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Influencia del calcio y acido giberélico en el alargamiento
de brotes adventicios in vitro de Eucalyptus globulus

Calcium and gibberelic acid influence on in vitro adventitious elongement of Eucalyptus globulus
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SUMMARY

The ex vitro establishment of Eucalyptus globulus plantlets obtained by in vitro micropropagation is successful
only when elongement is achieved before rooting. In order to know the role of calcium and gibberelic acid (GA,)
in the elongement of adventitious shoots these were grown on Murashige and Skoog medium (MS) and modified
as follows: calcium full strength (440 mg/l) half strength (220 mg/l) and fourth strength (110 mg/l); GA;, 0.1 and
0.5 mg/l.

A combination of MS with a normal concentration of calcium (440 mg/l) and 0.5 mg/l of GA, resulted in a good
development of roots. However leaves suffered a notorious deformation. It is recommended to use a lower
concentration of GA3(0.1 mg/l) in combination with a treatment of short dark periods.

RESUMEN

El mayor porcentaje de sobrevivencia en invernadero de plantulas de Eucalyptus globulus obtenidas in vitro se

logra cuando los brotes adventicios se alargan previamente antes de enraizar. Con el objeto de conocer el rol del

calcio y acido giberélico (GA,) sobre el crecimiento en altura de brotes adventicios se cultivaron éstos en medio

Murashige y Skoog, (MS, 1962) con la concentracidn original de calcio del medio (440 mg/l) y modificAndola a

220 mg/l (1/2x) y 110 mg/l (1/4x). Se ensay6 ademds el GA; a 0.1 y 0.5 mg/l en combinacién con los diferentes
niveles de calcio. Todos los medios se suplementaron con 0.5 mg/l de bencilaminopurina (BAP) y 0.01 mg/l de

acido naftalenacético (ANA).

El resultado de la combinacion de calcio normal del MS (440 mg/l) con 0.5 mg/l de GA, resulté ser altamente
significativo. En esta situacién, sin embargo, se presenta una deformacion foliar notable. Se recomienda utilizar

una concentracién menor de GA;3(0.1 mg/l) en combinacién con tratamientos de oscuridad por periodos cortos.

INTRODUCCION

Eucalyptus globulus es una especie de crecimien-
to rapido, que ademas de poseer madera de buena
calidad es usada como fuente de fibra corta en la
industria de la celulosa. Estas ventajas han desper-
tado gran interés, lo que se ha traducido en un
aumento de la forestacion con esta especie en Chile.

Para producir individuos genéticamente
mejorados se requiere establecer huertos semille-
ros clonales, lo cual demanda mucho tiempo. Lo
anterior implica la necesidad de establecer siste-
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mas de propagaciéon a corto plazo que estén desti-
nados a suplir las demandas de semilla mejorada.

Las técnicas de cultivo de tejidos vegetales son
una alternativa adecuada para superar parcialmen-
te esta dificultad. Es por tanto necesario establecer
la especie vegetal in vitro. En algunas especies
lefiosas, como la de esta investigacion, se recono-
cen cuatro etapas: establecimiento en condiciones
axénicas, multiplicacion, alargamiento vy
enraizamiento. Para transferir con éxito E. globulus
a condiciones ex vitro es necesario que los brotes
pasen por todas estas etapas. El alargamiento per-
mite al tejido acondicionarse fisiolégicamente para
que cese la division celular y comience el alarga-
miento celular. Por otra parte, cuando los brotes

33


Administrador
Línea


XIMENA V. CALDERON-BALTIERRA

arrosetados se inducen a enraizar, se necrosan ra-
pidamente si se transfieren muy pequefios a medio
de enraizamiento. Esta observacidon se ha reporta-
do para otras especies (Riffaud y Cornu, 1981).
Sin embargo, aunque es posible enraizar brotes
adventicios transfiriendo directamente del medio
de multiplicacién al de enraizamiento (Calder6n et
al., no publicado), no es aconsejable hacerlo ya
que es esencial que las hojas tengan pigmentacion
y morfologia normal para el rapido restablecimiento
de la termodindmica de la planta después que se
han inducido las raices. Tales condiciones se lo-
gran en el medio de alargamiento que se caracte-
riza por tener una menor concentracion de
citoquininas o ausencia total de las mismas, cuya
finalidad es evitar o disminuir la division celular.

Das y Mitra (1990) han mencionado que es
posible alargar los entrenudos de brotes adventi-
cios arrosetados antes del
dios con &cido

enraizamiento en me-
naftalenacético (ANA) vy
bencilaminopurina (BAP), si se adicionan tanto
acido giberélico (GAj3) como carbono activado, o
si éstos se aplican aisladamente.

La presente investigacién tiene por objeto mos-
trar el efecto de diferentes niveles de calcio y
giberelina sobre el crecimiento en altura de brotes
in vitro y evaluar la condiciéon méas adecuada para
establecerla como paso previo al enraizamiento.

MATERIAL Y METODOS
FUENTE DE EXPLANTE Y CONDICIONES DE CULTIVO 1IN VITRO

Las semillas de Eucalyptus globulus se obtuvieron
de arboles del Rodal # 39, predio Chivilingo, Fo-
restal Colcura.

Los ensayos se realizaron con brotes adventi-
cios de Eucalyptus globulus en etapa de multipli-
cacién, provenientes de yemas laterales de plantas
jovenes germinadas in vitro.

Se tomaron brotes arrosetados con altura pro-
medio de 0.5 cm y se cultivaron en camara de
crecimiento bajo un fotoperiodo 16/8, con una in-
tensidad luminica de 2.000 lux y una temperatura
constante a 25° £ 2°C, en un total de 40 repeticio-
nes/ensayo y 10 de los controles.

MEDIOS DE CULTIVO

Se probd el medio basal Murashige y Skoog (MS,
1962) suplementado con 0.5 mg/l de BAP mas
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0.01 mg/l de ANA y vitaminas completas para
todos los tratamientos. La concentracion normal
de calcio de este medio basal (440 mg/l) fue mo-
dificada a 220 (I/2x) y 110 (1/4x) mg/l.

Se probaron ademds dos concentraciones de GA,
(0.1 y 0.5 mg/l), tomando como controles los
medios sin GAj; (cuadro 1). Los medios fueron
gelificados con agar (6 g/I). Como fuente de car-
bono se utilizé6 azGcar comercial (30 g/1) y el pH
fue ajustado a 5.8. La esterilizacion de los medios
de cultivo se realizd en autoclave a 121°C a 15
bares por 15 minutos.

ANALISIS ESTADISTICO
Los resultados del crecimiento en altura real de
los brotes adventicios para cada tratamiento se
evaluaron a los 10, 20 y 30 dias de cultivo con un
analisis de varianza de una via, luego con un test
de rangos mdultiples (LSD) para verificar la
homogeneidad de varianza.

RESULTADOS

El alargamiento de los brotes adventicios, cultiva-
dos en medio con 440 mg/l de calcio, es notable-
mente superior al resto de los tratamientos cuando
se adiciona 0.5 mg/1 de GA, (cuadro 1, fig. 10) y
estadisticamente significativo a los 30 dias con
respecto a todos los tratamientos (cuadro 2), pero
con un costo muy alto para los brotes, ya que esta
concentracion causa deformaciones foliares consi-
derables, junto con una menor area foliar (fig. 1).
Si se disminuye el GAza 0.1 mg/l, el alargamien-
to es significativamente menor (cuadro 1, figs. 2 y
10) a los 30 dias (P=0.01), segun la prueba de la
media de la poblacién. Sin embargo, en esta Ulti-
ma situacion las hojas son en su mayoria norma-
les, no presentando deformaciones.

Le sigue en magnitud de respuesta el nivel 6,
con 220 mg/l calcio y 0.5 mg/l GA,, pero cuya
diferencia es altamente significativa sélo con su
control (nivel 2) y los niveles 3 y 8, que tienen
crecimiento considerablemente menor (cuadro 1).

Ensayos realizados con posterioridad en el la-
boratorio han probado que la situacién del nivel 5
es superable si a continuacién del tratamiento con
0.1 mg/l de GA, se etiolan los brotes por 7-10
dias. Los brotes tratados con este método combi-
nado logran incrementos superiores a los 2 cm
(fig. 4). Se detecta una diferencia significativa
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CUADRO 1

Resultados del anélisis de rangos mdltiples.
Analysis of multiple ranks.

Tiempo
10 dias 20 dias 30 dias
Nivel GA; Ca X G.H. X G.H. X G.H.
mg/1 mg/l cm abcde cm abcde cm abcde
1 0 440 0.160 abc 0.35 ab 0.620 bed
2 0 220 0.100 ab 0.12 a 0.170 a
3 0 110 0.150 a 0.16 a 0.190 a
4 0.5 440 0.507 e 0.75 c 0.960 e
5 0.1 440 0.375 bed 0.56 ab 0.647 cd
6 0.5 220 0.420 cd 0.65 b 0.715 d
7 0.1 220 0.407 cd 0.55 ab 0.552 bed
8 0.5 110 0.282 abcd 0.33 ab 0.345 ab
9 0.1 110 0.367 bcde 0.46 a 0.480 abc
GA; = Acido giberélico
Ca = Calcio
G.H. = Grupos homogéneos
(P=0.01) respecto a los controles 2 y 3 (figs. 3y CUADRO 2

6) a los 30 dias.

. . L Contrastes entre las medias de los tratamientos.
Aunque el enraizamiento no es el objetivo de

Se muestran sélo los resultados obtenidos en

esta investigacién, es interesante comentar que 22 de 36 contrastes realizados y se indica con (*)
después de haber seguido el tratamiento recién aquellos en los que se encontraron diferencias
mencionado ha sido posible obtener plantas con estadisticamente significativas.

raiz en diferentes medios de enraizamiento (fig. Contrast between the means of treatments. Results of only

22 of the 36 contrasts are given. Significant statistical

5), cuyas hojas son normales. ; o
differences are indicated (*).

Cuando se cultivan los brotes con 220 mg/l de

calcio (fig. 11) el crecimiento en altura es menor Contrastes
y similar con ambas combinaciones hormonales, entre 10 dias de 20 dias de 30 dias de
respecto al tratamiento anterior, sin haber una di- medias cultivo cultivo cultivo
ferencia significativa (P=0.01) entre ambos (fig. .
6). Se registra una diferencia altamente significa- 1 g - .
tiva entre los tratamientos 4 y 6 a partir de los 20 1-4 * * *
dias de cultivo (cuadro 2). 1-6 * _ _
Entre los dos niveles de GA; ensayados no hay 1-7 - -
diferencias significativas, pero si respecto a los 2-4 * * :
controles. ; 2 . - .
Hay deformaciones foliares con 0.5 mg/l de GA; 2.7 * ) *
(fig. 6); sin embargo cuando se adiciona 0.1 mg/I 2.9 * _
(fig. 7), éstas son mucho menos frecuentes, obser- 3-4 * * *
véandose en algunos hojas mas alargadas cercano a 3-5 * - *
3-6 * * *
lo normal. 3.7 . ) .
Los valores méas bajos en crecimiento en altura 4-5 ) * *
se obtienen al utilizar 110 mg/l de calcio en el 4-6 . * *
medio de cultivo (fig. 12). Con ambas combina- 4 -7 _ * *
ciones hormonales se favorece la formacion de 4-8 * *
brotes adventicios con un normal desarrollo foliar 4-9 - - :
(figs. 8 y 9). Con respecto a los tratamientos 4, 5 : g : . -
y 6 se encontraron diferencias altamente significa- 6-9 : ) *
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Figuras 1-9. Respuesta de los brotes adventicios a los
diferentes tratamientos: 1) Calcio Ix y 0.5 mg/l GAs. 2)
Calcio Ix y 0.1 mg/l GAs. 3) Control sin GA3; 4) Brotes

elongados con GAjy oscuridad. 5) Brote alargado y
enraizado. 6) Calcio I/2x y 0.5mg/1 GAj. 7) Calcio 1/2x
y 0.1 mg/1 GA3. 8 y 9 Calcio 1/4.

Answer of adventitious shoots to the different mediums: 1)
Calcium Ix and 0.5 mg/l GAj. 2) Calcium Ix and 0.1 mg/l
GAj. 3) Control without GA3. 4) Shoots elonged with GAzand
darkness. 5) Elonged and rooted shoot. 6) Calcium 1/2x and
0.5 mg/l GA,. 7) Calcium I/2x and 0.1 mg/l1 GAjz 8 and 9)
Calcium 1/4.
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tivas (P=0.01) en cuanto al crecimiento en altura
(cuadro 2, fig. 13).

El escaso incremento registrado en los contro-
les con calcio Ix, 1/2x y 1/4x
necesidad de adicionar GA,
entrenudos (cuadro 2, fig. 13).

indica la evidente
para alargar los

DISCUSION

Para una 6ptima elongacién con desarrollo normal
de hojas la combinacién propuesta en este trabajo
consiste en un tratamiento hormonal con 0.1 mg/I
de GAz; y 440 mg/l de calcio seguido por un trata-
miento de oscuridad.

El fundamento fisiol6gico radica en que al pa-
recer la etiolacion estimularia la acumulacién de
calmodulina en las regiones apicales y por consi-
guiente incrementaria el nimero de células, con-
duciendo esto a un alargamiento de las plantulas
en mayor proporciéon que si se aplica sélo un tra-
tamiento hormonal.

Una de las razones del ensayo presentado obe-
dece a que el calcio unido a la calmodulina ejerce-
ria un importante efecto regulador en el proceso
de alargamiento celular (Roberts y Harmon, 1992).
Ademas el calcio se necesita para amplificar e
integrar la sefial con otras sefiales reguladoras.

Tanto el GA, como el calcio contribuyen al
crecimiento celular. El acido giberélico estimula
el crecimiento al incrementar la extensibilidad de
la pared (Davies, 1987).

Se encontré que el alargamiento es significati-
vamente menor en el nivel més bajo de calcio
(110 mg/l). Se ha observado en plantas sometidas
a deficiencia de calcio que algunos organelos, como
mitocondria y reticulo endoplasmatico, se
desintegran. Ademés de alterarse la membrana
celular. Esto sugiere que su rol principal es man-
tener la integridad de la membrana (Poovaiah et
al., 1988).

Los experimentos reportados sobre el alarga-
miento al parecer son necesarios porque los brotes
se necrosan rapidamente cuando se transfieren muy
pequefios al medio de enraizamiento. Tales obser-
vaciones coinciden con las de Riffaud y Cornu
(1981) y experiencias anteriores en mi laboratorio
con esta especie.

Vieitez et al. (1985) utilizan explantes de 0.5
cm para mayor uniformidad, alargados en dos co-
nocidos medios basales (SH y B5), pero el mayor
enraizamiento se logra con estacas de 5-6 cm con



cm

| Comb. | (en mg/l) = BAPO.S + ANAOO] « AG
Comb. 2 (en mg/d) = BAPO S + ANAOOI + AG

g
//
F >
/
!
| I—
O] 5 W 1LY 40

Dias

Letras distintas verticalmente indican diferencias significativas (P=0.01)

Figura 10. Crecimiento en altura con distintas combina-
ciones hormonales (Ca Ix).
Height growth with different hormone combinations.
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Figura 12. Crecimiento en altura con distintas combina-
ciones hormonales (Ca 1/4x).
Height growth with different hormone combinations.

2-3 entrenudos. En el caso de la especie en estu-
dio, el calcio a 440 mg/l estimula considerable-
mente el crecimiento en altura, pero combinado
con 0.5 mg/l de GA, causa deformaciones foliares
considerables. Vieitez et al. (1985), sin embargo,
cuando ensayan estas mismas condiciones obtu-
vieron hojas de mayor tamafo, apariencia normal
y sin callo, pero introdujeron dos variables méas al
mismo tiempo (disminuyeron NOs_ a la mitad y
duplicaron el MgSO,.

El &cido giberélico no es el Unico inductor de
alargamiento que se puede aplicar en lefiosas.
Manzanera y Pardos (1990) elongan Quercus con
BAP con y sin ANA, tanto en explantes juveniles
como adultos; (1988) so6lo con
citoquininas (BAP o Zeatina). Sin embargo en
Eucalyptus gunni, Cortezzi y Méndez (1989) Ilo-

San-José et al.
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Figura 11. Crecimiento en altura con distintas combina-
ciones hormonales (Ca 1/2x).
Height growth with different hormone combinations.
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Letras distintas verticalmente indican diferencias significativas (P=0.01)

Figura 13. Crecimiento en altura con distintos niveles
de calcio.

Height growth with different calcium levels.

gran alargar 2-2.5 cm con 0.1 y 0.5 mg/l de GA;
en presencia de BAP y AIB antes de enraizar,
aunque no todos los vastagos elongados logran
enraizar. En otras especies lefiosas, como rauli
(Calderén y Salazar, no publicado), hemos obser-
vado que la presencia de carbono activado estimu-
la notablemente el alargamiento celular.

Chevre et al. (1983) elongan castafia adulta
adecuadamente con 0.5% de carbono activado.
Ellos mencionan que el alargamiento es mas difi-
cil cuando se tiene material adulto que cuando se
trabaja con material joven y sefialan, ademas, que
la elongacion es necesaria para que cese la multi-
plicacion vegetativa. Por otra parte, Roberts y
Harmon (1992) han observado que la regién apical
de los vastagos etiolados de avena tiene células
meristematicas con mayor concentracion de
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calmodulina que los tejidos maduros. Los niveles
de calmodulina-mRNA son 3.5 veces mayores en
las regiones de desarrollo en hojas de siete dias
que tienen tejido meristematico en la parte basal.

Esto sugiere que las condiciones de oscuridad
estimularian la actividad de la calmodulina, lo cual
se traduce en una mayor sintesis proteica. Los te-
jidos se comportarian como mas jovenes, no pro-
ducirfan lignina y por lo tanto se favoreceria el
alargamiento celular.

Un periodo de elongacion después de la multi-

plicacion in vitro puede inducir los véstagos a
enraizar en respuesta a auxinas (Quoirin et al.,
1974).

Esta investigacion ha probado que el alarga-
miento de los véastagos, previo al enraizamiento,
es fundamental para la sobrevivencia de las
plantulas en condiciones ex vitro.

McCown y Amos (1978) elongan Betula en
medio Greshoff & Doy (GD) con BAP por 6-8
semanas, luego tienen 100% de enraizamiento.

Nuestra experiencia indica que los brotes ad-
venticios pueden enraizar si el medio inductor es
adecuado (Calderdon et al.,, no publicado) pero la
sobrevivencia es escasa. No ocurre lo mismo si
previo al enraizamiento éstos se alargan en un
promedio de 1 cm. En estas condiciones no sélo
sobreviven sino que son capaces de multiplicarse
normalmente estando en el medio de induccion.

CONCLUSIONES

Al contrastar los niveles 4 y 5 se observa que hay
una diferencia altamente significativa a partir de
los 20 dias de cultivo, es decir, que la mayor con-
centracion de GA, (0.5 mg/l) en combinacién con
440 mg/l de calcio permite el mayor crecimiento
en altura. En esta situacion se encontrd una dife-
rencia altamente significativa (P=0.01) respecto al
resto de los tratamientos. Esto significaria que es-
tamos en presencia de medio més adecuado para
el alargamiento. Sin embargo, debido a que las al-
teraciones foliares fueron tan evidentes, se sugiere
recurrir a un estimulo mas moderado con 0.1 mg/l
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de GAz; combinado con un tratamiento de 7-10 dias
de oscuridad. Es posible obtener asi un alargamien-
to adecuado con una vigorosa produccién de hojas
normales de mayor tamafio y de buena pigmenta-
cién como se indica en la figura 4.
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