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RESUMEN

Pinus taeda L. es una especie forestal de gran importancia a nivel internacional y en la Argentina. Las
técnicas biotecnoldgicas puede constituir una alternativa para la propagacion de esta especie, asi como para
la obtencién de plantas madre. El objetivo de este trabajo fue lograr una adecuada elongacion de los brotes
in vitro antes de pasar a la fase de enraizamiento. A partir de plantas madre aclimatizadas fueron obtenidos
brotes que se desinfectaron para su establecimiento in vitro. Se estudiaron dos tipos de medios de cultivo
basal DCR y WV5. Los mejores resultados se alcanzaron con el empleo de las sales WV5 con 0.5% de
carbén activado y 0.01 mg I de ANA. Los brotes fueron vigorosos y mayores de 40.0 mm de longitud.
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Effect of two culture media on Pinus taeda shoots elongation

ABSTRACT

Pinus taeda L. is a forest species of great international importance and in Argentina. Biotechnological techniques
can provide an alternative to propagate this species, as well as for obtaining mother plants. The aim of this
study was to achieve adequate elongation of in vitro shoots before transfer to the rooting stage. The shoots
were obtained from acclimatized mother plants. It was disinfected for in vitro establishment. Two types of
basal culture media: WV5 and DCR were studied. The best results were achieved with the combination of the
WV5 salts supplement with 0.5% activated carbon, 0.01 mg I ANAto obtain vigorous and longer than 40.0

mm in length shoots.
Key words: forest, micropropagation, pine.

El sector forestal en la Republica Argentina
cuenta con una superficie de 1 116 000
hectareas. De estas el 76% pertenece a los
bosques de las provincias de Misiones,
Corrientes y Entre Rios, localizadas en el
noreste del pais. Misiones, con el 35% y 400
000 ha forestadas, se presenta como la principal
provincia forestal. El 82% de la superficie
forestada estd ocupada por las coniferas,
principalmente con las especies Pinus taeda
L. y Pinus elliottii L. (Braier, 2004). Estas
especies alcanzan los mayores crecimientos
de pinos del pais, y del mundo, en ciertos casos
de 35-40 m® ha' afio’, con los turnos usuales
de corte para aserrado de 16 a 20 afios
(Sanchez-Acosta, 2005).

La multiplicacion vegetativa es el método mas
utilizado en la propagacién de Pinus taeda. En
este sistema, las escasas y costosas semillas

polinizadas en cruzamientos controlados se
transforman en plantas donantes de brotes para
multiplicacién vegetativa, las que no son llevadas
a campo, Sino que permanecen en vivero como
plantas madre (Andrejow y Higa, 2009).

La micropropagaciéon en el pino es una
alternativa atractiva porque con los propagulos
vegetativos, la produccién puede comenzar
rapidamente después de que los resultados
obtenidos de ensayos de progenies lleguen a
estar disponibles. Estas plantas madre brindan
brotes o estacas que luego de enraizadas y
una vez que alcanzan los estandares de
calidad, son plantadas en campo para integrar
plantaciones operativas (Goldfarb ef al., 1999).

Dependiendo de la especie, los tratamientos
con auxinas exégenas pueden estimular el
potencial de enraizamiento in vifro y ex vitro
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(Bonal y Monteuuis, 1997). En el caso
especifico del Pinus taeda existen pocos
trabajos en la literatura consultada que hagan
referencia a la fase de elongacién como fase
previa al enraizamiento tanto ex vitro como in
vitro (Tang et al., 2000). Estos trabajos solo se
refieren a utilizar el mismo medio de cultivo de
la fase de multiplicacién, para aumentar la
longitud de los brotes, con su concentracion
de sales a la mitad y sin la adicion de
reguladores del crecimiento.

El objetivo del presente trabajo fue determinar
el efecto de dos medios de cultivo para la
elongacion de brotes in vitro previo a la fase de
enraizamiento.

Se parti6 de brotes de plantas madre de Pinus
taeda originadas por propagacion in vitro y
aclimatizadas.

Para la desinfeccion de los brotes se realizé
un lavado con agua corriente durante diez
minutos, luego se lavaron con agua destilada
estéril con dos gotas de Tween 20 durante 10
minutos, seguido de tres enjuagues. En la
cabina de flujo laminar se sumergieron en
alcohol 70% durante 30 segundos y en
hipoclorito de sodio (55 g I", Lavandina®) al
2.5% (v/v) durante 10 minutos. Luego de
realizarles cuatro lavados con agua destilada
estéril, se sumergieron durante 20 minutos en
bicloruro de mercurio (HgCl,) 0.05 g I, para
después enjuagarse cuatro veces con agua
destilada estéril. Se les practicéd un corte basal
limpio a cada brote y se redujeron a 20 mm
antes de ser cultivados en tubos de ensayo y
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se recortaron las aciculas, para eliminar tejido
dafiado durante |la desinfeccion y promover la
multiplicaciéon celular. Los brotes se
establecieron en medio de cultivo DCR (Gupta
y Durzan, 1985) con 0.1 mg |'' de 6-
bencilaminopurina (6-BAP), 7 g I'' de agar y pH
5.6. Estos fueron incubaron en camara de
crecimiento con luz artificial con una densidad
de flujo de fotones fotosintéticos de
aproximadamente 60 umol m?s™, con 16 h de
fotoperiodo y 25+2°C durante 6 semanas.
Posteriormente, se subcultivaron en el medio
de cultivo de multiplicacion WV5con 0.5 mg I
de 8-BAP, 20 g I de sacarosa y solidificado
conagar7 gl

Para la elongaciéon de los brotes se
compararon dos medios de cultivo: el DCR
(Gupta y Durzan, 1985) y WV5 (Coke, 1996)
con con 0.5% de carbon activado y 0.01 mg |1
de ANA. Estos se adicionaron a tubos de
ensayo (55 ml de capacidad, 120mm x20 mm)
arazon de 10 ml y en cada uno se colocé un
brote. La incubaciéon se realizdé en similares
condiciones. La evaluacion de longitud de los
brotes se llevd a cabo a los tres meses de
cultivo sin haber realizado subcultivos.

El cultivo de los brotes en el medio basal
WV5 produjo 72% de los brotes verdes,
vigorosos, con aciculas primarias y el apice
activo. Estos alcanzaron una longitud
promedio de 47.5 mm con diferencias
significativas (Tukey, P<0.01) con respecto
al medio de cultivo DCR, que arroj6 28% de
brotes vigorosos y una menor longitud (22.5
mm) (Figura 1).

Figura 1. Brotes de Pinus taeda después de tres meses en medio
de cultivo de elongacion. (A) Medio basal WV5 (Coke, 1996); (B)
Medio basal DCR (Gupta y Durzan, 1985).
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Los medios de cultivo basales WV5y DCR, no
presentan diferencias en la mayoria de los
micronutrientes, con la salvedad que el
segundo contiene niquel, mayor concentracion
de manganeso y cinco veces menor cantidad
de boro, elemento este muy importante en el
desarrollo del pino, en lo que respecta a division
celular y la sintesis y transporte de sacarosa
(Araujo, 1995). Con respecto a los
macroelementos, el WV5 tiene una mayor
concentracién. Se destaca la mayor provision
de potasio (que actda en la sintesis de hidratos
de carbono), nitrégeno (esencial para las
proteinas) y magnesio (componente de la
clorofila).

Siguiendo estos indicadores, es probable que
para aumentar la longitud de los brotes de pino,
se requieran mayores concentraciones de
nutrientes, sobre todo nitrégeno.
Probablemente las respuestas se asociaron a
las distintas concentraciones de elementos
especificos, la relacion entre diferentes
componentes del medio de cultivo o los
distintos compuestos organicos utilizados. En
este sentido, Nandwani ef al. (2001) afirmaron
que para la elongacién, son importantes las
concentraciones de sales, pero en el medio de
cultivo de induccion previo, mas que en el
medio de cultivo de elongacién, haciendo
énfasis en el nitrégeno reducido y el calcio
como elementos beneficiosos.

Ademas, se constaté que el 71% de los
brotes in vitro en el medio de cultivo DCR
mostraron un nuevo brote axilar y solo el 30%
con el WV5 lo cual pudo haber tenido un
efecto en los resultados alcanzados respecto
de la longitud del brote.

El hecho de haber logrado mejores
resultados con el medio de cultivo basal WV5
coincide con lo que detalla Coke (1996) en
su patente quien obtuvo los mejores valores
de longitud de brote en este medio de cultivo
en comparaciéon con el MS (Murashige y
Skoog, 1962), el SH (Schenk y Hildebrandt,
1972), el GD (Gresshoff y Doy, 1972), el
GD,,., (Mehra-Palta et al., 1978), LP (Aitken
etal.,1986) y el DCR (Guptay Durzan, 1985).
Este autor realiz6 la evaluacién después de
6 semanas de cultivo con 60 pmol m2 s de
intensidad luminica, 25+2°C y 16 h de
fotoperiodo, y obtuvieron brotes de longitud
>20 mm para pasar a enraizamiento ex vitro;
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mientras que con 8 semanas de cultivo
obtuvieron brotes de 38 mm. También
Francisdo de Oliveira et al. (2011) en su
trabajo destacan que los mejores resultados
para la elongacién fueron alcanzados con el
medio de cultivo WV5 con un 85.2% de
elongacién de los brotes in vitro.

En el presente trabajo se obtuvieron
similares resultados aunque la evaluacién se
realizé a las 12 semanas de cultivo y los
brotes alcanzaron mayor longitud. En este
punto hay que considerar que es mucho mas
beneficioso brindarle a los brotes un mayor
periodo de crecimiento in vitro para lograr
brotes mas largos y con buen desarrollo,
antes que apresurarlos y arriesgar su
supervivencia en vivero.

CONCLUSIONES

Con el cultivo de brotes in vitro de Pinus faeda
en el medio de cultivo basal WV5 con 0.5%
de carbén activado, 0.01 mg I' de ANAy 20g I
de sacarosa es factible generar brotes
vigorosos y mayores a 40 mm de longitud
para lograr posteriormente mejores
resultados en supervivencia y enraizamiento
en la salida de plantas al vivero.
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