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RESUMEN

Gmelina arborea Roxb. es una de las especies que mas se emplea en proyectos de reforestacion. Cominmente
se propaga por semillas y estacas. También se ha micropropagado en medio de cultivo semisélido. El
empleo de Sistemas de Inmersién Temporal (SIT) podria contribuir a elevar los coeficientes de multiplicacion.
El presente trabajo se desarroll6 con el objetivo de multiplicar in vitro G arborea en SIT. Se emplearon cinco
explantes por SIT con 100 ml de medio de cultivo. Las inmersiones se realizaron una vez por dia por un
periodo de un minuto y el ciclo completo constd de 30 dias. Como control se establecié el mismo ndimero de
explantes en un medio de cultivo semi-sélido con frascos similares a los del SIT. Los resultados indicaron un
incremento en el coeficiente de multiplicacién (5.01), una mayor longitud (1.49 cm) y vigor de los brotes
cultivados en SIT en comparacidn con el control. Se demostré la utilidad del empleo de SIT en el cultivo in
vitro de esta especie forestal.

Palabras clave: automatizacién, cultivo in vitro forestales, coeficiente de multiplicacion.

In vitro multiplication of Gmelina arborea Roxb in Temporary
Immersion Systems

ABSTRACT

Gmelina arborea Roxb. it is one of the most widely used species in reforestation projects. It is commonly
propagated by seeds and cuttings. Besides, it has been micropropagated in semisolid culture medium. The
use of Temporary Immersion Systems (TIS) could help to increase multiplication coefficients. The aim of this
paper was to in vitro multiply of G arborea in TIS. Five explants per 100 ml of culture medium and one
immersion per day for a period of one minute were used in each TIS. The complete cycle consisted of 30
days. As a control, the same numbers of explants were established in a semi-solid culture medium with
similar bottles of TIS. Results indicated an increase in the multiplication coefficient (5.01), a greater length
(1.49 cm) and vigor in sprouts grown in TIS compared with control. It was demonstrated the utility of TIS for the
in vitro culture of this tree species.

Keywords: automation, in vitro culture forest species, multiplication coefficient.

INTRODUCCION alternativa para disminuir el porcentaje de CO,

en la atmésfera (Alice ef al., 2004). También,

Las plantaciones forestales, son bosques
constituidos por arboles de una misma especie
o de especies diferentes que han sido
sembrados por el ser humano. Su importancia
radica en que son una fuente importante para
la obtencién de la madera y son aliadas en el
resguardo del medio ambiente, ya que
promueven la proteccion de ecosistemas tanto
para flora como fauna. Ademas, son una

las plantaciones forestales contribuyen en los
ingresos econémicos de Costa Rica como
producto del pago de servicios ambientales
(PAS) (Louman, 2005; Fonseca ef al., 2012).

Gmelina arborea Roxb. es una especie de arbol
maderable que pertenece a la familia
Lamiaceae, nativo de la India y de gran parte
del sudeste de Asia. Los rodales naturales de
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G. arborea Roxb. se encuentran entre 5°y 30°
N entre 50-1300 m de altitud en los bosques
semi-deciduos en las regiones tropicales y
subtropicales de Bangladesh, Camboya, China,
la India, Laos, Myanmar, Nepal, (oeste),
Pakistan, Sri Lanka, Tailandia y Vietnam (Indira,
2006; Naik ef al., 2009; Solano, 2010; Wee ef
al., 2012).

Ademas, es ampliamente utilizada en el
establecimiento de plantaciones en las areas
tropicales de todo el mundo, por lo que se
considera una especie de alto valor
econdmico. Esta especie se caracteriza por
ser una planta de rapido crecimiento, puede
llegar a medir 30 m de alto y 80 cm de
diametro, sus hojas son grandes y sus flores
presentan una coloracién amarillo-anaranjada
(Indira, 2006; Naik et al., 2009; Solano, 2010;
Wee et al,, 2012).

Su importancia radica en que es una de las
especies forestales mas utilizadas en
proyectos de reforestacién debido a que
presenta un buen desarrollo silvicultural
(Moya, 2004; de Kok, 2012). Ademas, se
reconoce que su madera es de buena calidad
y es ampliamente empleada el mercado de
la construccién, ebanisteria, paneles de
madera y como fuente de pulpa para papel
(Indira, 2006; Naik et al., 2009; Wee ef al,,
2012). Asimismo, el establecimiento de
plantaciones ha permitido disminuir las
importaciones de madera, lo que representa
una disminucién significativa en los costos
de produccién y por ende un beneficio
econdmico para Costa Rica (Gonzalez et al.,
2004).

En Costa Rica, existen aproximadamente 164
000 ha dedicadas a la plantacion de especies
forestales, de las cuales aproximadamente 65
000 ha son de esta especie. Por ello, se
considera una de las mas importantes para la
reforestacién y para el establecimiento de
plantaciones (Mufioz y Moya, 2008; Solano,
2010).

G. arborea, es una especie que cominmente
se propaga mediante semillas y esquejes. La
reproduccién mediante semillas trae consigo
una mayor variabilidad genética entre los
individuos y la reproduccién asexual mediante
esquejes beneficia la produccion masiva de
individuos de un mismo genotipo. No obstante,
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los individuos propagados por las técnicas
antes mencionadas presentan un crecimiento
lento (Alvarez et al., 2011).

A partir de 1996, compaiiias como la Ston
Forestal S.A (Costa Rica) comenzaron a
producir semillas obtenidas de cruces
controlados de los mejores arboles de su
programa de mejoramiento genético para ser
evaluados en campo como posibles clones.
Para realizar las pruebas de campo, la
empresa requirié de 2 a 3 afios para obtener
un nimero apropiado de copias de estacas
enraizadas, a partir de las plantulas obtenidas
de las semillas producidas de los cruces
controlados. Lo anterior, desperté el interés
porimplementar las técnicas de cultivo in vitro
para la propagacion de plantulas a partir de
semillas.

En este sentido, Valverde ef al. (2004),
lograron el establecimiento, multiplicacién y
enraizamiento in vifro de plantulas de G.
arborea a partir de semillas obtenidas de
cruces controlados. Para la multiplicacion,
emplearon segmentos nodales cultivados en
un medio de cultivo MS (Murashige y Skoog,
1962) con diferentes concentraciones de
bencilaminopurina (BAP). Los brotes
obtenidos fueron subcultivados en el mismo
medio de cultivo con diferentes
concentraciones de acido indolbutirico (AIB)
y transferidos a turba (sustrato a base de
Sphagnhum sp.) para su enraizamiento.

Por otra parte, Yepes (2006), establecié el 51%
de yemas procedentes de brotes de material
vegetal adulto revigorizado de G. arborea, en
un medio de cultivo de Schenk y Hildebrandt
(Schenk y Hildebrandt, 1972) y Nakamura
(2006) logro establecer brotes apicales de
G arborea en un medio de cultivo BS semi-sélido
a la mitad de sus sales. No obstante estos
avances, los coeficientes de multiplicacién han
sido bajos.

En los dltimos afios, como parte de las técnicas
de cultivo in vitro, se ha implementado el uso
de Sistemas de Inmersién Temporal (SIT) en
el cultivo de especies como Anthurium
andraeanum Lind. (del Rivero-Bautista ef al.,
2004), orquideas del género Phalaenopsis
(Pisowotzki ef al., 2008), Zantedeschia sp.
(Sanchez et al., 2009), asi como también en
especies de importancia comercial como el café
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(Coffea spp.) (Ducos et al., 2007) y el cacao
(Theobroma cacao L.) (Niemenak et al., 2007),
entre otras. Asimismo, ha sido empleada en
algunas especies lefiosas, como Tectona
grandis L. (Quiala et al., 2012) y Rubus sp.
(Arenciba et al., 2013), en las cuales se
observaron altos coeficientes de multiplicaciéon
en los SIT en comparacién con los resultados
en medio de cultivo semisélido.

Sin embargo, hasta el momento no se han
publicado resultados en cuanto a la utilizacion
de los SIT en el cultivo de G. arborea, que de
tener un efecto positivo, permitiria aumentar los
coeficiente de multiplicacién y a su vez
disminuir los costos de produccién con
mayores beneficios econémicos para el pais.
El presente trabajo se desarrollo con el objetivo
de multiplicar G. arborea en Sistema de
Inmersién Temporal.

MATERIALES Y METODOS

La investigacién se realizé en el Laboratorio de
Cultivo de Tejidos del Instituto de Investigacion
y Servicios Forestales de la Universidad
Nacional (INISEFOR), Costa Rica.

Material vegetal

Se utilizaron plantas obtenidas in vifro de la
familia 8,, establecidas por Valverde et al.
(2004). El explante utilizado consistié de un
segmento nodal de una planta in vitro, que se
encontraba en fase de multiplicacion (fase Il),
con dos subcultivos y en un medio de cultivo
MS con 3% (m/v) de sacarosa, 0.7% (m/v) de
agary pH ajustado a 5.8.

Posteriormente, se extrajeron los meristemos
(0.5 mm) de yemas axilares del segmento
nodal. En total se extrajeron 130 meristemos,
los cuales se cultivaron en medio de cultivo
semisolido, compuesto por las sales MS al
100%, 0.1 mg I''de tiamina, 0.5 mg I de acido
nicotinico, 0.5 mg I' de piridoxina, 2 mg I'' de
glicina, 100 mg I'' de inositol, 3% (m/v) de
sacarosa, 2.8 g I'' de Phytagel™, y se le
adicionaron 0.288 g I'' de peptona y 0.065 g I
de extracto de levadura. El pH fue ajustado a
5.7-5.8. Posteriormente, se esterilizé en
autoclave, durante 20 minutos a 121°C y una
presién de 1.1 kg/cm?. Lo anterior, se realizé
con el objetivo de detectar microorganismos
contaminantes, ya que las plantas
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establecidas in vitro presentaron sintomas de
contaminacién microbiana.

El cultivo se colocd en el cuarto de
crecimiento con una intensidad luminica de
24.2 ymol m? s' generados por tubos
fluorescentes de luz blanca, con un
fotoperiodo de 16 horas luz y 8 h oscuridad a
25 £ 2°C. Transcurridos 8 dias de cultivo se
evalué la presencia o ausencia de
contaminacién microbiana en el explante.
Posteriormente, los explantes libres de
contaminacion microbiana visible se
transfirieron al medio de cultivo semisélido
MS para su elongacion.

Multiplicacion de Gmelina arborea Roxb. en
Sistema de Inmersion Temporal

El sistema de inmersién consistié en dos
frascos de vidrio de 740 ml con filtros
hidrofébicos de 0.2 um para garantizar la
esterilidad del aire que ingresaba al sistema,
cada uno con tapa de rosca y mangueras de
silicona que interconectaban las frascos, en
total se utilizaron cuatro de estos sistemas
(Escalona et al., 1999).

Los explantes utilizados fueron segmentos
nodales sin hojas con una longitud de entre 0.5
y 1 cm. Cada tratamiento consistio de 20
explantes que se distribuyeron al azar en los
cuatro frascos. Se empled una densidad de
inoculacién de cinco explantes por frasco de
cultivo y 100 ml de medio de cultivo. Este
contenia las sales MS al 100% y 1 mg I' de
BAP.

El control de la presién de aire y el tiempo de
inmersion del sistema fue de manera
completamente automatizada. Las
inmersiones se realizaron una vez por dia por
un periodo de un minuto y el ciclo completo
const6é de 30 dias. Como control del ensayo
se establecio un cultivo con frascos idénticos
a los del SIT y con la misma densidad de
inoculacion y medio de cultivo, al cual se le
adicionaron 2.8 g I'' de Phytagel™.

En el caso del tratamiento control, los frascos
se sellaron con tapa de plastico adhesivo y
bandas de hule mientras que los del SIT se
sellaron con tapa rosca y papel adhesivo para
garantizar la esterilidad del sistema y evitar
fugas de aire.
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Los cultivos se colocaron en el cuarto de
crecimiento con una intensidad luminica de
24.2 pymol m? s' generados por tubos
fluorescentes de luz blanca, con un
fotoperiodo de 16 horas luz y 8 h oscuridad a
25+ 2°C.

A los 30 dias de cultivo se extrajeron los
explantes en la camara de flujo laminar y se
cuantificé el nimero brotes obtenidos y el
numero de hojas por explante. Ademas, se
midié la longitud de los brotes (cm). Dichas
variables fueron evaluadas tanto para el SIT
como para el tratamiento control en el medio
de cultivo semisdlido.

El coeficiente de multiplicacién se calculd
como el cociente del nimero final de brotes
producidos por cada segmento nodal entre
el namero inicial de brotes.

Para el analisis de datos se utilizo el
programa Statgraphics centurion XVI.l y para
determinar las diferencias entre las medias
de los datos se utilizé la prueba de t-Student
para el coeficiente de multiplicacién y la
prueba de Wilcoxon para el nimero de
brotes, nimero de hojas y longitud de los
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brotes debido a que estos datos no
presentaban normalidad.

RESULTADOS Y DISCUSION

Multiplicacion de Gmelina arborea Roxb.
en Sistema de Inmersién Temporal

Se comprobo que con el Sistema de Inmersion
Temporal se duplicé el nimero de brotes
obtenidos con respecto al cultivo en medio de
cultivo semisélido (Tabla 1), lo que a su vez
produjo un coeficiente de multiplicacién mayor.
Dichos brotes presentaron mayor longitud y
vigor en comparacion con los cultivados en
medio de cultivo semisoélido (Figura 1).

La diferencia significativa entre los coeficientes
de multiplicacién en el SIT y en el medio de
cultivo semisdlido, podria deberse a que segln
De Feria ef al. (2003) la agitacién que se
produce en el momento en que se realiza la
inmersion disminuye la dominancia apical y a
su vez puede provocar la separacién de los
explantes, lo que conlleva a que se vea
favorecida la produccion de brotes y por ende
se dé un aumento significativo en el coeficiente
de multiplicacién (Tabla 1).

Tabla 1. Efecto del Sistema de Inmersion Temporal (SIT) en la multiplicacién y crecimiento in

vitro de Gmelina arborea Robx.

Tratamiento Numero de Namero de Longitud de los Coeficiente de
brotes hojas brotes (cm) multiplicacion
SIT 5.0+£2.67 a 5.06+2.49b 1.49+1.11a 5.1£1.60a
Control* 2.35¢1.13b 6.34+2.54a 0.90+0.43b 2.3+0.57b

*Medio de cultivo semisdlido. Valores de medias con letras diferentes en la misma columnaindican
diferencias significativas para p<0.05 de acuerdo con la pruebas de Wilcoxon y T- Student.

Figura 1. Explantes de Gmelina arborea Robx cultivados en SIT (A) y en medio
de cultivo semisélido (B) por un periodo de 30 dias.
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Este efecto positivo que se obtuvo en la
multiplicacién de G arborea Robx., coincide con
lo referido por otros autores que han indicado que
en la micropropagaciéon de especies, las
condiciones de cultivo tradicionales tienen una
serie de desventajas en cuanto al ambiente y la
nutricion de las plantas. Entre estas se puede
mencionar una alta temperatura, una humedad
relativa constante y cambios en el porcentaje de
CO, durante el fotoperiodo, asi como también una
alta concentracién de sacarosa, reguladores de
crecimiento, desechos metabdlicos de las plantas
y sales en el medio de cultivo. Ademas, la tasa
de crecimiento puede ser baja y existe una pobre
difusién de oxigeno que afectala calidad de plantas
producidas (George et al., 2008; Castro ef al.,
2012). Por lo anterior, los resultados en el
tratamiento control sugieren que estos factores
podrian haber afectado el crecimiento de las
plantas a través de alteraciones en su anatomia
y fisiologia.

Estas desventajas se disminuyen con el empleo
del SIT en el cultivo in vifro. El SIT es una
alternativa que mejora las condiciones de
crecimiento de las plantas, ya que permite una
renovacién constante de la atmésfera dentro de
los recipientes, lo que evita la acumulacioén de
gases toxicos, mejora el porcentaje de
enraizamiento y supervivencia de las plantas en
la fase de aclimatizacién y aumenta los niveles
de automatizacién de algunas etapas de la
micropropagacion. Ademas, se favorece una
mayor superficie de contacto entre el explante y
el medio de cultivo pero por un tiempo mas corto,
lo que permite a las plantas satisfacer sus
demandas nutricionales y mejorar su calidad. Al
mismo tiempo posibilitan que los brotes
generados tengan comportamientos fisiologicos
similares a los que presentan las plantas en
condiciones ex vifro (Etienne y Berthouly, 2002;
Sanchez et al., 2009; Fundacién para la
Innovacién Agraria, 2010; Lezcano et al., 2010;
Castro ef al., 2012; Quiala ef al., 2012). En
consecuencia, los SIT favorecen la obtencion de
un nimero mayor de plantas vigorosas y sanas,
en menor tiempo. Especificamente, en el caso
de G arborea Robx. se obtuvieron mejores
resultados que los informados por Valverde et al.
(2004) y Nakamura (2006) en un medio de cultivo
semisélido con 1 mg I' de BAP.

Por otra parte, en cuanto al nimero de hojas
de los brotes, los valores en medio de cultivo
semisélido fueron superiores al cultivo en SIT
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(Tabla 1). Sin embargo, no afecté la calidad de
los brotes y su longitud fue superior con
Inmersién temporal (1.45 cm) (Tabla 1).

En las hojas mas jévenes de los explantes
cultivados en SIT, se presentaron sintomas de
hiperhidricidad (datos no mostrados). Este es un
que fendmeno se presenta en plantas cultivadas
en SIT (Gonzalez et al., 2011). Esta condicién se
atribuye a un desorden fisiolégico que esta
directamente relacionado con un exceso de
absorcién de agua del medio de cultivo, el cual
se presenta en condiciones de alta humedad y
poca intensidad luminica, entre otras variables
(Tascan et al., 2007; Alvarez et al,, 2011).

También, segin Génzalez et al. (2011) los
sintomas de hiperhidricidad se podrian deber
ala formacién de una pelicula acuosa sobre la
superficie de los tejidos cultivados en SIT, la
cual podriainterferir en el intercambio gaseoso
en la superficie de la hoja. Lo anterior, se debe
a que las tasas de difusién de un gas en el aire
son mayores, en comparacion con la tasa de
difusién en un liquido. Sin embargo, y de
acuerdo con Etienne y Berthouly (2002) este
fenédmeno podria ser eliminado al controlar y
ajustar el tiempo de inmersion en el sistema.

Para el caso de G arborea Robx., cabe resaltar
dque el problema fue resuelto al transferir estos
explantes del SIT al medio de cultivo semisoélido
para su elongacioén, donde se recuperaron
rapidamente lo que indicé que el dafio
provocado no afecté en gran medida la
fisiologia de las plantas.

CONCLUSIONES

Por primera vez se logré la multiplicaciéon de
Gmelina arborea Roxb. mediante Sistema de
Inmersiéon Temporal lo cual tuvo un efecto
positivo en el cultivo de esta especie ya que se
alcanzé un mayor coeficiente de multiplicacion,
longitud y vigor de los brotes en comparacién
con los obtenidos mediante el método de cultivo
in vitro tradicional en medio de cultivo
semisolido.
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