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SUMMARY

With the object of establishing mass production methods of Eucalyptus globulus, factors affecting its in vitro multiplication stage
by temporary immersion were studied. For this, five microshoots per flask containing 250 mL of Murashige and Skoog medium
were disposed. Factors such as immersion frequency (6, 12, 24, 48 h), immersion time (1, 2 and 3 min) and macronutrients
concentration (25, 50 and 100 %) were studied. In a second stage, the addition into medium of 6-bencylaminopurine (0, 2.2 and
4.4 uM), polyvinylpyrrolidone (0, 250 y 500 mg L) and sucrose concentration (43.8 and 87.6 mM) was analyzed. A completely
random design with factorial arrangement was used in each stage. Variables evaluated were number of new shoots per flask, dry and
fresh weight rate and final pH of culture medium. The best rate of multiplication and less hyperhydration was obtained with immersion
time of 2 min, a frequency of 12hours, macronutrients at 50 %, 2.2 pmol of 6-bencylaminopurine, 43.8 mM of sucrose and 250 mg L*
of polyvinylpyrrolidone. Time and frequency of immersion interaction affects multiplication rate and microshoot hyperhydration. Use
of 6-bencylaminopurine (2,2 uM) and polyvinylpyrrolidone (250 mg L?) increases multiplication rate without influence on microshoot
hyperhydration. A reduction on sucrose concentration decreases hyperhydration without affecting formation of new shoots.
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RESUMEN

Con el objeto de establecer metodologias de masificacion de Eucalyptus globulus se analizaron factores que afectan la multiplicacion
in vitro de esta especie mediante el sistema de inmersion temporal. Para ello se dispusieron cinco microtallos por frasco, conteniendo
250 mL de medio Murashige y Skoog. Se estudiaron la frecuencia de inmersion (6, 12, 24, 48 h), tiempo de inmersion (1, 2 y
3 min) y concentracion de macronutrientes (25, 50, 100 %). También se estudio el efecto de la adicion al medio de cultivo de
6-bencilaminopurina (0, 2,2 y 4,4 uM), polivinilpirrolidona (0, 250 y 500 mg L*) y concentracion de sacarosa (43,8 y 87,6 mM). En
cada ensayo se realizé un disefio completo aleatorio con arreglo factorial con tres repeticiones. Se evalu6 nimero de brotes nuevos
por frasco, razén de masa seca/masa fresca, pH final del medio de cultivo y porcentaje de brotes hiperhidratados. El tratamiento
que presentd una mayor generacion de brotes y menor hiperhidratacion fue obtenido con un tiempo de inmersion de dos minutos,
frecuencia cada 12 horas, concentracion de macronutrientes al 50 %, 43,8 mM de sacarosa, 2,2 umol de 6-bencilaminopurina y 250
mg L de polivinilpirrolidona. La tasa de multiplicacion de microtallos de E. globulus es significativamente mayor al aumentar el
tiempo de inmersion de 1 a 2 minutos, asi como al suplementar el medio de cultivo con 4,4 uM de 6-bencilaminopurina. Por otra
parte, la tasa de multiplicacion decae si la frecuencia de inmersién disminuye de ciclos cada 12 h a ciclos cada 48 h. Finalmente, la
hiperhidratacion de los tejidos aumenta al elevar la concentracion de los macronutrientes y sacarosa, sin ser afectada por el nivel de
antioxidante agregado al medio.

Palabras clave: hiperhidratacion, frecuencia de inmersion, tiempo de inmersién, 6-bencilaminopurina, polivinilpirrolidona.

INTRODUCCION Dentro de los métodos de multiplicaciéon en medio li-

quido se encuentran los sistemas de inmersion temporal

La morfogénesis esta influenciada por el genotipo, y
su expresion génica o fenotipo depende de las condiciones
fisicas y quimicas del ambiente (Pierik 1997). Dentro de
las condiciones fisicas se encuentra el medio de cultivo,
el que puede ser liquido o gelificado (Paeket al. 2005). La
principal diferencia entre ambas condiciones es su influen-
cia en la absorcion de nutrientes; el medio liquido permite
la absorcion por toda la superficie del tejido, influyendo en
el desarrollo y estructura de éstos (Preil 2005).

(SIT), los cuales permiten la automatizacion de la etapa
de multiplicacion in vitro, en contraste con el medio tra-
dicional semisélido, lo que trae consigo una disminucion
en los costos de mano de obra y, por ende, en los costos de
produccion (Ziv 2000). En varias especies y en especial en
Eucalyptus spp., el cultivo en sistemas de inmersion tem-
poral ha logrado un aumento en la tasa de multiplicacion y
reduccidn en el tiempo de multiplicacion comparado con
el medio semisolido, y una menor presencia de callo en
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hojas y tallos (Castro y Gonzalez 2002, McAlisteret al.
2005). Las principales desventajas del cultivo en sistemas
de inmersién temporal son el alto grado de hiperhidrata-
cién y la oxidacién de los tejidos (Etienne y Berthouly
2002, Ziv 2005), aspectos que han sido asociados con fac-
tores tales como el tiempo, la frecuencia de inmersion y
la concentracion de carbohidratos y macronutrientes en el
medio (Castro y Gonzalez 2002). Al respecto, McAlisteret
al. (2005) observaron una disminucién de las tasas de mul-
tiplicacién en tratamientos con una mayor frecuencia de
inmersion lo cual estaria asociado a la presencia de estrés
oxidativo, lo que podria sugerir un efecto de la concentra-
cidn de sustancias antioxidantes en el medio.

Respecto a la multiplicacion de microtallos de Eu-
calyptus spp. por medio de sistemas de inmersion tempo-
ral, Castro y Gonzalez (2002) alcanzaron en Eucalyptus
grandis Hill. un coeficiente de multiplicacion de 11,5 bro-
tes en seis semanas de cultivo. Por su parte, mediante el
uso de este sistema, McAlisteret al. (2005) reprodujeron
distintos clones de Eucalyptus spp., duplicando la tasa de
multiplicacién en la mitad del tiempo, comparado con el
método tradicional en medio semisélido. En este contex-
to, la tasa de multiplicacion esta influenciada por el tipo
y concentracion de citoquinina utilizada, como es el caso
reportado por Roels et al. (2005) en Musa spp.

Los antecedentes expuestos indican que en sistemas
de inmersion temporal la multiplicacién de microtallos
aumenta con la frecuencia y duracién de la inmersion.
Este comportamiento también puede estar influido por la
concentracion de hormonas en el medio de cultivo. Por
otro lado, este aumento de la frecuencia y duracion de la
inmersion, unido a mayores concentraciones hormonales
en el medio de cultivo, pueden favorecer la aparicion de
fenémenos de hiperhidratacién en los microtallos. Con el
fin de optimizar la multiplicacion in vitro de Eucalyptus
globulus Labill. mediante el sistema de inmersiéon tem-
poral, el objetivo de este trabajo es analizar el efecto de
cambios en la frecuencia y duracién de la inmersion de los
microtallos, asi como de cambios en la concentraciones de
macronutrientes, sacarosa, antioxidantes y hormonas en el
medio de cultivo, sobre las tasas de multiplicacion e hiper-
hidratacion de estos.

METODOS

El ensayo se realiz6 en el laboratorio de cultivo de te-
jidos de la Facultad de Ciencias Forestales, en el Centro
de Biotecnologia de la Universidad de Concepcion. Se
utilizaron semillas de E. globulus procedentes de Cauque-
nes (35° 47° S, 72° 5° Q). La desinfeccion y la fase de
germinacion se realizé segiin Gémez et al. (2006). En la
fase de multiplicacién se utilizaron frascos de vidrio de
200 mL cada uno con aproximadamente 20 mL de medio
de cultivo MS (Murashige y Skoog 1962) el cual fue su-
plementado con 2,7 UM 6-bencilaminopurina (BAP), 0,05
UM acido naftalen acético (ANA), 87,6 mM sacarosa y
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7 g LT Agar Sigma®. El pH fue ajustado a 5,8 con &cido
clorhidrico e hidroxido de sodio. Posteriormente, el medio
de cultivo fue autoclavado a 120 °C y una atmdsfera de
presién durante 20 minutos. Después se dispusieron cinco
microtallos de 1,5 cm de longitud por frascos provenientes
de la fase de germinacion, bajo cdmara de flujo laminar,
trasladandose posteriormente a una camara de crecimiento
bajo fotoperiodo de 16 h, temperatura de 24 + 1 °C en el
diay 22 £ 1 °C en la noche, con una intensidad luminica
de 30 umol s m2, Se realizaron dos subcultivos cada seis
semanas.

Ensayo de inmersion temporal. Se utilizé un sistema de
inmersidn temporal basado en el modelo propuesto por Es-
calona et al. (1998) (figura 1). Se utilizaron filtros de aire
de 2 um en cada entrada y salida de aire de los frascos de
medio y cultivo, se colocd una malla de plastico a 5 mm
medidos desde el fondo del frasco sobre la cual se dispu-
sieron los microtallos para evitar el contacto de éstos con
cualquier posible remanente de medio en el fondo el reci-
piente. Para el cambio del sentido del movimiento de aire,
se utilizé una electrovalvula 5/2 (JelPC®, modelo 4v210-
08), la presion de aire fue regulada a dos bares mediante
un regulador de presion (JelPC®, modelo Jar 2000). Se
realizaron dos ensayos (cuadro 1), como material vegetal
se utilizaron cinco microtallos E. globulus de 1,5 cm de
longitud provenientes del segundo subcultivo del material
cultivado en medio semisélido, los cuales se dispusieron
en frascos 600 mL. Se empled medio MS, no obstante, la
concentracion de macronutrientes, 6-bencilaminopurina,
sacarosa y polivinilpirrolidona (PVP) vari6 de acuerdo al
ensayo evaluado (cuadro 1). Para todos los tratamientos,
el volumen de medio de cultivo utilizado por frasco fue de
200 mL.

Se utiliz6 un disefio completo aleatorio con arreglo
factorial con tres repeticiones. Cada repeticidon estuvo
compuesta por un frasco con cinco microtallos. Se evalu6:
numero de brotes nuevos por frasco correspondientes a la
diferencia entre los brotes iniciales mayores a 5 mm y fina-
les mayores a 5 mm; porcentaje de masa seca/masa fresca,
la estimacion de masa seca se determind mediante el seca-
do en una estufa a 105 °C hasta peso constante; pH final
del medio mediante un pH-metro (marca Orion 3 Star) y
porcentaje de hiperhidratacion, correspondiente a la razén
entre nimero de brotes mayores a 5mm con aspecto crista-
lino y el ntimero de brotes finales mayores a 5 mm.

Los datos fueron analizados mediante ANDEVAYy para
establecer los tratamientos en los que existieron diferen-
cias estadisticas se aplic6 la prueba de Tukey para compa-
raciones multiples con nivel de significancia de P < 0,05.
Para ello se utilizé el software Statistica version 6.0.

RESULTADOS

Ensayo 1. En E. globulus, la variable nimero de brotes
nuevos por frasco se vio altamente afectada por la interac-
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Cuadro 1. Descripcion de los factores en cada ensayo (4 semanas), donde (*) indica el factor estudiado en el ensayo correspondiente.
Description of factors of each experiment, where (*) indicates factor studied at correspondent experiment.

Factor

Ensayo 1 Ensayo 2

Frecuencia inmersion (h)

Tiempo inmersion (min)
Concentracion macronutrientes (%)
6-bencilaminopurina, BAP (UM)
Polivinilpirrolidona, PVP (mg L?)
Sacarosa (mM)

(*) 12, 24, 36y 48
*1,2y3 2

12

(*) 25,50 y 100 50
2,2 (*)0,22y 44
0 (*) 0, 250 y 500
87,6 (*) 87,6y 43,8

vii

VoA VoA Ay
=

Figura 1. Modelo de sistema inmersién temporal liquido BIT®
propuesto por Escalona et al. (1998). i) Compresor; ii) flujo de
aire; iii) regulador de presion; iv) mandmetro; v) electrovalvula
5/2; vi) filtros de aire; vii) frascos de 600 mL. A) Ingreso de aire
estéril, direccion frasco con medio hacia frasco con microtallos.
B) paso de liquido desde frasco con medio a frasco con micro-
tallos por efecto de la presion de aire. C) después de un periodo
determinado se invierte el flujo de aire para traspasar el medio
liquido al frasco original.

Temporary immersion system proposed by Escalona et al.
(1998): 1) compressor, ii) air flux, iii) pressure regulator, iv) manometer,
v) electrovalve, vi) air filters, vii) 600 mL flasks. A) Sterile air entrance,
from fresh medium flash to microshoots flask. B) Liquid movement from
fresh medium flash to microshoots flask by air pressure. C) After a deter-
mined time, the air flux is inverted to transfer liquid medium to original
flask.

cion de los factores tiempo de inmersién y concentracion
de macronutrientes (cuadro 2). En general, se presentd una
tendencia de aumento del nimero de brotes nuevos por
frasco al aumentar la concentracion de macronutrientes,
obteniéndose diferencias significativas (P < 0,05) entre las
concentraciones al 25y las de 50 y 100 % en el medio MS,
independiente del tiempo de inmersidn. Con respecto a
este tltimo, existid un aumento significativo (P < 0,05) en-
tre la inmersion de uno y las de dos y tres minutos, siendo
mas acentuada en aquellas que tuvieron medios con ma-

Cuadro 2. Numero de brotes nuevos por frasco segin interac-
cién en primer grado del tiempo de inmersién y concentracion
de macronutrientes.

Number of new shoots by flash of first grade interaction be-
tween immersion time and macronutrients concentration.

N° brotes nuevos

Tiempo inmersién Concentracion

(min) macronutrientes (%) por frasco

25 159+56 d

1 50 255+8,7 ¢
100 26550 c
25 30,8+7,1 bc

2 50 359+91 ab
100 378+79
25 173+£5.2

3 50 31,3+6,7 bc
100 344+55 ab

En cada columna, valores con letras diferentes indican diferencias signi-
ficativas (Tukey, P < 0,05).

yor concentracion de macronutrientes. Se observé que los
mejores resultados en nimero de brotes nuevos por frasco
fueron aquellos con un tiempo de inmersion de dos minu-
tos y concentraciones de 50 y 100 %, y el tratamiento con
un tiempo de inmersidn de tres minutos y concentracion de
macronutrientes del 100 %, obteniéndose mas de un 116 %
de numero de brotes nuevos por frasco que el tratamiento
con un minuto de tiempo de inmersién y 25 % de concen-
tracion de macronutrientes.

Al analizar el factor principal frecuencia de inmersion
para el nimero de brotes nuevos por frasco, los mejores
tratamientos fueron aquellos con una frecuencia cada 6 y
12 horas, los cuales obtuvieron 30,7 + 8y 33,7 + 10,3 bro-
tes nuevos por frasco, respectivamente. Estos tratamientos
presentaron diferencias significativas con la frecuencia de
inmersidn cada dos dias (48 h), la cual obtuvo un valor de
20,3 £ 8,2 brotes nuevos por frasco (datos no mostrados).

Respecto al porcentaje de masa seca/masa fresca (cua-
dro 3), en relacion a la interaccion frecuencia de inmersién
y concentracion de macronutrientes, existié una tendencia
de aumento de la cantidad de materia seca en los trata-
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Cuadro 3. Relacion porcentaje de masa seca/masa fresca final y pH final segun interaccion en primer grado de la frecuencia de in-

mersion y concentracion de macronutrientes.

Dry weight/fresh final weight rate regarding first grade interaction between immersion frequency and macronutrients concentration.

Frecuencia de Concentracion de MS/MF
inmersion (h) macronutrientes (%) (%) pH
25 43,3+3,9 f 4,38+ 0,04 ef
6 50 425+472 f 4,30+ 0,07 g
100 42,0+25 f 4,34 £ 0,04 fg
25 55,3+ 3,7 d 4,46 + 0,09 bc
12 50 50,8 £ 2,6 e 4,47 + 0,06 cd
100 51,8+3,2 de 4,39 + 0,07 ef
25 64,4+29 ab 4,57 +0,02 ab
24 50 62,8 £ 3,1 abc 4,52 + 0,05 c
100 61,1+29 bc 4,45 + 0,06 de
25 65524 a 4,63+0,03 a
48 50 65,0 + 3,4 a 4,62 + 0,06 ab
100 60,3+2,3 c 4,50+ 0,03 c

MS/MF: relacion porcentaje de masa seca/masa fresca final. En cada columna, letras diferentes indican diferencias significativas (Tukey, P < 0,05).

mientos con menor frecuencia de inmersion (24 y 48 h)
con respecto a los de 6 y 12 h, y un aumento de materia
seca al disminuir la concentracidn de macronutrientes a un
50y 25 % en estas frecuencia de inmersion. Con respecto
al efecto del tiempo de inmersion, el tratamiento signifi-
cativamente mejor fue aquel con una inmersién de un mi-
nuto, que obtuvo un valor de 58,4 £ 7,9 % de masa seca/
masa fresca en relacion a los tratamientos con un tiempo
de inmersion de dos o tres minutos, los que obtuvieron una
proporcién masa seca/masa fresca de 54,2 + 9,5y 53,6 +
10,5 %, respectivamente (datos no mostrados).

Se observd que el comportamiento de la variable pH
(cuadro 3) es similar a la raz6n porcentaje de masa seca/
masa fresca, donde los medios con mayor frecuencia de
inmersion (6 h) fueron los més acidificados. Por otro lado,
aungue la concentracion de macronutrientes interactia con
la frecuencia de inmersién los resultados muestran que la
disminucion del pH en el medio de cultivo es menor cuan-
do la concentracion de macronutrientes disminuye. El fac-
tor tiempo de inmersién tendié a comportarse similar que
la frecuencia de inmersién, mostrandose una mayor acidi-
ficacion del medio en la medida que aument6 el tiempo de
inmersion (tres minutos), que obtuvo un pH de 4,44 + 0,12
significativamente menor a los tratamientos con un tiempo
de inmersién de uno y dos minutos, los que obtuvieron un
valor de pH de 4,50 + 0,11 y 4,47 £ 0,10 respectivamen-
te (datos no mostrados). En general, un mayor tiempo de
contacto de los microtallos con el medio de cultivo, ya sea
aumentando la frecuencia de inmersion o bien aumentando
el tiempo de duracion de cada inmersion, genera una ma-
yor acidificacion del medio liquido.
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La hiperhidratacion de los brotes aumenta a medida
gue se incrementa la concentracién de macronutrientes en
el medio y el tiempo de inmersién (cuadro 4), estas di-
ferencias en concentracién de macronutrientes mostraron
una disminucion si el tiempo de inmersion aumenta.

Por otro lado, la hiperhidratacién de los brotes respec-
to dela frecuencia de inmersion tuvo un comportamiento

Cuadro 4. Porcentaje de hiperhidratacion de brotes segun inte-
raccion en primer grado de tiempo de inmersion y concentracion
de macronutrientes.

Hyperhydration percentage of shoots regards first grade in-
teraction between immersion frequency and macronutrients concentra-
tion.

Tiempode  Concentracion de  Hiperhidratacion
inmersion macronutrientes (%)
(min) (%)
25 31,0+10,0 f
1 50 41,0+ 15,0 de
100 451+93 «cd
25 479+122 ef
2 50 532+119 ab
100 57,1+12,1
25 36,4+116 d
3 50 51,8+13,7 ab
100 56,2+10,5 a

En cada columna, valores con letras diferentes indican diferencias signi-
ficativas (Tukey, P < 0,05). Analisis con datos transformados arcoseno
N(x%/100).



similar al pH, ya que a medida que se aument? la frecuen-
cia de inmersién se incremento la hiperhidratacién de los
brotes. Los tratamientos con mayor hiperhidratacion de
los brotes fueron los con seis (59,5 = 8,9 %) y 12 (53,2
+ 11,4 %) horas de frecuencia de inmersion, presentando
diferencias significativas entre ellos y con el tratamiento
con menor hiperhidratacion de los brotes (48 h frecuen-
cia de inmersién) con valores de 32,1 + 9,5 % (datos no
mostrados).

Ensayo 2. En el cuadro 5 se aprecia que para el factor con-
centracion de sacarosa no existieron diferencias significa-
tivas entre las distintas concentraciones para el nimero de
brotes nuevos por frasco, pero si entre la razén porcentaje
de masa seca/masa fresca y pH. Se obtuvo hasta un 9 %
mas de masa seca/masa fresca, menor acidificacion en el
medio y menor hiperhidratacion de los brotes en el tra-
tamiento con 43,8 mM de sacarosa que en el tratamiento
con 87,6 mM. Con respecto a la aplicacion de citoquinina
(cuadro 5), la generacién de brotes en E. globulus estu-
vo altamente influenciada por la presencia o ausencia de
6-bencilaminopurina, produciendo 118 % mas de brotes
en el tratamiento con 4,4 uM que en el control sin 6-benci-
laminopurina. Sin embargo, no se produjeron diferencias
significativas (P >0,05) al aumentar de 2,2 a 4,4 uM 6-ben-
cilaminopurina. No obstante, en el tratamiento con 4,4 uM
de 6-bencilaminopurinase observo significativamente mas
brotes hiperhidratadoscon respecto a los tratamientos con
2,2 y sin 6-bencilaminopurina. Los resultados mostraron
que el pH no se vio influenciado por los distintos niveles
de 6-bencilaminopurina.
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Al analizar el efecto principal de la aplicacién de anti-
oxidante (cuadro 5), existi6 un aumento en el nimero de
brotes nuevos por frasco entre el tratamiento sin antioxi-
dante y la adicién de 250 mg L de polivinilpirrolidona,
pero se observo una disminucion en la proliferacién al du-
plicar la concentracién de antioxidante (500 mg L*). Por
otro lado, al aumentar la concentracion de polivinilpirroli-
dona a 500 mg L* aumentd significativamente (P < 0,05) la
acidificacion del medio y disminuyd la relacion porcentaje
de masa seca/masa fresca en relacion al tratamiento sin po-
livinilpirrolidona. El porcentaje de hiperhidratacién de los
brotes no se vio afectado por la aplicacidn de antioxidante.

En general, altas frecuencias de inmersién y concen-
traciones de macronutrientes (figuras 2A y 2B) inducen
mayor nimero de brotes respecto de una menor frecuencia
de inmersion y concentracion de macronutrientes, pero se
produce hiperhidratacién de los microtallos. Por otro lado,
si se disminuye la frecuencia de inmersion y concentracién
de sacarosa, manteniendo el suplemento con citoquinina
(6-bencilaminopurina) e incorporando antioxidante, la ge-
neracion de brotes se mantiene alta y se mejora la calidad
del tejido, obteniéndose microtallos menos hiperhidrata-
dos (figuras 2C y 2D).

En los cortes histologicos foliares y caulinares (figura
3) el tejido caulinar de frecuencias bajas (figura 3A) se
caracterizd por poseer células mas pequefias a nivel de la
médula con respecto a los de mayor frecuencia de inmer-
sion (figura 3B). Por otro lado, en tratamientos de menor
frecuencia de inmersion (figuras 3C y 3E), se aprecid una
clara conformacion del tejido componente del mesoéfilo y
el haz vascular, no asi los tratamientos con mayor frecuen-

Cuadro 5. Numero de brotes nuevos por frasco (NBNF), relacion porcentaje de peso seco/peso fresco final (MS/MF), pH final del
medio de cultivo y porcentaje de hiperhidratacion, segln niveles de sacarosa, 6-bencilaminopurina y polivinilpirrolidona.

Number of new shoots per flask (NBNF), percentage ratio of dry weight/final fresh weight (MS/MF), final pH of the culture medium and
rate of hyperhydration, according to levels of sucrose, 6-benzylaminopurine and polyvinylpyrrolidone.

Factores NBNF MS/MF (%) pH Hiperhidratacion (%)
Sacarosa (mM)
43,8 329+118 a 740+6,8 a 462+0,05 a 49,4 £13,3 b
87,6 335+169 a 676+49 b 458+0,06 b 56,3+122 a
6-bencilaminopurina (LM)
0,0 196+113 b 753+52 a 462+0,06 a 453 +11,6 b
2,2 371+112 a 734+41 a 4,60+0,06 a 51,4127 b
4,4 429+91 a 63,7+37 b 459+0,06 a 61,9+9,6 a
Polivinilpirrolidona (mg L?)
0 316139 b 720+6,2 a 462+005 a 55,8 + 14,7 a
250 432+112 a 708+75 ab 462+£0,05 a 50,4+11,4 a
500 248+122 ¢ 696+6,7 b 456+0,07 b 525+133 a

NBNEF: numero de brotes nuevos por frasco; PS/PF: relacion de porcentaje de peso seco/peso fresco final. En cada columna, letras diferentes indican

diferencias significativas (Tukey, P < 0,05).
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Figura 2. Micropropagacion de E. globulus mediante el sistema
de inmersion temporal. A) Microtallos en la etapa 1 después de
28 dias en medio MS, con una frecuencia de inmersion de 6 h,
tiempo de inmersion de 1 min, 2,2 uM de 6-bencilaminopurina
(BAP) y macronutrientes al 100 %. B) Microtallos en la etapa 1
después de 28 dias en medio MS con una frecuencia de inmer-
sion de 12 h, tiempo de inmersion de 3 min, 2,2 uM de 6-benci-
laminopurina y macronutrientes al 100 %. C) Microtallos en la
etapa 2 después de 28 dias con una frecuencia de inmersién de
24 h, tiempo de inmersion de 1 min, en medio MS suplementa-
do con 43,8 mM de sacarosa, 4,4 uM de 6-bencilaminopurina y
250 mg L* de polivinilpirrolidona (PVP). D) Microtallos en la
etapa 2 después de 28 dias con una frecuencia de inmersién de
24 h, tiempo de inmersion de 1 min, en medio MS suplementa-
do con 43,8 mM de sacarosa, 2,2 uM de 6-bencilaminopurinay
250 mg L de polivinilpirrolidona.

Micropropagation of E. globulus by temporary immersion
system. A) Microshoots at stage 1 after 28 days at MS medium with an
immersion frequency of 6 h, immersion time of 1 min, 2.2 uM of 6-ben-
zylaminopurine and macronutrients at 100 %. B) Microshoots at stage 1
after 28 days at MS medium with an immersion frequency of 12 h, im-
mersion time of 3 min, 2.2 uM of 6-benzylaminopurine and macronutri-
ents at 100 %. C) Microshoots at stage 2 after 28 days with an immersion
frequency of 24 h, immersion time of 1 min, 4.4 uM of 6-benzylamino-
purine, 43 mM of sucrose and 250 mg L of polyvinylpyrrolidone. D)
Microshoots at stage 2 with an immersion frequency of 24 h, immersion
time of 1 min, 2.2 uM of 6-benzylaminopurine, 43 mM of sucrose and
250 mg L of polyvinylpyrrolidone.

cia de inmersion, en los cuales el contraste entre parénqui-
ma empalizada y el parénquima esponjoso no se apreci
claramente (figura 3D) y el cilindro vascular aparecié con
un bajo nivel de diferenciacion.

DISCUSION

La utilizacion de sistemas de inmersion temporal en
el cultivo in vitro de E. globulus origina altas tasas de
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Figura 3. Histologia foliares y caulinares de Eucalyptus globulus
de tratamiento con tiempo de inmersién de 1 min, en medio MS
suplementado con 43,8 mM de sacarosa, 2,2 uM de 6-bencilami-
nopurina 'y 250 mg L* de polivinilpirrolidona. Ay B, segmento
caulinar generado en frecuencia de inmersion cada 24 y cada 6 h
respectivamente; C y D, segmento foliar generado en frecuencia
de inmersidn cada 24 y cada 6 h respectivamente; E y F, haz
vascular generado en frecuencia de inmersién cada 24 y cada 6 h,
respectivamente. m = médula; cu = cuticula; ep = epidermis; pe
= parénquima empalizada; pl = parénquima esponjoso; hv = haz
vascular central hoja.

Leaf and Stem histology of Eucalyptus globulus at treatment
with 1 min of immersion, on MS medium supplemented with 43.8 mM of
sucrose, 2.2 UM of 6-benzylaminopurine and 250 mg L* of polyvinylpyr-
rolidone. A and B, stem segment generated at immersion frequency each
24 and 6 h, respectively. C and D, Leaf segment generated at immersion
frequency each 24 and 6 h, respectively. E and F, vascular bundle gener-
ated at immersion frequency each 24 and 6 h, respectively. m = pith; cu
= cuticle; ep = epidermis; pe = palisade parenchyma; pl = spongy paren-
chyma; hv = central vascular bundle of leaf.

proliferacion de brotes (cuadros 2 y 5). Estos resultados
concuerdan con los obtenidos por McAlisteret al. (2005),
quienes obtuvieron mas del doble de generacion de brotes
con respecto al medio semisélido en diferentes clones de
Eucalyptus spp. Segun Preil (2005), este aumento se puede
deber principalmente a que la absorcion de nutrientes y
reguladores del crecimiento es por toda la superficie del
tejido, lo que puede maximizar el desarrollo del explan-
to. Por otro lado, Bouman y Tiekstra (2005) postulan que
los precipitados se redisuelven en el medio liquido, debi-
do a una disminucion en el pH o por la absorcion por la
planta de componentes disueltos en el medio y el cambio
resultante en el equilibrio de disociacidn, lo que provoca
la solubilizacién de los precipitados, a diferencia de los
medios con agar donde sélo una parte pequefia del medio
presenta estos cambios, por lo cual existe una acumula-
cién de precipitados. La formacion de nuevos brotes en
relacion a absorcién de los nutrientes queda demostrada



con los resultados de este estudio, al observar la tendencia
de aumento de brotes nuevos al aumentar la concentracion
de macronutrientes, la cual, ademas, tuvo relacion con el
tiempo de inmersion, donde el tiempo de inmersion mas
bajo también provocé una disminucion del nimero de bro-
tes nuevos por frasco aln en altas concentraciones de ma-
cronutrientes (cuadro 2). Asi mismo, una menor frecuencia
de inmersion y, por tanto, menor tiempo de contacto de los
tejidos con el medio, también se reflejé en una disminu-
cién del nimero de brotes nuevos por frasco.

El principal problema observado en la utilizacién del
sistema de inmersién temporal para la proliferacion de
E. globulus es la hiperhidratacion de los tejidos, princi-
palmente a nivel del mesofilo y haz vascular foliar, lo cual
en este estudio se evidenci6 sobre todo en los tratamien-
tos con mayor frecuencia de inmersion (figura 3), datos
que concuerdan con los obtenidos por Castro y Gonzéalez
(2002) en E. grandis. En general, en los sistemas de in-
mersion temporal, los factores gravitantes que influyen
tanto en la proliferacién como en la hiperhidrataciéon de
los tejidos son la frecuencia de inmersién y el tiempo de
inmersion (Berthouly y Etienne 2005). Esto puede estar
dado por la formacion de una pelicula acuosa en el tejido,
lo que podria interferir en el intercambio gaseoso entre el
tejido exterior o superficie celular, ya que segiin Jackson
(2003) las tasas de difusion de gas son aproximadamente
10.000 veces mas lentas en el agua que en el aire, segun
estos autores el intercambio gaseoso en la fotosintesis y
respiracion con altas frecuencias de inmersion, es reduci-
do. Fujiwara y Kozai (1995) encontraron que el aumento
de la cantidad de aire evita brotes hiperhidratados al utili-
zar medio liquido. Por otro lado, Martreet al. (2001) deter-
minaron que la inmersién induce un estrés oxidativo im-
portante en cultivos de callo de Hevea brasiliensis Muell.
Este estrés oxidativo puede explicar las diferentes tasas de
proliferacion segun la interaccién de la concentracion de
macronutrientes y el tiempo de inmersion en E. globulus.

El pH final del medio mostro, en general, una dismi-
nucion significativa en tratamientos con mayor frecuencia
de inmersion y mayor concentracion de macronutrientes
(cuadro 3). Al respecto, Ramage y Williams (2002) rela-
cionan el nivel de amonio en el medio con la acidificacion
del medio. En este caso, tratamientos con altas frecuencias
de inmersién y por tanto asociadas a mayor exposicién de
los tejidos al contacto con el medio provocaron una mayor
acidificacion del medio de cultivo. Este aumento de acidi-
ficacion de los tejidos al permanecer mas tiempo sumergi-
dos en medio liquido aplica para comprender también el
comportamiento del pH respecto al tiempo de inmersion,
donde el mayor tiempo de inmersién presenté un aumento
significativo de la acidificacion del medio de cultivo.

En este estudio, la aplicaciéon de citoquininas al me-
dio de cultivo tuvo un efecto positivo en la generacion de
nuevos brotes en E. globulus (cuadro 5), en general, las
especies del género Eucalyptus son altamente sensibles a
la concentracién y tipo de citoquinina utilizadas (Nugent
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et al. 2001, Larson et al. 2006), afectando la cantidad
y calidad de brotes inducidos (Trindade et al. 1990). El
efecto del 6-bencilaminopurina en la tasa de proliferacién
de E. globulus concuerda con los trabajos obtenidos por
Castro y Gonzalez (2002) y Sotelo y Monza (2007), obte-
niendo ademas de mayores tasas de proliferacion y brotes
mas vigorosos. Segun Trindade et al. (1990) es importan-
te evitar un excesivo aumento en las concentraciones de
6-bencilaminopurina, debido a que tiempos prolongados
de exposicion a 6-bencilaminopurina pueden producir un
agotamiento fisioldgico del material, lo que podria causar
una disminucioén de las tasas de proliferacion en subculti-
Vos sucesivos, efectos que fueron también reportados por
Gomez et al. (2007) en E. globulus.

Al agregar polivinilpirrolidona en el cultivo con siste-
ma de inmersion temporalde E. globulus aumenté el nu-
mero de brotes sin afectar la calidad de los tejido (cuadro
5). Eso se puede deber a la inhibicién de componentes
polifendlicos que, segin Trigiano y Gray (2000), causan
disminucion en el crecimiento y desarrollo. Pero el excesi-
vo aumento de la concentracion de polivinilpirrolidona en
el medio de cultivo provoco una disminucion en la tasa de
proliferacion, esto podria estar relacionado a la actividad
de la polifenoloxidasa, ya que segun los resultados obte-
nidos por Bonga y Durzan (1987) el polivinilpirrolidona
agregado al medio de cultivo con el objetivo de reducir la
actividad de la polifenoloxidasa inhibe el crecimiento de
E. grandis. Respecto a esto, segin Paques y Boxus (1987),
el contenido de fenoles y por tanto el grado de lignifica-
cién de los tejidos, proceso opuesto a la hiperhidratacion,
depende de la relacion carbono/nitrégeno. En este estudio,
la hiperhidratacion se vio influida por la concentracion de
macronutrientes y el nivel de sacarosa del medio (cuadros
4y 5), de manera que se reafirma la relacion del contenido
de carbohidratos y nutrientes sobre el nivel del hiperhidra-
tacién descrito por estos autores. EI mismo razonamiento
anterior podria explicar el aumento de la concentracion de
polivinilpirrolidona que provocé ademas, una aumento de
la masa seca/masa fresca de los brotes obtenidos, ya que,
segun los mismos autores, esta sustancia interfiere con el
metabolismo de los fenoles alterando el proceso de lignifi-
cacion y por tanto, podria afectar los niveles de contenido
de agua versus materia seca de los mismos.

CONCLUSIONES

La tasa de multiplicacion de microtallos de E. glo-
bulus es significativamente mayor al aumentar el tiempo
de inmersion de 1 a 2 minutos, asi como al suplementar
el medio de cultivo con 4,4 uM de 6-bencilaminopuri-
na. Por otra parte, la tasa de multiplicacién decae si la
frecuencia de inmersion disminuye de ciclos cada 12 h
a ciclos cada 48 h. La hiperhidratacion de los tejidos au-
menta al elevar la concentracion de los macronutrientes
y sacarosa, sin ser afectada por el nivel de antioxidante
agregado al medio.
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