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RESUMEN

Los Biorreactores de Inmersion Temporal (BIT) constituyen una herramienta eficaz para la propagacion de plantas
in vitro, pues aumentan el coeficiente de multiplicacién y la calidad de las mismas. Poco se conoce hasta el
momento sobre la ecofisiologia de esta novedosa técnica de cultivo, donde las plantas son sometidas a una
inmersion en medio de cultivo liquido y los cambios fisiolégicos que se producen durante esta etapa son los
responsables de la calidad de las plantas. En el presente trabajo se desarrollé la evaluacion del efecto de las
condiciones generadas por los BIT en la fisiologia y metabolismo del carbono de plantas in vitro de platano.
Enzimas relacionadas con el metabolismo del carbono fueron la medida del comportamiento heterotréfico de las
plantas durante la fase de estudio. Altos niveles de actividades enzimaticas de las invertasas acidas (lA) y piruvato
quinasa (PQ) acompariados de bajos niveles de actividad sacarosa fosfato sintasa (SFS) y fosfoenol piruvato
carboxilasa (FEPC), evidenciaron estos comportamientos. Los cambios inducidos por el ambiente sobre los
indicadores de fotosintesis neta y transpiraciéon demostraron la tendencia de las plantas a utilizar en menor medida
el metabolismo autotréfico. Las plantas durante las condiciones in vitro no dependieron totalmente de la fotosintesis
sino que presentaron un comportamiento fotomixotréfico.

Palabras clave: Fosfoenolpiruvato carboxilasa (FEPC), invertasa acida (IA), piruvato quinasa (PQ), Sacarosa fosfato
sintasa (SFS)

ABSTRACT

The technique of Temporary Immersion constitutes an effective tool for the plant propagation; it increases the
multiplication coefficient and the quality of the same ones. Little it is known until the moment about the echophysiology
of this new cultivation technique where the plants are subjected to an immersion between liquid and the physiologic
changes that take place during this stage will be those responsible for the plants quality. To evaluate the effects of
these conditions in the physiologic change of plantain plants, a descriptive experiment was directed during the
elongation phase. Enzymes related with the carbon metabolism were measure of the plant heterotrophic behaviour
during the studied phase. High levels of acid invertase (Al) activities and pyruvato kinase (PK) accompanied by first
floor levels of sucrose phosphate synthase (SPS) and phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPC), evidence these
behaviours. The changes induced by the atmosphere and the indicative net photosynthesis and transpiration
demonstrate the tendency from the plants to be a less autotrophy systems. The plants during the in vitro conditions
don’t depend totally on the photosynthesis but rather they present photomixotrophic behaviour.

Key words: acid invertase (Al), Phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPC), pyruvato kinase (PK), sucrose phosphate
synthase (SPS)

INTRODUCCION

El platano constituye una de las frutas tropicales que
mas se comercializa en el mundo, con una
produccion de aproximadamente 70 millones de
toneladas por afio (Nguyen y Kozai, 2001). Con ello
se ha emprendido la propagacién masiva in vitro de
genotipos seleccionados. La aplicaciéon de la
Inmersion Temporal, como técnica de
micropropagacion, constituye una de las variantes
mas novedosas y de gran utilidad en varios cultivos
(Aitken-Christie et al., 1995; Teisson y Alvard, 1995;
Levin et al., 1998; Lorenzo et al., 1998; Escalona et
al., 1999; Jiménez et al., 1999; Etienne y Berthouly,
2002; Escalona et al., 2003a).

La estrategia de adaptaciéon de las plantas a las
condiciones de los Biorreactores de Inmersién
Temporal es una combinaciéon de caracteristicas
morfolégicas, bioquimicas y fisiologicas que permiten
un uso mas eficaz de los recursos del medio interno
en el frasco. Hojas formadas durante la fase de
elongacion son anatémicamente y fisioldgicamente
afectadas por este ambiente, frecuentemente se
observan cambios de pigmentacién que repercuten
en las caracteristicas fotosintéticas de las plantas.
Sin embargo, en el caso de platano no hay suficientes
evidencias de las variaciones que ocurren a nivel
enzimatico durante el crecimiento de las plantas en
estos sistemas. En consecuencia, en este trabajo
se pretende evaluar el efecto de las condiciones
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generadas por los BIT sobre enzimas y procesos
clave del metabolismo del carbono en plantas in vitro
de platano cv. CEMSA % .

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Las plantas in vitro de platano (cultivar CEMSA %)
(AAB) procedentes del tercer subcultivo en medio de
cultivo semisoélido MS (Murashige y Skoog, 1962) con
3 % de sacarosa, 8.88 umol.I' de bencil adenina 'y
4.92 umol.I" de acido indolbutirico, se multiplicaron
utilizando las condiciones de cultivo de inmersién
temporal previamente establecidas para pifia
(Escalona et al., 1999) en medio de cultivo MS de
sales y vitaminas. El medio de cultivo se
complementdé ademéas con 3 % sacarosa y
Metatopolin 4.44 umol.I'", donde el pH se ajust6 a
5.8 antes del autoclaveado a 121°C y 1180 hPa durante
30 minutos. Las plantas se incubaron a 25°C bajo
tubos fluorescentes blancos que proporcionaron 30-
40 pymol.m2.s" con un fotoperiodo de 16 horas luz y
8 horas de oscuridad. Diez explantes de platano
provenientes de la micropropagacién convencional
(3rer subcultivo) fueron colocados en cada biorreactor.
Los brotes fueron decapitados y divididos
longitudinalmente. El experimento se dirigié durante
la etapa de elongacion (21 dias) con medio de cultivo
MS sin reguladores del crecimiento.

Biorreactores de Inmersién Temporal

El sistema estuvo constituido por dos vasos
transparentes de Nalgene Plastico con una capacidad
de 250 ml, los dos recipientes se conectaron por una
manguera de silicona, uno de los frascos contenia
100 ml de medio de cultivo (10 ml/explante). Los brotes
se sumergieron durante cuatro minutos cada tres
horas, la corriente de aire se esteriliz6 por el paso a
través de filtros hidréfobos de 0.2 ym. La presion
positiva de un compresor de aire impuls6 el medio de
cultivo de un recipiente al otro para sumergir las
plantas completamente. La corriente de aire fue
invertida para retirar el medio de cultivo del recipiente.
Un cronémetro electrénico control6 la frecuencia y
longitud del periodo de la inmersion, 10 valvulas de
solenoide trifasicas proporcionaron el funcionamiento
del encendido/apagado (Escalona et al., 1999).

Determinacion de parametros morfolégicos

Todas las mediciones fueron realizadas cada siete
dias durante la etapa de elongacién con 30 medidas
para los siguientes indicadores morfolégicos: altura
de la planta (cm), nUmero de hojas, diametro del tallo
(cm), longitud de la hoja (cm), ancho de la hoja (cm),
masa fresca (g) y masa seca (mg).

La masa frescay seca fueron determinadas después
de las medidas de intercambio de fotosintesis y

transpiracion (descritas mas abajo). Para la
determinacién de la masa seca se secaron las plantas
durante 72 horas a 70 °C.

Determinacion de la concentracion de sacarosa

Para la determinaciéon de la concentracion de
sacarosa en las hojas y en el medio de cultivo se
utilizé un Kit comercial (SIGMA - ALDRICH Co). Se
tomo 1.0 ml de medio de cultivo cada siete diasy 1g
de material vegetal de las hojas también cada siete
dias durante los 21 dias de la etapa de elongacion.

Determinacion de parametros fotosintéticos

Los parametros fotosintéticos determinados fueron
la fotosintesis neta que se expresé en ymol de
CO,.m2.s™ylatranspiracion expresada en mmol de
H,0.m2.s". Para la medicion de la capacidad
fotosintética maxima, se utilizaron hojas totalmente
extendidas de las plantas in vitro de platano entre
cuatro y cinco horas después del principio del
fotoperiodo. Las capacidad fotosintética maximay la
transpiracion fueron medidas con un Sistema Portatil
de Fotosintesis CIRAS-2 (PP Systems, UK) acoplado
a una cubeta universal (PLC6). El area de la cubeta
se cubrié completamente con la hoja mas joven
completamente expandida (2.5 cm?). La concentracion
de dioxido de carbono y la humedad relativa fueron
valores ambientales 375 pmol.mol'y 80 %, bajo luz
controlada. Las mediciones se hicieron a cinco
plantas con diez repeticiones para un total de 50
valores. Para la determinacion de la luz 6ptima donde
la fotosintesis fuera maxima y estable se realizaron
curvas de saturacion de luz donde este valor resultd
ser 600 pymol de fotones.m2.s™.

Medicion de las actividades enzimaticas para
la fosfoenolpiruvato carboxilasa (FEPC) y
piruvato quinasa (PQ)

Fueron colocados 250 mg de fragmentos de las
hojas directamente en nitrégeno liquido y se
maceraron en un mortero. Las enzimas fueron
extraidas resuspendiendo el material vegetal en
1.0 ml de 50 mmol.I"" Hepes-KOH, 12 mmol.l"!
MgCl,, 1.0 mmol.lI"" acido dietilenglicol
etilendiamino tetra-acético, 1.0 mmol.l"" acido
etilendiamino tetra-acético (EDTA), 1.0 mmol.I"" de
ditiotreitol (DTT), 10 de % glicerol, 2.0 mmol.I' de
benzamidina, 2.0 mmol.I" &cido n-amino capréico
a pH 7.4 segun Siegel y Stitt (1990). La reaccion
catalizada por la PEPC se acopl6 con la reaccién
de la malato deshidrogenada, se ensay6 a 25°Cy
se registro la utilizaciéon de dinucleétido de nicotina
y adenina (NADH) a 340 nm en un
espectrofotometro (Pharmacia). La solucién de
ensayo contuvo un volumen total de 1.0 ml de
solucion (Le ef al.,1991) el cual estuvo dividido en:
718 pl 50 mmol.I'* Hepes-KOH, pH 7.6, 10 ul 1.0
mol.I" NaHCO,, 10 ul 20 mmol.I" NADH, 10 ul 1.0



mol.I* MgCl,, 1.0 pl 1.0 mol.I" DDT, 1.0 pl 1.0 mol.I"
EDTA, 5.0 unidades de malato deshidrogenasa, 20 pl
1.0 mmol.I" glucosa-6P y 25 ul del extracto de hojas.
Las reacciones fueron iniciadas con 5.0 ul 1.0
mol.I"' de fosfoenolpiruvato. La reaccion de PK se
acoplo con la reaccién de la lactato deshidrogenasa
y se ensayo a 25°C seguida por el consumo de NADH
a 340 nm. La actividad de PK se ensayé en tampdn
imidazol-HCI 50 mmol.I'", 2.0 mmol.l"
fosfoenolpiruvato, 2.0 mmol.I" adenosin difosfato, 10
mmol.I"* MgCl,, 30 mmol.I" KCI, 0.15 mmol.I" NADH
y 2.5 unidades.ml' desalinizados de lactato
deshidrogenasa de musculo de conejo (SIGMA), para
un volumen finalde 1.0 mla pH 7.0.

Medicion de la actividad enzimatica para las
invertasas acidas (IA) y sacarosa fosfato sintasa
(SFS)

Se colocaron 250 mg de segmentos de las hojas
directamente en nitrégeno liquido y fueron maceradas
en un mortero. Las enzimas se extrajeron por el
método descrito por Geigenberg y Stitt (1991). Las
actividades SPS e IA se midieron utilizando el
procedimiento informado por Raphael Anguenot
(2003). La sintesis de sacarosa se determiné por el
método de la antrona (Van Handel, 1968) y la
formacién de hexosas segun Miron y Schaffer (1991).

Analisis estadistico

Se realizaron los analisis estadisticos con el uso del
utilitario SPSS versién 8.0. Los analisis para la
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fotosintesis, transpiracion e indicadores morfoldgicos
se realizaron a través de una prueba de clasificacion
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
comparacion Kruscall Wallis y una prueba de
clasificacion Student-Newman-Keuls para un 5% de
significacion.

RESULTADOS Y DISCUSION
Determinacion de parametros morfolégicos

Las variables morfologicas de calidad de los brotes
durante la etapa de elongacion sugirieron un desarrollo
de las plantas durante esta etapa, donde todas las
variables se incrementaron fundamentalmente alos
21 dias (Tabla 1). La altura de las plantas y el nimero
de hojas demostraron que, dentro de la etapa de
elongacion, a los 21 dias fue el momento de mayor
desarrollo del material vegetal. La variacion de la
masa seca fue significativa en el final de esta fase
como una de las variables mas confiables para medir
el desarrollo de las plantas in vitro de platano. La
disminucion del numero de hojas y el diametro del
tallo a los 21 dias pudieron estar relacionados con el
momento en el que el volumen del frasco fue limitante
y el crecimiento en longitud de las plantas fue
maximo, ademas, de los factores adversos que
pudieran estar relacionados con el agotamiento en
la fuente de carbono.

Tabla 1. Indicadores morfolégicos de plantas in vitro de platano (cv CEMSA %) durante la etapa de elongacién en BIT.

Indicadores Morfolégicos Dias
0 7 14 21
Altura (cm) 455b 4.85b 5.00b 7.02a
No. hojas 485b 5.08a 5.08a 450b
Diametro del tallo (cm) 0.57 ab 0.58 ab 0.57 a 0.51b
Longitud de la hoja (cm) 3.07 3.19 3.17 2.87
Ancho de la hoja (cm) 1.18 1.23 1.24 1.13
Masa fresca (g) 213 2.21 2.2 1.87
Masa seca (mg) 43.23 b 4218 b 103.56 a 137.03 a

Medias con letras diferentes en una misma fila indican diferencias significativas entre las medias para un
grado de confiabilidad del 5% para la prueba de Tukey (n=30).

Determinacion de la concentracion de sacarosa

El analisis de la concentracion de sacarosa en el
medio de cultivo demostr6 que de una concentracién
inicial de 30 g.I"", al cabo de los 21 dias ésta se redujo
a 13.8 g.I'", equivalente al 46 % de la concentracion
inicial (Figura 1). En las hojas no se detect6 sacarosa
al inicio del proceso de elongacién, ya a partir de los
siete dias y hasta los 21 dias se observd un
incremento gradual lo que indicé la incorporacién de
la sacarosa del medio de cultivo y su transporte al
interior de las hojas como fuente primaria de carbono.

Determinacion de parametros fotosintéticos

Los mayores valores de fotosintesis se obtuvieron al
inicio de la etapa de elongacion, los cuales pueden
estar relacionados con el agotamiento de sacarosa
en el medio de cultivo de multiplicacion en esa fase
previa y de ahi la necesidad de ser sintetizada por la
planta (Figura 2A). En general la fotosintesis en las
plantas bajo condiciones in vitro es menor que bajo
condiciones ex vitro (Desjardins, 1995). La causa
fundamental es la presencia de un medio heterotroéfico
por los niveles de sacarosa, lo cual disminuye la
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actividad de la enzima RubisCO (Hdider y Desjardins,
1994). Para bananos se han informado valores de
fotosintesis in vitro generalmente bajos (Nguyen y
Kozai, 2001) los cuales pudieran estar segun
Karstens et al. (1996) en el orden de -1.5- 0.5 ymol
CO,. m2s'y de 10 — 28 ymol CO,.m?.s" para las
condiciones ex vitro.

Los estudios de transpiracion realizados de forma
conjunta con el rendimiento fotosintético, revelaron
que durante la etapa de elongacién la introduccion
de un medio de cultivo rico en sacarosa, un sistema
cerrado y un cultivo en medio liquido son factores
que favorecen la apertura de los estomas en las hojas
y con ello registros altos de transpiracién (Yue et al.,
1992), resultados que se pudieron apreciar a los 14
dias de elongacion (Figura 2B). Enlos 21 diasde la
etapa de elongacion una disminucion de la

2.72a

transpiracion se hizo evidente quiza por condiciones
de estrés causadas por limitaciéon del volumen del
frasco y el momento de mayor desarrollo de las
plantas, asi como agotamiento del medio de cultivo
en cuanto a nutrientes como la sacarosa, lo que en
general puede inducir el cierre estomatico como un
mecanismo para evitar la pérdida de agua por las
hojas. Los analisis morfologicos del nimero de hojas
y diametro del tallo respaldan este resultado. Cambios
inducidos por el ambiente sobre las mediciones
fotosintesis neta y transpiracién demostraron la
tendencia de las plantas al heterotrofismo. Aunque
los resultados evidenciaron que en general el
comportamiento in vitro no dependié totalmente del
heterotrofismo sino que fue fotomixotréfico.
Resultados similares en cuanto a la no dependencia
total de los brotes de la fotosintesis fueron obtenidos
por Escalona et al. (2003b) en brotes de pifia.
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Figura 1. Contenido de sacarosa en el medio de cultivo (g.

100 ml") y en hojas (mg.g MF-") durante la etapa de
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Figura 2. Fotosintesis neta (A) y Transpiracién (B) para plantas durante la etapa de elongacién de plantas in vitro de

platano (cv CEMSA %) en BIT.



La FEPC, enzima responsable de la sintesis de
oxaloacetato, aumento6 durante todo el periodo evaluado
(Figura 3A), donde los mayores niveles se alcanzaron
a los 21 dias de la etapa de elongacién. El
comportamiento de la actividad PQ, enzima
sintetizadora de piruvato a partir de fosfoenolpiruvato,
fue similar al de la FEPC durante la fase evaluada, con
una tendencia al aumento (Figura 3B). Una estrecha
relacion funcional competitiva existe entre estas dos
enzimas, donde comparten el mismo sustrato para
desempefiar su funcion catalitica (Lehninger, 1979). La
alta actividad de ambas enzimas durante el final de la
etapa de elongacion revel6 un suficiente suministro de
sacarosa a las células por parte del medio de cultivo,
aspecto que favorece la no competencia entre ellas.

Medicion de la actividad enzimatica para las
invertasas acidas (IA) y sacarosa fosfato sintasa
(SFS)

La invertasa acida mostrd un incremento en el comienzo
de la etapa de elongacion debido a la necesidad de
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las plantas de degradar la sacarosa presente en
el medio de cultivo para ser utilizada como fuente
de carbono (Lee et al., 2001) (Figura 3C). Los
resultados sobre la medicion de la concentracion
de sacarosa en las hojas revelaron la incorporacion
de este carbohidrato en las mismas, debido a la
asimilacion de la sacarosa en la planta por medio
de la enzima IA. Por otra parte, la actividad de la
SFS, enzima encargada de sintetizar sacarosa a
expensas de las hexosas obtenidas en la
fotosintesis, mostré una baja actividad durante la
elongacion (Lee et al., 2001) (Figura 3D). Esto
debido quizas a que plantas cultivadas in vitro bajo
condiciones heterotréficas no requieren de la
sintesis de sacarosa, pues la obtienen del medio
de cultivo con gran facilidad. Los mayores niveles
de actividad enzimatica se correspondieron con los
momentos donde la concentracién de sacarosa en
el medio de cultivo fue baja lo cual coincidié con el
final de la fase de multiplicacién y el final de la etapa
de elongacion donde la actividad de la enzima es
mas necesaria.
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Letras diferentes indican diferencias significativas entre las medias para un grado de significacién del 5% para la
prueba de Student-Newman-Keuls (n=9).

Figura 3. Cambios’en las actividades enzimaticas Fosfoenol Piruvato Carboxilasa (FEPC) (A); Piruvato Quinasa
(PQ) (B), Invertasa Acida (IA) (C) y Sacarosa Fosfato Sintasa (SFS) (D) durante la etapa de elongacion de plantas in
vitro de platano (cv CEMSA %) en BIT.



152

CONCLUSIONES

La etapa de elongacién de las plantas de platano en
los BIT fue descrita bajo un caracter heterotréfico
con niveles bajos de fotosintesis y la marcada
actividad de la enzima piruvato quinasa, enzima
glicolitica y por ende sustentadora de una nutricién
heterotréfica, ademas de la baja actividad de la
enzima sacarosa fosfato sintasa. La presencia de
bajos niveles de fotosintesis corrobordé mas que el
caracter heterotrofico, el comportamiento
fotomixotréfico del cultivo in vitro en BIT. Ademas,
quedo descrita la asimilacién de la sacarosa del
medio de cultivo a través de la actividad de la enzima
invertasa acida y el balance de la sacarosa en el
medio de cultivo y las hojas. La caracterizacion
metabdlica y fisioldgica de la etapa de elongacion
dentro de la micropropagacion de plantas de platano
(cv CEMSA %4) en BIT con medio de cultivo liquido,
constituyen aportes a estas nuevas técnicas de
cultivo y ayudan a comprender la evolucion
ecofisiolégica de los ambientes generados en los
sistemas de inmersi6én temporal.
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