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ASPECTOS METABOLICOS DEL CRECIMIENTO

Y DESARROLLO DE LAS PLANTULAS DE PLATANO
(CEMSA %) MICROPROPAGADAS EN BIORREACTORES
DE INMERSION TEMPORAL (BIT)

C. E. Aragon®, Maritza Escalona, Iris Capote, Inaudis Cejas, R. Rodriguez,
J. Sandoval, Sophie Roels, P. Debergh y J. L. Gonzalez-Olmedo

ABSTRACT. The crop techniques in Temporary Immersion
Bioreactors constitutes an effectivetool for plant propagation;
it increases its multiplication coefficient and quality. Littleis
known so far about the echophysiology of thisnew cultivation
technique, where plants are subjected to a liquid immersion
and the physiologic changes that take place during this stage
will betheresponsiblefor plant quality. To evaluate the effects
of these conditions on the physiologic change of plantain
plants, a descriptive experiment was conducted during the
elongation phase. Enzymes related with carbon metabolism
measured plant heterotrophic behaviour during the studied
phase. High levels of acid invertase (Al) activities and
pyruvato kinase (PK) accompanied by low levels of sucrose
phosphate synthase (SPS) and phosphoenolpyruvate
carboxylase (PEPC) evidence these behaviours. The changes
induced by the atmosphere on net photosynthesis and
transpiration rates demonstrate the tendency of plants to use
a less autotrophy metabolism. The plants under in vitro
conditions do not totally depend on photosynthesis but rather
they present a photomixotrophic behaviour.

Key words: bioreactors, photosynthesis, metabolism,
carbon, plant physiology, Musa

INTRODUCCION

El platano constituye una de las frutas tropicales
mas comercializales del mundo, con una produccion de
aproximadamente 70 millones toneladas por afio. Con
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RESUMEN. Lastécnicasde cultivo en Biorreactoresde Inmer-
sion Temporal (BIT) constituyen una herramienta eficaz para
la propagacion de plantulas, pues aumenta €l coeficiente de
multiplicacion y la calidad de estas. Poco se conoce hasta el
momento sobre la ecofisiologia de esta novedosa técnica de
cultivo, donde las plantul as son sometidas aunainmersion en
medio liquido y los cambi os fisiol 6gicos que se producen du-
rante esta etapa seran los responsables de la calidad de las
plantulas. Para evaluar los efectos de estas condiciones en €l
cambio fisiol6gico de plantulas de platano, serealizé un expe-
rimento descriptivo durante la fase de elongacién. Enzimas
relacionadas con el metabolismo del carbono fueronlamedida
del comportamiento heterotréfico de las plantulas durante la
fase de estudio. Altos niveles de actividades enziméticas de
lasinvertasas &cidas (IA) y piruvato quinasa (PQ) acompafia-
dos de bajos niveles de actividad sacarosa fosfato sintasa
(SFS) y fosfoenol piruvato carboxilasa (FEPC) evidencian es-
tos comportamientos. L os cambiosinducidos por el ambiente
sobre los indicadores de fotosintesis neta y transpiracion de-
muestran latendenciaala utilizacion en menor medida de un
metabolismo autotréfico. Las plantulas durante las condicio-
nes in vitro no dependen totalmente de la fotosintesis sino
gue presentan un comportamiento fotomixotrdfico.

Palabras clave: biorreactores, fotosintesis, metabolismo,
carbono, fisiologia vegetal, Musa

ello se ha emprendido la micropropagacién en masa de
genotipos seleccionados; la aplicacion de la Inmersién
Temporal constituye una de las técnicas mas novedosas
al respecto (1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8). La estrategia de adap-
tacion de las plantulas a las condiciones de los
Biorreactores de Inmersion Temporal (BIT) es una combi-
nacién de caracteristicas morfolégicas, bioquimicas y fi-
sioldgicas, que permiten un uso mas eficaz de los recur-
sos del medio interno en el frasco. Los BIT provocan en
las plantulas una inmersion completa, seguido de un pe-
riodo de ausencia de medio y estas condiciones pueden
provocar cambios metabdlicos en las hojas de las
plantulas, que posteriormente afectan el proceso de
aclimatizacién. Hojas formadas durante la fase de
elongacion son anatémica y fisiologicamente afectadas
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por este ambiente; frecuentemente se observan cambios
de pigmentacién que repercuten en las caracteristicas
fotosintéticas de las plantulas. Actualmente, varias son
las investigaciones que se han desarrollado para explicar
estos comportamientos en la micropropagacién conven-
cional (9, 10, 11, 12), pero en los BIT muy poco se ha
realizado al respecto (13). Una caracterizacién bioquimica
y metabdlica de los fundamentales procesos vinculados
con el metabolismo del carbono, permite explicar el de-
sarrollo que alcancen las hojas y como pudiera esto per-
mitir una mejor adaptacion de las plantulas.

MATERIALES Y METODOS

Biorreactores de Inmersion Temporal. El sistema esta
constituido por dos vasos transparentes de Nalgene plas-
tico con un volumen de 250 mL; los dos recipientes se
conectaron por una manguera de silicona con 100 mL de
medio de cultivo afiadidos (10 mL/explante). Los brotes
se sumergieron durante cuatro minutos cada tres horas y
la corriente de aire se esterilizo por el paso a través de
filtros hidréfobos de 0.2 um. La presién positiva de un
compresor de aire empujé el medio de un recipiente al
otro para sumergir las plantulas completamente. La co-
rriente de aire fue invertida para retirar el medio del reci-
piente. Los crondmetros electronicos controlaron la fre-
cuenciay longitud del periodo de la inmersion. Las valvu-
las solenoides trifasicas proporcionaron el funcionamien-
to del encendido/apagado (5).

Material vegetal. Las plantulas de platano (clon CEMSA %4)
(AAB) se proliferaron utilizando las condiciones de culti-
vo de inmersion temporal previamente establecidas (5)
en MS (14) sales y vitaminas, complementado con 3 %
sacarosa y Metatopolin 4.44 pmol.L?, donde el pH se
ajusto a 5.8 antes del autoclaveado a 121°C y 118 kPa
durante 30 minutos. Se incubaron las plantulas a 25°C
bajo tubos fluorescentes blancos que proporcionan
30-40 pmol.m*?.s™ con un fotoperiodo de 16 horas luz
8 oscuridad. Inicialmente diez explantes de platano prove-
nientes de la micropropagacion convencional (3-4 subcultivo)
fueron colocados en cada biorreactor. Los brotes coloca-
dos en los biorreactores fueron divididos longitudinalmente
y previamente decapitados. El experimento se dirigié du-
rante la fase de elongacion en BIT (21 dias) con medio
MS sin regulador del crecimiento.

Determinacion de variables fotosintéticos. Para la medi-
cién de la capacidad fotosintética neta maxima, se utili-
zaron hojas totalmente extendidas de los retofios entre
cuatro y cinco horas después del principio del fotoperiodo.
Las capacidad fotosintética maxima y transpiracion fue-
ron medidas con un CIRAS-2 (Sistema Portatil de Foto-
sintesis, Europa, PP Systems, UK). El &rea de la cubeta
(PLCB6) se cubrié completamente con la hoja mas joven
completamente expandida (2.5 cm?). La concentracion
de diéxido de carbono y humedad relativa fueron valores
ambientales de aproximadamente 375 pmol.mol™y 80 %,
bajo luz controlada. Las medidas se hicieron a cinco
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plantulas con diez repeticiones para un total de 50 valo-
res. La fotosintesis se expresé en umol de COz.m'z.S‘1 y
la transpiracion en mmol de HZO.m'z.S'l. Para la determi-
nacion de la luz éptima donde la fotosintesis fuera maxi-
ma y estable, se realizaron curvas de saturacion de luz
donde este valor resulté ser 600 umol de fotones.m?.s™.
Las masas fresca y seca se determinaron después
de las medidas de intercambio de gas; para el peso seco
se secaron las plantulas durante 72 horas a 70°C.
Todas las mediciones fueron realizadas cada siete
dias durante la fase de elongacion, con 30 medidas para
los indicadores morfolégicos.
Extraccién y actividad enziméticas para las invertasas
acidas (IA) y sacarosa fosfato sintasa (SFS). Diez hojas
correspondientes a diez plantulas (250 mg) se colocaron
inmediatamente en nitrégeno liquido y fueron maceradas
en mortero. Se extrajeron las enzimas por el método des-
crito segun Geigenberg y Stitt (15). Las actividades SPS
y IA se realizaron utilizando el procedimiento informado
por Van Quy (12). La sintesis de sacarosa se determiné
por el método de la antrona (16) y la formacién de hexosas
como describieron Miron y Schaffer (17).
Extracciony actividad enziméticas para la fosfoenolpiruvato
carboxilasa (FEPC) y piruvato quinasa (PQ). Diez hojas
correspondientes a diez plantulas se colocaron inmediata-
mente en nitrdgeno liquido y se maceraron. Las enzimas fue-
ron extraidas resuspendiendo el material en 1 mL de Hepes-
KOH (50 mmol.L %), MgCl, (12 mmol.L "), EGTA(1 mmol.L %),
EDTA (1 mmol.L'"), DTT (2 mmol.L?), 10 % glicerol,
benzamidina (2 mmol.L?), &cido n-amino caproico
(2 mmol.L™?) a pH 7.4, segun Siegel y Stitt (18). La reac-
cién catalizada por la FEPC se acopl6 con la reaccién de
la malato deshidrogenasay se ensay6 a 25°C, registran-
do la utilizacién de NADH a 340 nm en un
espectrofotometro (Pharmacia). La solucién de ensayo
contuvo 1 mL de solucién (19), 718 uL de Hepes-KOH
(50 mmol.L™*), pH 7.6, 10 uL de NaHCO, (1 mol.L™), 10 pL
de NADH (20 mmol.L™), 10 uL de MgCl, (1 mol.L ™), 1 pL
de DDT (1 mol.L™Y), 1 uL de EDTA (1 mol.L™), cinco unida-
des de malato deshidrogenasa, 20 uL de Glucosa-6P
(2 mmol.LY) y 25 pL del extracto. Las reacciones fueron co-
menzadas agregando 5 pL de fosfoenolpiruvato (1 mol.L?).
Lareaccién de PQ se acopl6 con lareaccion de la lactato
deshidrogenasay se ensay6 a 25°C seguida por la utili-
zacion de NADH a 340 nm. La actividad de PQ se ensa-
y6 en tampén imidazol-HCI (50 mmol.L?),
fosfoenolpiruvato (2 mmol.L™), ADP (2 mmol.L™*), MgCl,
(10 mmol.L™h), KCI (30 mmol.L™), NADH (0.15 mmol.L ) y
2.5 unidades.mL? desalinizados de lactato
deshidrogenasa de musculo de conejo para un volumen
final de 1 mL a pH 7.0. Las actividades enzimaticas se
expresaron en U/g MF, donde 1 U corresponde a 1 umol
de sustrato transformado por hora.
Determinacion de la concentracién de sacarosa. En las
hojas y el medio de cultivo se utilizé un KIT (SIGMA-
ALDRICH Co). Se tom6 1 mL de medio de cultivo cada
siete dias y un gramo de material vegetal de 10 hojas
correspondientes a 10 plantulas durante los 21 dias de la
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elongacioén. El contenido de sacarosa en el medio de
cultivo se expresé en g/100 mL y en las hojas en mg/g MF.
Analisis estadistico. Se realizaron los andlisis estadisti-
cos utilizando el SPSS version 8.0. Los analisis para la
fotosintesis, transpiracion e indicadores morfoldgicos se
realizaron a través de una prueba de clasificacién simple
ANOVA, seguida de una prueba de Tukey para un 5 %
como andlisis paramétrico. Dentro de los andlisis no
paramétricos realizados a los resultados de actividades
enzimaticas y cuantificacion de sacarosa, se realizé una
prueba de comparacién Kruscall Wallis y una prueba de
clasificacién Student-Newman-Keuls para un 5 % de sig-
nificacion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los indicadores morfologicos de calidad de los bro-
tes durante la fase de elongacion sugieren un desarrollo
de las plantulas durante esta etapa, donde se incrementan
fundamentalmente a los 21 dias (Tabla I). La altura de la
planta demuestra que a los 21 dias es el momento de
mayor desarrollo del material vegetal. La variacion de la
masa seca fue significativa en el final de esta etapa como
un verdadero indicador de crecimiento. La disminucion
de indicadores como el nimero de hojas y diametro del
tallo a los 21 dias puede estar relacionado con el mo-
mento en el que el volumen del frasco es limitante y el
crecimiento en longitud de las plantulas es maximo (7.02 cm).
Alos 21 dias, la altura de las plantas (7.02 cm) fue muy
similar a la altura de los frascos, por lo que se observo
gue practicamente toparon con el borde superior de los
frascos. Otro factor adverso pudo ser el agotamiento de
la fuente de carbono producto de la hidrolisis en el medio
de cultivo y su incapacidad de ser asimilado como azu-
cares no reductores; los valores quedaron aproximada-
mente a la mitad de la concentracion inicial.

Tablal. Indicadores morfolégicos de las vitroplantulas
durante la fase de elongacion

Indi cadores morfol 6gicos Dias

0 7 14 21 es Sg
Altura(om) 45b  485b 500b 702a 0% *
Nimerodehgas 48b  508a 508a 4%0b 026 *
Didmetrodd tallo (am) 057éb 058  057a 051b 019 *
Lorgitud delahga(am) 307 319 317 287 042 m
Ancho delahgia(cm) 118 123 124 113 036 m
Masa fresca(g) 213 221 22 187 039 s
Mesasca(ng) 4323b 4218b 10356a 137.3a 08  *

Letras diferentes indican diferencias significativas entre las
medias para un grado del 5 % en la prueba de Tukey (n=30)

Los estudios de los niveles de sacarosa en el medio
de cultivo demostraron que de una concentracion inicial
de 30 g.L", al cabo de los 21 dias esta se redujo a
13.8 g.L?, equivalente al 46 % de los niveles iniciales de
sacarosa (Figura 1). En las hojas la técnica empleada no
permitié detectar sacarosa al inicio del proceso de
elongacion; ya a partir de los siete dias y hasta los 21
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dias de elongacién se observé unincremento gradual. A
partir de los siete dias, la incorporacién de la sacarosa
del medio de cultivo es evidente, pasando al interior de
las hojas como fuente primaria de carbono. Estas reser-
vas pudieran ser utilizadas posteriormente durante la
aclimatizacion (9).

3.0
2.5
2.0
15
1.0
0.5
0.0

t (dias)

—e— sac. Medio - -m - -sac. Hojas

Letras diferentes indican diferencias significativas entre las
medias, para un grado del 5 % en la prueba de Student-Newman-
Keuls; n=9

Figura 1. Contenido de sacarosaen el medio de cultivo
(9/100 mL) (es=0.19) y en las hojas (mg/g MF)
(es=0.09) durante la fase de elongacién

La actividad de la enzima FEPC, responsable de la
sintesis de fosfoenolpiruvato y vinculada a procesos
anabolicos, aumenté en la segunda semana del proceso
evaluado (Figura 2A). Los mayores niveles se alcanzaron
alos 14 y 21 dias de elongacion. El comportamiento de
la actividad PQ, enzima sintetizadora de piruvato a partir
de fosfoenolpiruvato y vinculada a procesos catabdlicos,
fue similar al de la FEPC durante la fase evaluada, con
unatendencia al aumento (Figura 2B). Existe una estre-
cha relacion funcional competitiva entre estas dos
enzimas, donde comparten el mismo sustrato
(fosfoenolpiruvato) para desempefiar su funcion catalitica.
La alta actividad de ambas enzimas durante el final de la
fase de elongacion, revela un suficiente suministro de
sacarosa a las células por parte del medio de cultivo,
aspecto que favorece la no competencia entre ellas. La
invertasa 4cida mostré un incremento en el comienzo de
la fase de elongacién, debido a la necesidad de las
plantulas de degradar la sacarosa presente en el medio
para ser utilizada como fuente de carbono (12) (Figura 2C).
El descenso ocurrido a los 21 dias puede estar relaciona-
do con los momentos donde ain con sacarosa en el medio
de cultivo la planta no hace uso de ella. Los resultados
de sacarosa en las hojas revela la incorporacion de este
carbohidrato en ellas, gracias a la incorporacion de la
sacarosa por medio de la IA. Por otra parte, la actividad
de la SFS, enzima encargada de sintetizar sacarosa a
expensas de las hexosas obtenidas en la fotosintesis,
mostro una baja actividad durante la elongacion (20)
(Figura 2D).
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para un grado del 5 % en la prueba de Student-Newman-Keuls (n=9)

Figura2. Cambios en las actividades enzimaticas Fosfoenol
Piruvato Carboxilasa (FEPC) (es=2.03) (A);
Piruvato Quinasa (PQ) (es=8.55) (B),
InvertasaAcida (IA) (es=0.11) (C) y Sacarosa
Fosfato Sintasa (SFS) (es=0.06) (D) durante
lafase de elongacién. 1 U correspondeal umol
de sustrato transformado por hora

42

Las plantulas cultivadas in vitro en condiciones
heterotréficas no requieren de la sintesis de sacarosa,
pues la obtienen del medio con gran facilidad, ademas
gue los niveles de fotosintesis, como suministros de
azucares, en estas condiciones fueron bajos. Los mayo-
res niveles de actividad enziméatica corresponden con los
momentos donde la concentracion de sacarosa en el
medio es baja, final de multiplicacién y final de elongacion,
momento en el cual la actividad de la enzima es necesa-
ria aln cuando no se observen aumentos de la actividad
fotosintética (Figura 3A).

Los mayores valores de fotosintesis se obtuvieron al
inicio del proceso, los cuales pueden estar relacionados
con el agotamiento de sacarosa en el medio de multipli-
cacion y de ahi la necesidad de ser sintetizada por la
planta (Figura 3A). En general, la fotosintesis en las
plantulas en condiciones in vitro es menor que ex vitro (12).
La causa fundamental es la presencia de un medio
heterotréfico por los niveles de sacarosa, lo cual disminu-
ye la actividad de la enzima RubisCO (21, 22). Para
bananos se han informado valores de fotosintesis in vitro
generalmente bajos (23), los cuales pudieran estar se-
gun Karstens et al. (24) en el orden de -1.5 a 0.5 umol
CO, m?.s*yde 10 a 28 pmol CO,.m*.s™ para las condi-
ciones ex vitro. Los estudios de transpiracién realizados
de forma conjunta con el rendimiento fotosintético, reve-
laron que durante la fase de elongacion la introduccién de
un medio rico en sacarosa, un sistema cerrado y un cul-
tivo en medio liquido son factores que favorecen la aper-
tura de los estomas en las hojas y con ello registros altos
de transpiracion, mostrados a los 14 dias de elongacion (25)
(Figura 3B). A los 21 dias de la fase de elongacién, se
hace evidente una disminucién quiza por condiciones de
estrés causadas por limitacion del volumen del frasco y
el momento de mayor desarrollo de las plantulas, ade-
mas del agotamiento del medio de cultivo en cuanto a
nutrientes como sacarosa, lo que en general puede indu-
cir el cierre estomético como un mecanismo para evitar
la pérdida de agua por las hojas. Los resultados en los
andalisis morfoldgicos del nimero de hojas y diametro del
tallo respaldan este comportamiento.

La fotosintesis in vitro fue influida por los BIT en com-
paracion con los niveles informados en la micropropagacion
convencional; para el caso del platano estos niveles en
los BIT son mayores (23). La fase de elongacion de las
plantulas en los BIT fue descrita bajo un caracter
heterotrofico por la marcada actividad de la enzima piruvato
guinasa, enzima glicolitica y por ende sustentadora de
una nutricién heterotréfica, ademas de la baja actividad
de la enzima sacarosa fosfato sintasa. Para el caso de la
IA, valores similares de actividad han sido informados para
otros cultivos como tomate micropropagados por via con-
vencional (9), aspecto sobre el cual los BIT no crearon
diferencias. La presencia de niveles de fotosintesis corro-
bora méas que el caracter heterotréfico, el comportamien-
to fotomixotrofico del cultivo in vitro en BIT (26).
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Figura 3. Fotosintesis neta (A) (es 0.3) y transpiracién (B) (es 0.5) para las plantulas durante la fase de

elongacion

La asimilacion de la sacarosa del medio de cultivo
quedd descrita a través de la actividad de la enzima
invertasa &cida y el balance de la sacarosa en el medio
de cultivo y las hojas. Las caracterizaciones metabolica
y fisioldgica del cultivo in vitro en BIT con medio liquido
como medio de cultivo, constituyen aportes a estas nue-
vas técnicas de cultivo y a comprender la evolucion
ecofisiolégica de los ambientes generados en los siste-
mas de inmersion temporal. El comportamiento
fotomixotrofico demostrado para las plantulas de platano
en los BIT, demuestra que es una técnica que le confiere
a las plantulas un acercamiento a una forma de obten-
cién de energia mas favorable, para enfrentar las condi-
ciones externas durante la aclimatizacién (27, 28). Re-
sultados similares en cuanto a la no dependencia total
de los brotes de la fotosintesis fueron obtenidos en bro-
tes de pifia (8). La combinacién de ambas formas de ob-
tencién de energia pudiera permitir mejor la adaptacion
de las plantulas hasta alcanzar el completo autotrofismo.
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