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Resumen

Laintroduecidn de técnicas avanzadas para la propagacidn en lus sistemnas de inmersién temporal incluye algunas estrategias
como son la utilizacin de sistemas semiautomatizados en medios liquidos de cultive y el control ambiental en los
recipientes de cultive. En la micropropagacion de £, grandis, los factores ambientales como alto FFE 120 pmol ms™,
enriquecimiento del aire con CO, 1.200 umel mol”, y la adicién de sacarosa (1.5%) al medic de cultivo en bajas
concentraciones, permitieron el desarrollo mixotréfico de los brotes de E. grandis. Estos afectaron de manera positiva fas
variables morfofisioldgicas como altura de las plantas, relacitn entre masas seca y fresca, 4rea foliar, lo cual demuestrael
valor y la novedad de la aclimatizacidn in vitro de E. grandis en el sistema de inmersién temporal. Los tratamientos de
aclimatizacién in véitro incrementaron el desarrollo y la supervivencia de las plantas durante la fase de aclimatizacién ex
velrg.

FPalabras clave: inmersiéo temporal, Eucalyprus grandis, flujo de fotones fotosintéticamente activos (FFF), CQ,. sacaro-
sa, micropropagacidn, aclimatizacién in vitro.

Abstract

The introduction of technical advances for the propagation in the temporary immersion techniques includes some strategies,
as they are the use of semiautomatic systems in liquids medium and the environmental control in the containers of culture.
In the micropropagation of £. grandis the environmentat factors like high PFD of 120 umel m2s”, enrichment of the air
with CO, 1.200 pmol mol”, and the addition of sucrose to culture medium in low concentrations (1.5%), allowed the
mixotréfic development of the buds of E. grandss. These affected of positive way the morphophysiologyc variables as
height of the plants, relation between dry and fresh biomass, leaf area, which show the value and novelty of the acclimatization
in vitro of E. grandis in the lemporary immersion system. The procedures of in vitre acclimatization increased the
development of the plants and the survival of the plants during the phase of ex vitre acclimatization.

Key words: wemporary immersion. Eucalyptus grandis, photon flux density (PFD), CO,, sucrose, micropropagation, in
vitro acclimatization.
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INTRODUCCION

El desarrollo de las técnicas de micropropaga-
cién a escala comercial en especies forestales ha
tenido limitaciones debido a los altos costos de
produccidn por factores como las bajas tasas de

proliferacién, los costos en labores como el sub-
cultivo y enraizamiento y la baja supervivencia de
las plantulas durante la fase de aclimatizacién ex
vitro (Eldnidge et al., 1994; Nguyen et al., 1999},
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El crecimiento y desarrollo de las plintulas in vi-
tro se puede mejorar al controlar algunos facto-
res ambientales como la concentracién de CO,,
la sacarosa en el medio de cultivo, el flujo de fo-
tones fotosintéticamente activos (FFF) y la hu-
medad relativa en los recipientes de cultivo
(Ermayanti ez al., 1999), lo que permite reducir
costos de produccidn significativamente debido
a gque se logran disminuir algunas anormalidades
morfofisioldgicas y se promueve un desarrollo
mas vigoroso durante la aclimatizacion (Kozai et
al., 1997).

Durante la aclimatizacién son necesarias algunas
condiciones, 1ales como un ambiente fisico defi-
nido con tuminosidad controlada, el intercambio
de gases (CO, vy O,) y el manejo de la humedad
relativa (Kozai, 1991; Sutter et ai., 1992).

La introduccion de técnicas avanzadas para la
aclimatizacién in vitro incluye algunas estrategias
como son la utilizaciéon de sistemas semiautoma-
tizados en medios liquidos de cultivo y el control
ambiental en los recipientes de cultivo (Ziv, 1995).

George (1996) y Jones y Van Staden (1997) re-
portan que se han investigado mds de 55 diferen-
tes especies de eucaliptos, mediante la utilizacidn
de las técnicas de micropropagacién in vitro; sin
embargo, se requiere desarrollar metodologias
para mejorar la calidad de las plantulas y las fa-
ses de enraizamiento y aclimatizacién.

El objetivo de la presente investigacion fue deter-
minar ¢l efecto de la sacarosa, el CO, y las condi-
ciones de FFF durante Ia fase de elongacidn de
Eucalyptus grandis en el sistema de inmersicn tem-
poral sobre la calidad de las plantas en el momen-
to de ser puestas bajo condiciones ex vitro,

MATERIALES Y METODOS

La investigacién se realizd en los laboratorios de
la Unidad de Biotecnolegia de la Universidad
Catdlica de Oriente (Rionegro, Antioquia). Se uti-
lizaron vitroplantas de £. grandis como fuente
de material vegetal, procedentes del método de
propagacién convencional.
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Descripcion del sistema de inmersién temporal.
El sistema consistié de un programador automa-
tico, un compresor, una caja de cultivo, tubos de
silicona, filtros millipore de 0.22 mm y un frasco
de un litro de capacidad como recipiente del me-
dio de cultivo. La caja de cultivo, con una capa-
cidad total de cuatro litros, es una cdmara
transportadora de bioseguridad (Nalgene Co.,
Rochester, NY). Un tubo de silicona se conects a
la cdmara de cultivo con el frasco recipiente dei
medio de cultivo, el cual se aseguré con una tapa
rosca de polipropileno equipada con dos puertos
de salida: uno para conectarlo a la cimara de cul-
tivo y el otro con un filtro millipore (0.22 pum).
Para realizar los intercambios gaseosos con CO,
se instals un cilindro de gas, el cual se conectd a
un flujémetro que regulé la cantidad de aire enri-
quecido que ingresd a las cajas de cultivo.

Condiciones generales del experimento. Se uti-
lizaron nueve explantes, cada uno compuesto por
cinco brotes. Para la fase de proliferacién el me-
dio de cultivo consistié en las sales minerales y
vitaminas de MS (Murashige y Skcog, 1962), al
que se le redujo el nitrato de amonic a 1.237.5
mg/l, més sacarosa (30 g/1) y 6 benciladenina BA
(0.5 mg/l). El medio se esterilizé por autoclave
(25 min, 121 °C), y previamente el pH se ajustd a
5.8 con NaOH. Los cultivos se incubaron a 24 +
1 °C con un fotoperiodo de doce horas con luz
fluorescente (FFF 80 umol ms'!). El FFF se mi-
di6é con un sensor Modelo L1190 SB (LI-COR
Inc., Lincoln). El sensor posee una longitud de
onda de 400 a 700 nm. El receptor de fotones se
puso en el interior de los recipientes y alli se rea-
lizaron las lecturas de condiciones de luz.

La frecuencia de la inmersién fue de doce horas
con una duracion de tres minutos. Después de
tres semanas se efectud el cambio de medio para
inducir la elongacién. El medio de cultivo tuve
la misma composicién anterior, excepto que la
BA se reemplazd por AIB (1 mg/l) y la sacarosa
se adiciond de acuerdo con los tratamientos em-
pleados (0, 1.5 y 3.0% P/V). Como fuente de luz
se utilizaron ladmparas fluorescentes y se evalua-
ron dos FFF: 80 pumol mr2s! y 120 pmol m2s!; Ia
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temperatura se mantuvo en promedio en 28 °C.
El fotoperiodo fue de doce horas luz.

Cada seis horas se inyectd un flujo de aire (350 +
50 umol mol! de CO,) 0 una mezcla de aire enri-
quecido con CQ, (1.200 pmol mol'); el flujo del
CO, a las cajas de cultivo fue de 15 ml/l durante
treinta segundos. Las condiciones de FFF y la
concentracién de CO, que se proponen en el
trabajo se tomaron del trabajo de Kirdmanee et
al. (1995) en Eucalyptus camaldulensis. Se utili-
zd un experimento trifactorial en disefio comple-
tamente aleatorie. Los factores y los niveles
fueron:

* (FFF) con dos niveles: 80 umol m? s! (bgjo
FFF) y 120 umol m2 s (alte FFF),

* Concentracion de CO, con dos niveles: 350 =
50 umol mol! (aire no enriguecido) y 1.200 umol
mol! (aire enriquecido).

* Concentracion de sacarosa %(P/V) con tres ni-
veles: 0, 1.5 y 3 (sin, media y alta, respectiva-
mente).

Para evaluar el efecto de las condiciones ambien-
tales establecidas en cada uno de los tratamien-
tos, veintitin dfas después del cultivo en la fase
de elongaci6n en los sistemas de inmersién tem-
poral, se determinaron las variables correspon-
dientes a coeficiente de multiplicacién, altura
media de los brotes, porcentaje de brotes compe-
tentes (brotes mayocres de 2 c¢m), drea foliar y
masa especifica foliar. El drea foliar se determind
mediante el método fotogravimétrico con el uso
de una fotocopiadora segiin la técnica descrita
por Sestak ef al. (1971). La masa especifica de
las hojas por brote se determiné por el cociente
de la masa seca de los brotes entre el 4rea foliar,
El mimero total de muestras analizadas por trata-
miento correspondié a 150.

Posteriormente se seleccionaron 40 brotes por tra-
tamiento que se transplantaron a semilleros, en los
cuales se utilizd como sustrato arena previamente
esterilizada con vapor a 1.2 kg cm® y 121 °C du-
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rante una hora. Para la aclimatizacién se utilizé
un sistema de cdmaras himedas en donde se
mantuvieron las plantulas durante ires semanas.
Las condiciones ambientales fueron 28 °C, 90%
de humedad relativa y un FFF de 90 umol m2s!;
transcurrido este tiempo se destaparon paulatina-
mente ¥ se dejaron completamente descubiertas,
bajo las mismas condiciones de aclimatizaci6n
descritas anteriormente. A los treinta dias después
de sembradas las plintulas se les evalué el por-
centaje de supervivencia.

RESULTADOS

En la figura 1 (A, B y C) se muestran los efectos
de diferentes concentraciones de sacarosa, con-
centraciones de CO, y condiciones de luz (FFF),
sobre algunas variables de crecimiento en plan-
tas de E. grandis, durante la fase de elongacidn
en los sistemas de inmersién temporal.

Las variables del coeficiente de multiplicacién,
altura y porcentaje de brotes competentes mostra-
ron interacciones entre los factores evaluados.
Condiciones de alto FFF, el enriquecimiento de la
atmdsfera con CO, y la adicién de sacarosa (1.5 y
3.0%) en el medio de cultivo favorecieron los
mayores coeficientes de multiplicacién (figura 1A)
y la altura promedio de los brotes (figura 1B),
mientras que cuando se omitié la sacarosa estas
dos variables mostraron los valores mds bajos.

Respecto al porcentaje de brotes competentes (fi-
gura 1C) se observa que el factor correspondien-
te a la sacarosa tuvo un efecto positivo sobre el
tamafio de los brotes; particularmente 1a concen-
tracién de sacarosa intermedia (1.5%) predujo los
brotes de mayor tamafio en comparacién con el
tratamiento con mayor concentracién. En la ma-
yoria de los casos el FFF alto mostré las mejores
Tespuestas.

Las variables correspondientes a la relacién en-
tre masas seca y fresca y masa seca especifica no
mostraron interacciones entre los factores evalua-
dos; por tanto, se analizan los efectos individua-
les de los factores (tabla 1). La relacién entre las
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Figura 1. Efecto de diferentes concentraciones de sacarosa,
concentraciones de CO, y condiciones de luz sobre el coeficiente
de multiplicacién, altura media de los brotes y £l porcentaje de
brotes competentes. Las concentraciones de CO, fueron: aire sin
enriquecer (350 + 50 pmol mot ') y aire enriquecido (1.200 umo)
mol'}. Las condiciones de luz (FFF) fueron; A: 120 umol my2st y
B: 80 umol m%s”'. Los datos representan la media + EE de tres
repeticiones + ES, cada una con 50 brotes, Los tratamientos con
letras diferentes presentan significaci6n para p < 0.05 por el test
de Duncan

masas seca y fresca y la masa seca especifica fo-
liar logré sus mayores valores con las condicio-
nes de alto FFF, enriquecimiento de la atmdsfera
con CQ, y adicién de sacarosa al medio de culti-
vo. La masa especifica de las hojas presenté los
mayores promedios con los tratamientos de alto
FEF, aire enriquecido con CO, y sacarosa (1.5%)
en el medio de cultivo.

En la figura 2 se muestran los resultados de la
supervivencia de las plintulas de E. grandis du-
rante la etapa de aclimatizacién ex viiro. Se en-
contraron interacciones significativas entre los tres
factores evaluados durante la fase de elongacién
in vitro: condiciones de luz (FFF), concentracio-
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Tabla 1. Efecto del flujo foténico fotosintétice (FFF), la
concentracién de CO, y las concentraciones de sacarosa sobre 1a
relacién entre masas seca y fresca (MS/MF) ¥ masa especifica
de las hojas en pléntulas de Eucalyprus grandis durante 1a fase
de elongacion mediante el sistema de inmersién temporal, veintitin
dias después de iniciados los tratamientos

Factor MS/MF Masa especifical
{mg/cm?)

A. FFF (umol m?3s)

80 0.080 b 29.4b

120 0.087a 342a

MG = EE 0.08 £ 0.00] 3.8+ 1.68
B. CO, (pmol mol'}

350 0.081 b 27.7b

1200 0.087a 36.0a

MG + EE 0.08+0.001 388+168
C. Sacarosa (%)

0.0 0.070b 223¢c

1.3 0.090a 41.8a

3.0 (.090 a 31.4b

MG+ EE 0.08 £ 0.021 455+ 2,05
Interaccion AxB x C NS NS

Los datos representan la media de tres repeticiones + EE, cada
unacen 30 brotes. Los tratamientos con letras diferentes presentan
significacién para p < 0.05 por el test de Duncan. N§ = no
significativa,

nes de CQ, y sacarosa. Los mayores porcentajes
de supervivencia entre el 90 y el 95% se presen-
taron cuando el FFF se incrementdé a 120 pmol
m2s! y se utilizd sacarosa en el medio de cultivo
(1.5% y 3%).

DISCUSION

De acuerdo con los resultados de la figura 1A el
incremento en el coeficiente de multiplicacién se
asocia con la mayor altura de los brotes y proba-
blemente a la mayor actividad metabélica por
efecto de los factores evaluados. En otras espe-
cies, como Theobroma cacae, considerada como
recalcitrante en los sistemas convencionales de
micropropagacion (Figueira et al., 1991), altas
concentraciones de CO, tuvieron un efecto be-
néfico en la elongacién de brotes. Bn Gerbera
hybrida Hort., el enriquecimiento de la atmésfe-
ra en las cdmaras de cultivo y un incremento en
la intensidad luminica mejoraron la respuesta de
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Figura 2. Efecto del flujo foténico fotosintético {FFF), Ia
concentracitn de CQ, y las concentraciones de sacarosa durante
1a fase de elongacién mediante el sistema de inmersién temporal,
sobre lasupervivencia de pldntulas en Eucalyprus grandis dutante
la fase de aclimatizacién {treinta dfas después de sembradas las
plintnlas). Los datos representan 12 media + EE de tres repeticiones,
cada una con 40 plantas. Los tratamientos con letras diferentes
presentaron sigrificacion para p <0.05 porel test de Duncan. Las
condiciones de luz (FFF) fueron: A: 120 umol msy B: 80 umol
m3s?

algunas variables como pesos secos y frescos y
la altura de los brotes (Jeong et al., 1996), lo cual
coincide con los resultados que se observan en la
figura 1 (B y C).

En otras especies, como Paulownia SJortunei, Co-
[fea arabusta, Eucalyptus camaldulensis y Sola-
num tuberosum, se encontré un incremento en
las masas frescas de las plantulas in vitro cuando
se enriguecid el aire con una mezcla de CO, y se
mantovo un alto FFF (Kozai, 1991; Nguyen et
al., 1999).

Como se puede apreciar en la tabla 1, el enrique-
cimiento del aire con CO,, alto FFF y la adicién
de sacarosa al medio de cultivo (1.5% y 3%) pre-
sentd la mayor relacién entre las masas seca y
fresca. Esta disminuyé 22.2% cuando se omitié
la sacarosa del medio de cultivo; resultados simi-
lares han sido informados por Serret ef af. (1997)
en Gardenia jasmonoides.

La masa seca es indicativa de la actividad biosin-
tética generadora de biomoléculas y macromo-
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Jéculas en la organizacién jerdrquica celular. En
efecto, las plantas procedentes de los tratamien-
tos con alta luminosidad, enriquecimiento de la
atmésfera con CQO, y sacarosa (1.5% y 3%), pre-
sentaron los mayores porcentajes de masa seca y
a la vez coincidieron con los mayores coeficien-
tes de multiplicacidn, mayor altura de los brotes
y mayor porcentaje de brotes por encima de 2
cm. Estas plantas son denominadas competentes,
por su mayor capacidad de supervivencia y cre-
cimiento durante la fase de aclimatizacidn.

Un aumento en la masa especifica de las hojas
indica la existencia de hojas mas densas. Esta
mayor masa especifica de las hojas puede ser atri-
buida a un incremento en el contenide de almi-
dén en las mismas preducto de una mayor
fotosintesis neta (Duvés y Vidaver, 1992).

Capellades et al. (1991) encontraron que la adi-
cién de bajas cantidades de sacarosa al medio de
cultivo producfa mayor fotosintesis neta y pro-
movia la acumulacién de almidén en las hojas,
lo cual permite que las plantas tengan mayor po-
stbilidad de desarrollarse de manera mixotréfica
¥ que durante la fase de aclimatizacién logren
mayor supervivencia, tal como lo evidencian los
resultados obtenidos en la investigacién,

De acuerdo con los anteriores resultados los fac-
tores correspondientes a condiciones de alto FFFE,
el enriquecimiento de la atmdésfera al interior de
las cajas de cuitivo con CO, y la sacarosa en con-
centraciones medias en el medio de cultivo tu-
vieron influencia sobre el crecimiento y desarrollo
de los brotes de E. grandis, tal como ha sido in-
formado para otras plantas por algunos autores
(Miyashita er al., 1996; Kubota ef al., 19973,

Los beneficios de la utilizacién de sacarosa en el
proceso de aclimatizacién se atribuyen a la acu-
mulacién de almidén como fuente de reserva de
nutrientes y energia (Capellades et al., 1991), lo
que explica la mayor supervivencia del mejor tra-
tamiento.

Un aspecto que se debe tener en cuenta para ex-
plicar en general la alta supervivencia de las
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plantulas procedentes del sistema de inmersién
temporal durante la fase de aclimatizacién es la
funcionalidad de los estomas, pues como se men-
cioné anteriormente, se encontrd una adecuada
respuesta a los cambios ambientales, como incre-
mento en la densidad y alto porcentaje de estomas
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