Cultivos Tropicales, 2004, vol. 25, no. 1, p. 39-44

EFECTO DE UN ANALOGO DE BRASINOESTEROIDES
(MH5) EN LA PROPAGACION DE Eucalyptus urograndis
EN BIORREACTORES DE INMERSION TEMPORAL

G.A. Palhares, R. Rodriguez, Marieta Cid, D. Pinay J. L. Gonzalez-Olmedo®

ABSTRACT. Temporary Immersion Bioreactors (TIB) are
among the current techniques to reach the quick introduction
of new varieties in production. Eucalyptus urograndis (E.
grandis Hill ex Maiden x E. urophylla) plantlets were used to
increase explant quality in TIB and study the effect of plantlet
sizes on survival rates during acclimatization. The application
of low concentrations (0.01 and 0.1 mg.L™) of the
brassinosteroid analogue MH5 in culture media during the
elongation stage increased plant height, leaf number, fresh
and dry weights in TIB. During acclimatization stage, the lowest
sized seedlings (1.1-2.0 cm high) reached the highest survival
rates (63 %) without statistical differences with 2.1-3.0 cm
classification. Growth variables (plant height, leaf number and
root number) got the highest values in the smallest plantlets
(1.1-2.0 cm), with significant differences just with leaf number.
Seemingly, it appeared that size factor had very little effect on
the survival of E urograndis seedlings during the
acclimatization process, rather than the quality of different
organs confirming it.

adaptation, bioreactors, brassinosteroids,
vegetative propagation, Eucalyptus urograndis
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INTRODUCCION

El género Eucalipto contiene méas de 500 especies,
de las cuales la mas ampliamente plantada en el mundo
es Eucalyptus grandis, con un &rea estimada en dos mi-
llones de hectéreas (1).

En Cuba, en los ultimos afios, se han introducido y
probado mas de 50 especies de eucaliptos, algunas de
las cuales se han adaptado muy bien a determinadas
localidades y constituyen, conjuntamente con introduc-
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RESUMEN. Entre las técnicas actuales para alcanzar la pronta
introduccion de nuevas variedades a escala productiva, se
encuentra la multiplicacién mediante biorreactores de inmer-
sion temporal (BIT). Plantulas de Eucalyptus urograndis (E.
grandis Hill ex Maiden x E. urophylla) sirvieron como material
vegetal, con el objetivo de incrementar la calidad de los explantes
en los biorreactores de inmersion temporal y estudiar el efecto
que ejercen las tallas de las plantulas en la supervivencia du-
rante su transito por la fase de aclimatizacion. La aplicacion del
analogo de brasinoesteroides (MH5) a bajas concentraciones
(0.01y 0.1 mg.L™) en los medios de cultivo durante la etapa de
elongacion incrementd la altura, el nimero de hojas, las masas
frescay seca de las vitroplantas en los biorreactores de inmer-
sion temporal. Durante la fase de aclimatizacion, los mayores
niveles de supervivencia (63 %) fueron alcanzados por las
plantulas clasificadas con la talla de 1.1-2.0 cm, aunque no
mostraron diferencias estadisticas con la clasificacion de 2.1-
3.0cm. Las variables de crecimiento (longitud, nimero de ho-
jas y raices emitidas) lograron los valores mas altos en las
plantulas clasificadas con las menores tallas (1.1-2.0 cm), don-
de se observaron diferencias significativas Unicamente en el
namero de hojas. Al parecer no es la talla la variable que tiene
mayor efecto en la supervivencia de las plantulas de E.
urograndis durante la aclimatizacién, sino la calidad de los
diferentes érganos que la conforman.

Palabras clave: adaptacion, biorreactores, brasinoesteroides,
propagacion vegetativa, Eucalyptus urograndis

ciones anteriores, un potencial productivo de gran signifi-
cacion, por sus multiples usos como madera para las
construcciones, mobiliarios, chapas, aglomerados, ener-
gia, laminados, cujes para el secado del tabaco, etc, sien-
do la demanda de los productos mayor que la oferta (2).

El empleo de las técnicas biotecnologicas en la pro-
pagacion de eucaliptos ha permitido acelerar la introduc-
cién de nuevos clones con caracteristicas favorables, pero
los costos de produccidn siguen siendo la mayor dificul-
tad para su uso masivo. La automatizacion de algunas
de las fases de la organogénesis y la embriogénesis
somatica puede solucionar estas restricciones, ya que
permiten reducir la mano de obra y los costos de produc-
cion (3).

La utilizacion de cultivo de especies vegetales en
medios liquidos es una importante alternativa para incre-
mentar volimenes de produccién, con bajos costos y en
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reducidos espacios (4). Asi se ha logrado con éxito el
empleo de biorreactores de inmersién temporal (5) en
especies como cafia de azlcar (6), café (7, 8), pifia (9)
bananos y platanos (10), y también en eucaliptos,
especificamente en el cultivar grandis (11). En relacion
con este Ultimo trabajo, varias de las condiciones de cul-
tivo: nUmero de explantes, volumen de medio por explante,
frecuencia y tiempo de la inmersion, generalidades de
las fases de multiplicacién y elongacién, también funcio-
naron adecuadamente en E. urograndis.

Teniendo en cuenta las posibilidades que brindan el
empleo de los sistemas semiautomatizados y la existen-
cia de un protocolo de propagacion para los Eucalyptus
grandis (11) y sus favorables resultados cuando esta
metodologia ha sido transferida al clon E. urograndis, pre-
sentan solamente problemas en la elongacién de las plan-
tas en la Ultima fase in vitro. Conociendo los efectos que
ejercen los analogos de brasinoesteroides sobre la
elongacion, la division celular, el desarrollo vasculary el
reproductivo, y su amplio uso en los trabajos de
biotecnologia vegetal, es que se decide evaluar el analo-
go MH5 en este trabajo.

Por todo lo anteriormente planteado, es que el obje-
tivo de este trabajo fue determinar las concentraciones
de un anélogo de brasinoesteroide (MH5) que favorezcan
una mejor calidad de plantas de E. urograndis propaga-
das mediante biorreactores de inmersion temporal (BIT)
y evaluar el efecto de diferentes clases segun sus tallas
sobre la supervivencia en condiciones de aclimatizacién.

MATERIALES Y METODOS

Multiplicacion in vitro de E. urograndis. Se empleo el pro-
tocolo descrito para la multiplicacion de esta especie (11),
al cual se le realizaron algunas modificaciones, especial-
mente en los reguladores del crecimiento en la fase de
elongacion, para estimular un mejor desarrollo de los bro-
tesy evaluar su efecto en el porcentaje de supervivencia
en la fase de aclimatizacién. Los experimentos desarro-
llados se describen a continuacion:

# Efecto del empleo del anélogo de
brasinoesteroides MH5 en la elongacion de los
brotes de E. urograndis en biorreactores de in-
mersidn temporal

En la fase de elongacion de los brotes en los

biorreactores de inmersion temporal, se empleé el &cido
indolbutirico (AIB) a 0.5 mg L, concentracién estableci-
da en lametodologia (11) y el andlogo de brasinoesteroides
MHS5 que es una formulacion, producida por el Centro de
Estudios de Productos Naturales de la Facultad de Qui-
mica de la Universidad de La Habana, la cual tiene como
ingrediente activo un anélogo espirostanico trihidroxilado
de brasinoesteroides en una concentracién de 1 mg.mL™;
de sus aplicaciones independientes y combinadas resul-
taron los siguientes tratamientos:
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AIB (0.5 mg.L™}) MH5 (mg.L™)
- 0.00
- 0.01
- 0.10
- 1.00
0.00
0.01
0.10
1.00

Tratamientos

o~NO OB WNBE
[eoNeNoNe]
o1 o1 o1 Ol

El disefio experimental empleado fue un bifactorial
(AIB x MH5) completamente aleatorizado con tres repeti-
ciones. En el momento final del experimento (a los 21
dias), en 30 plantas (10 por cada repeticion) se evaluaron
las siguientes variables: longitud de los explantes (cm),
namero de hojas/explante, masa fresca/explante (g) y
masa seca/explante (g).

#* Aclimatizacion ex vitro de E. urograndis provenien-
tes de biorreactores de inmersion temporal

Plantulas de Eucalyptus urograndis multiplicadas (11)
y elongadas con 0.01 mg.L* de MH5 se emplearon en
este experimento.

En el momento de salida de la ultima fase in vitro,
las plantulas se clasificaron en tres categorias, basando-
se ensutalla: 1.1-2.0 cm, 2.1-3.0 cm, 3.1-4.0 cm.

De cada categoria se emplearon grupos de 30
plantulas, las que se plantaron en una combinacion de
zeolita + cachaza (1/1,v/v) como sustrato. Las bandejas
se colocaron en casas de aclimatizacion en condiciones
controladas de luminosidad (600 umol.m?s™) y donde se
utilizé un sistema de riego automatizado que garantizaba
humedad relativa superior al 90 %. Se evalué la dindmica
del comportamiento de la supervivencia de las plantulas
cada 10 y hasta los 40 dias de permanencia en estas
condiciones ambientales, asi como los incrementos en
longitud, nimero de hojas y raices.

Para el procesamiento estadistico de los resultados,
se utilizé el utilitario STAGRAFIC PLUS. Se realizaron
analisis paramétricos (ANOVA, prueba de LSD P<0,05)
después de chequeada la distribucién normal (Kolmogorov-
Smirnov) y la homogeneidad de las varianzas (Bartlett).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados del cultivo en biorreactores de inmer-
sion temporal de E. urograndis durante las tres semanas
gue permanecieron en medios enriquecidos con auxinas
y un analogo de brasinoesteroides, se exponen en la
Tablal.

La tabla muestra los efectos de los reguladores del
crecimiento empleados para estimular la elongacion de
los brotes. En particular, permite definir la actividad del
brasinoesteroide con respecto a la auxina empleada, ya
gue como puede comprobarse en el orden cuantitativo, la
mayoria de las variables estudiadas fueron superiores en
los brotes tratados con el brasinoesteroide solo con res-
pecto a su combinacion con el &cido indol butirico.
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Tabla I. Efecto de los reguladores sobre variables
del crecimiento evaluadas en los brotes de
E. urograndis durante la etapa final de la
fase de elongacion en BIT

Trata- AIB MH5 Altura No. Masa fresca  Masa seca

mientos  (0.5mgLh) (mglh)  (cm) hojas © ©
1 - 0.00 1.07d 9.20b 0.192c 0.032¢c
2 - 0.01 145a 1100a 0.271ab 0.050a
3 - 0.10 148a 10.04ab 0.241b 0.047 a
4 - 1.00 124bc  808c 0.177d 0.030¢
5 05 0.00 1.08d 9.52b 0.206¢ 0.045ab
6 05 0.01 114cd 9.76b 0.221bc 0.040b
7 05 0.10 129b 9.60b 0.300a 0050a
8 0.5 1.00 114cd 10.28ab 0.199¢ 0.030¢

Los datos de no. de hojas se transformaron para el analisis
segun X'=(x)"0,5. Los tratamientos con letras diferentes indican
significacion (ANOVA, LSD Test p<0.05) (n=30)

Los tratamientos con solo el brasinoesteroide en las
menores dosis lograron los mejores efectos sobre las
variables medidas en los brotes, en especial sobre la lon-
gitud de estos como principal propdsito de este experi-
mento. Estos resultados demuestran que el analogo su-
pero significativamente al tratamiento control y al de AIB.

Por otro lado, es interesante destacar que fueron
precisamente en las mas bajas concentraciones de MH5
en las que se obtuvieron los mejores resultados, las cua-
les no mostraron diferencias significativas entre ellas pero
si con la dosis de mayor concentracion.

Es valido resumir los efectos de los tratamientos
estudiados, con el objetivo de incrementar la talla de los
brotes, mediante la comparacion de los incrementos lo-
grados en cada uno de ellos. El promedio de altura que
alcanzaron los brotes en los biorreactores de inmersion
temporal durante la fase precedente de multiplicacion,
considérese momento cero de la elongacion, fue de
0.92 cm. En tal sentido, durante las tres semanas en
esta fase las plantas tratadas con el medio MS solo
incrementaron su talla en 0.15 cm, mientras que en
0.16 cm lo hicieron las suplementadas con el &cido indol
butirico. La mejor combinacién (0.5 mg.L*" de
AIB+0.1 mg.L* de MH5) aumenté la altura promedio de

Control
YE

los brotes en 0.37 cm, cuando la aplicacién de solo MH5
a la dosis mas baja de 0.01 mg.L™ logré un incremento
de 0.53 cm.

Ademas del valor practico de las adiciones del ana-
logo de brasinoesteroides al medio de cultivo, para mejo-
rar la calidad de los brotes de E. urograndis cultivados en
los biorreactores de inmersién temporal, los resultados
confirman la aplicacién adecuada de manejos oportunos
del cultivo de eucaliptos en medios liquidos mediante la
inmersién temporal.

Las imagenes de la Figura 1 junto con los resulta-
dos cuantitativos alcanzados por las plantas y mostra-
dos en la Tabla | permiten con claridad llegar a conclusio-
nes al respecto.

En la Figura 1 se puede observar un acercamiento
de los explantes de forma individual. En ella solo se apre-
cian los tratamientos con brasinoesteroides empleados
en el experimento y el control en el momento de salida
de la fase de elongacién en BIT.

Es evidente que en los tratamientos a los cuales se
les aplicaron las mas bajas concentraciones de MH5, se
alcanzaron los mayores niveles de elongacion, ademas
de apreciarse un mayor numero de hojas con respecto a
los demas tratamientos. Por otro lado, se puede concluir
que es necesaria la aplicacion de alguna hormona que
estimule la elongacién en esta fase, ya que los resulta-
dos alcanzados por las plantas en el medio MS asi lo
demuestran.

Si bien los resultados alcanzados en esta fase fue-
ron positivos, basicamente en lo referido al crecimientoy
desarrollo de los brotes, un objetivo importante de ella, el
enraizamiento, solo se hizo evidente en uno de los gru-
pos experimentales. Comoquiera que se prefiere solo in-
ducir el sistema radical in vitro, y lograr su emisién y
desarrollo ex vitro, acorde a patrones de enraizamiento
directo (12), vale comprobar durante la aclimatizacién si
también el MH5 fue eficiente en el cumplimiento de este
propésito, factor relevante para la supervivencia y dindmi-
ca, tasa de crecimiento y desarrollo de las plantulas en
los ambientes ex vitro.

Figura 1. Efecto de los tratamientos con brasinoesteroides en la elongacién de los explantes de Eucalyptus
urograndis al finalizar la fase de elongacién en BIT
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#* Aclimatizacion ex vitro de E. urograndis provenientes
de biorreactores de inmersion temporal
En la Figura 2 se aprecia el comportamiento de la
supervivenciay la influencia de la calidad de los explantes
de E. urograndis durante el tiempo de permanencia de
las plantulas en las condiciones de aclimatizacién.

Supervivencia (%)

0 . . \ \
0 10 20

—&— 1120cm —®— 21-30cm —&— 31-40cm

Figura 2. Dindmica de la supervivencia alcanzada
por las diferentes clasificaciones de
plantulas de E. urograndis provenientes
de BIT durante la aclimatizacion. Para el
analisis los datos se transformaron seguin
X'=2 arcsen((x/100)*0.5). Para cada mo-
mento de evaluacidn, medias con letras
diferentes indican significacion (ANOVA,
LSD, p<0.05) (n=30)

Es evidente que en los primeros 10 dias en condicio-
nes de aclimatizacién, independientemente de la calidad,
las plantulas no sufrieron pérdida alguna; luego de esta
etapa se observan niveles de mortalidad, siendo mas acen-
tuada en las plantas que poseian mayores tallas, apre-
cidndose diferencias estadisticas con respecto a las de-
mas clasificaciones. Entre los 20 y 30 dias se registro
una marcada mortalidad en todos los tratamientos, sin
variar el comportamiento estadistico. Los mayores nive-
les de supervivencia fueron obtenidos por las plantulas
clasificadas con las tallas de 1.1-2.0 y 2.2-3.0 cm, ya
gue no mostré diferencias estadisticas entre ellas.

La calidad del material vegetal en el momento de
salida de las condiciones in vitro a ex vitro, tiene gran
responsabilidad en los porcentajes de supervivencia; aun-
gue no es la talla la variable que tiene el mayor efecto en
la supervivencia de las plantulas, sino la calidad de los
diferentes 6rganos que la conforman. En las categorias
de tallas mayores se observo un intenso color verde del
follaje y un enrollamiento parcial de las Ultimas hojas
emitidas, lo que al parecer pudiera ser un efecto menor
de hiperhidratacién, aungue no se evalud histolégicamente
esta caracteristica, pero si es conocido que este sinto-
ma es frecuente cuando se usan medios liquidos.

Por otra parte, las plantas de menores categorias
fueron las que alcanzaron mayores incrementos en longi-
tud, nimero de hojas y nimero de raices, lo que colaboré
a alcanzar los mayores niveles de supervivencia.
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Entre las variables de crecimiento mas evaluadas se
encuentran la longitud, el nimero de hojas emitidas y el
namero de raices. La Figura 3 muestra el incremento en
longitud alcanzado por las diferentes categorias de plan-
tas durante su permanencia en las condiciones de
aclimatizacion.
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Clases
Clases 3.1-40cm 2.1-3.0cm 1.1-20cm ESX
Incremento (cm) 1.4a 1.04b 1.48a 0.25

Figura 3. Longitud alcanzada por las plantulas de
E. urograndis durante la permanencia en
aclimatizacion. Los andlisis estadisticos se
realizaron a los incrementos de cada cla-
se; paraello los datos se transformaron se-
gun X'=2 arcsen (x/100). Los tratamientos
con letras diferentes indican significacion
(ANOVA, prueba DLS, p<0.05) (n=30)

En la figura se aprecia como las plantulas clasifica-
das con las mayores tallas, aunque no difirieron
estadisticamente de las menores clasificaciones, logra-
ron los mas altos valores de longitud al finalizar la etapa
de aclimatizacién, observandose diferencias significati-
vas con las plantas de talla mediana.

Aungue no es muy comun observar que las plantulas
de menor talla sean las que mayores porcentajes de su-
pervivencia y longitud alcancen en la fase de
aclimatizacion, si es muy conocido que la calidad fisiol6-
gica y anatomorfol6gica alcanzada por las plantas en
condiciones in vitro juega un papel determinante durante
la permanencia de ellas en la fase de aclimatizacién (13).

Como resultado del ambiente in vitro, las plantas
desarrollan una anatomia y fisiologia diferentes a las plan-
tas cultivadas en condiciones de campo o casas de cul-
tivo (14). Entre ellos, se afectan todos los 6rganos de la
planta, aunque no todos tienen la misma significacion
sobre el comportamiento ex vitro.

Las plantulas de E. urograndis de la menor clasifica-
cién, presentaban una mayor conformacion y calidad del
follaje comparadas con las demas categorias evaluadas,
siendo esta diferencia mas marcada con las plantulas de
mayor talla, en las que se observaban sintomas de
hiperhidratacién en las hojas mas jévenes, lo que pudo
incidir en un favorable metabolismo de ellas y por ello una
mayor elongacién durante la aclimatizacién. Cuando se
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analizan los niveles de emisién foliar por los distintos gru-
pos de plantas evaluados durante la etapa de
aclimatizacién, se observa cémo las plantulas que se cla-
sificaron con menor talla también son las que alcanzan
los mayores valores en la emision de hojas (Figura 4).
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Figura 4. Niomero de hojas de las plantulas de E.
urograndis durante su permanenciaen fase
de aclimatizacion. Los andlisis estadisti-
cos serealizaron alos incrementos de cada
clase; para ello los datos se transforma-
ron segun X'=(x)*0.5. Los tratamientos con
letras diferentes indican significacion
(ANOVA, prueba LSD, p< 0,05) (n=30)

En la figura se aprecia como las plantulas de la me-
nor categoria nuevamente son las que mayores niveles
de emisién foliar alcanzan, manteniendo diferencias sig-
nificativas con las plantas de las tallas superiores, no
encontrandose diferencias estadisticas entre estas dltimas.

En la mayoria de las especies que se han estudia-
do, el mesdfilo de las hojas en condiciones in vitro posee
un tejido en empalizada pobremente desarrollado, gene-
ralmente formado por una sola capa de células, y funda-
mentalmente compuesto por tejido esponjoso con gran-
des espacios intercelulares (15). Ello limita que tengan
una Optima funcionalidad, por lo que la emisién de nue-
vas hojas en condiciones ex vitro provoca directamente
un mayor crecimiento y desarrollo de las plantulas, ya
gue alcanza una mayor actividad fotoautotréfica en estas
condiciones.

Las hojas son los érganos de reserva de la mayoria
de las especies vegetales, por lo que la calidad de ellas,
asi como su namero total, tienen efectos directos para
alcanzar resultados satisfactorios durante la fase de
aclimatizacion.

Las hojas como protagonistas de la formacion de
fotosintatos para el normal desarrollo de las plantulas, en
las condiciones in vitro, son empleadas solo como alma-
cén de sustancias carbonadas que son utiles en el creci-
miento y desarrollo de ellas, luego de ser transferidas a
condiciones ex vitro, donde mantienen esta funcion has-
ta tanto no exista una nueva emision foliar con mejores
caracteristicas anatomorfoldgicas que les garanticen ac-
ciones metabdlicas especializadas (16).
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Estos resultados a la vez estan acorde con los ma-
yores niveles de supervivencia y con los incrementos en
longitud alcanzados en las figuras descritas anteriormen-
te; es obvio que los niveles de acumulacion de sustan-
cias fotosintéticas deben ser superiores en las plantas
de esta clasificacion, por poseer un mayor numero de
hojas fotosintéticamente activas, lo que indica un mayor
crecimiento y desarrollo de las plantulas.

Por otro lado, el nUmero de raices emitidas durante la
permanencia de las plantulas en la aclimatizacion fue tam-
bién superior en las plantas clasificadas con la menor cate-
goria, aunque no se apreciaron diferencias significativas con
las de mayor talla, si se observaron entre estas con las
plantas de las clases intermedias (datos no mostrados).

Estos resultados demuestran la necesidad de que
en futuros trabajos se deba valorar la posibilidad de em-
plear tratamientos adicionales en condiciones in vitro, que
permitan un mayor grado de fotoautotrofismo de las plan-
tas en condiciones in vitro, para con ello garantizar una
mejor funcionalidad de estos érganos, y asi alcanzar
mayores hiveles de supervivencia y constantes tasas de
crecimiento y desarrollo durante la aclimatizacién (17).

Por otro lado, el nimero de raices emitidas durante
la permanencia de las plantulas en la aclimatizacion fue
también superior en las plantas clasificadas con la me-
nor categoria; aunque no se aprecian diferencias signifi-
cativas con la de mayor talla, si se puede observar esta
con las plantas de las clases intermedias (Figura 5).
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Figura5. Namero de raices emitidas por las plantulas
durante su permanencia en la fase de
aclimatizacion. Para el andlisis estadistico
los datos se transformaron segin X'=(x)"0,5.
Los tratamientos con letras diferentes indi-
can significacion (ANOVA, prueba LSD, p<
0,05). Cada dato representa la media para
n=30. ES X=0.37

Aunqgue en el momento inicial las plantulas no po-
seian un sistema radical establecido, este estaba ya pre-
viamente inducido en las condiciones in vitro; esta induc-
cion colabora a la pronta emision de las raices cuando
son transferidas a condiciones ex vitro. Teniendo en cuenta
que también fueron las clases pequefias las que mayor
namero de hojas emitié y que las hojas son fuente de
produccién natural de auxina, no resultan alarmantes los
niveles de emision de raices alcanzados por esta categoria.
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