,5), el
aumento en la concentracion de agar (0,8 %), y
la transferencia de las plantas a vasos de mayor
tamafio (erlenmeyers de 100 mL) a las tres
semanas del tratamiento. Teniendo en cuenta
que el origen de la hiperhidricidad se atribuye a
la inundaciéon del apoplasto, es necesario
continuar en la busqueda de variantes que
permitan disminuir la humedad relativa en el
vaso de cultivo. Al respecto, Rojas-Martinez y de
Klerk (2010) sefialaron que cuando las plantas
estan contenidas en el vaso de cultivo se
restringe  significativamente el intercambio
gaseoso (agua, COz2) lo cual tiene una incidencia
directa en la transpiracion, ya que la humedad
relativa dentro del vaso es muy alta. Los autores
refieren como una practica que ha sido exitosa
para algunos cultivos (melocoton, clavel y
Phalaenopsis) la reduccion de la humedad
relativa dentro del recipiente al producir la
condensacion del agua en el medio de cultivo
enfriado (disminuyendo la temperatura de la
superficie de la estanteria respecto a la

temperatura del aire), pero esta practica es de

alto costo y no es accesible a todos los
laboratorios.

Otro aspecto seria aumentar la permeabilidad de
las tapas de los recipientes mediante el uso de
cintas permeables, lo que también podria
provocar la pérdida de agua del medio con una
disminucion del crecimiento radicular y la
obtenciéon de los nutrientes. Para evitar este
desorden también se ha recomendado disminuir
los efectos adversos del estrés, ya que sefialan
que la aparicion de tejidos hiperhidricos muchas
veces se presentan en plantas estresadas por
sequia, hipoxia o iluminacion, lo cual resulta
dificil para el caso de la crioconservacion en que
los explantes se someten a un proceso de
deshidratacién, enfriamiento a temperaturas
ultrabajas y después el retorno a la temperatura
ambiente y la recuperacion en medio de cultivo.
En su estudio sobre el efecto de la adicion al
medio de cultivo de PEG-6000 combinado con
diferentes concentraciones de sacarosa y agar
sobre la manifestacién de la hiperhidricidad en
Dendrobium officinale, Gao et al. (2020)
proponen que el mecanismo mediante el cual la
hiperhidricidad ocurre en diferentes especies y
condiciones puede variar y sefialan que en las
plantulas de D. officinale el PEG-6000 produce
incrementos en la actividad de la enzima
peroxidasa (POD), la permeabilidad de Ila
membrana, la disminucién de la actividad
superoxido dismutasa (SOD) y el contenido de
prolina; ademas, induce anormalidades en el
metabolismo del agua, interrumpe  las
respuestas normales a las condiciones de
permeabilidad externas y disminuye el contenido
de clorofila, considerando que estos resultados
pueden contribuir a esclarecer los mecanismos
involucrados en la aparicion de |la
hiperhidricidad, los cuales no han sido del todo
esclarecidos.

No obstante, si bien la hiperhidricidad se puede

asociar a numerosos factores del cultivo in vitro,
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existe un consenso respecto a que su causa
principal es la inundacion del apoplasto y que las
practicas para su disminucion, al menos en
parte, deben estar enfocadas en facilitar el
intercambio gaseoso y la transpiracién, por lo
que la continuidad de las investigaciones para la
recuperacion de plantas de la crioconservacion
de ajo, en el Banco de Germoplasma del

INIFAT, deben estar orientadas a este fin.
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