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RESUMEN

Se presentan los resultados durante la fase de
aclimatacién de las plantas de Eucalyptus
grandis (Hill ex Maiden) producidas a través
del cultivo in vitro. Los experimentos realiza-
dos estuvieron relacionados con la influencia
de tres factores: régimen de riego, sustrato e
iluminacién. Se comprobé que existe necesidad
de establecer tres etapas con diferentes regi-
menes de riego para lograr elevados porcenta-
jes de supervivencia, cuya duracién promedio
debe mantenerse entre 10 y 15 dias. En la pri-
mera etapa los mejores resultados se obtuvie-
ron con un riego de 30 s cada 60 min. En la
segunda, un régimen de 60 s cada 120 min, y
en la tercera etapa un régimen de 120 s cada
240 min. En cuanto a los sustratos utilizados
se observé que una mezcla de casting (85%) +
zeolita (15%) brindé los mejores resultados, mien-
tras que en cuanto a la illuminacién el mayor por-
centaje de supervivencia se logré cuando se re-
tira el zaran a los 30 dias de iniciada la fase.

Palabras clave: Eucalyptus grandis, aclimata-
cién, sustrato, riego, iluminacién

ABSTRACT

The results obtained are shown during the
acclimatization fhase of the Eucalyptus
grandis produced the culture in vitro, the
experiments done were related to the influence
to the three factors: the watering regime,
sustrate, illumination. It was proved that it is
needed to establish three stages differents
watering regime to archive high percentages of
survival, which average losting should be kept
between ten and fifteen days. In the first stage
the best result were obtained with a watering
of 30 seconds every 60 minutes; in the second
one a regime of 60 seconds every 120 minutes
and in the thirst stage a regime of 120 seconds
every 240 minutes. The sustrate utilized it was
observed that a mixing of casting (85%) + zealot
(15%) gone the best results, mean while
regarding illumination the major percentage of
survival was fulfilled when the saran was
retired at 30 days after loving begun the fhase.

Key words: Eucalyptus grandis, aclimatation,
sustrate, irrigation, illumination
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INTRODUCCION

Durante el cultivo in vitro las plantas
crecen bajo un ambiente con alta hu-
medad relativa, baja intensidad lu-
minosa, temperatura constante, es-
caso intercambio gaseoso y medios
ricos en compuestos organicos, es-
pecialmente sacarosa. Estas condi-
ciones provocan cambios en la mor-
fologia y la fisiologia de las plantas,
que las hacen diferir de las que cre-
cen en invernaderos o en el campo.
Los cambios fenotipicos que son in-
ducidos por las condiciones am-
bientales provocan que una gran
parte de las plantas micropropagadas
no sobrevivan al trasplante en las
condiciones naturales, lo que hace
necesario aplicar técnicas de
aclimatacién in vitro o ex vitro que
garanticen un retorno gradual a sus
caracteristicas morfologicas norma-
les [Agramonte et al., 1993].

En las especies forestales esta fase
cobra particular importancia debido
a que por sus propias caracteristicas
anatomorfolégicas requieren un es-
pecial manejo de todos los factores
involucrados, sobre todo la humedad,
intensidad luminosa y sustratos. El
presente estudio tuvo como objetivo
determinar las condiciones 6ptimas
para la aclimatacion de plantulas de
Eucalyptus grandis producidas a tra-
vés del cultivo in vitro.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. Se utilizaron brotes
multiplicados y enraizados in vitro con
una altura superior a 2,5 cm.

Caracteristicas y condiciones en la fase
de aclimatacion. El estudio se llevé a
cabo en un invernadero sin control
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activo de clima, caracterizado por la
presencia de una capa de plastico
transparente (nailon) y un sombrea-
do interior que se garantiz6 con el
empleo de una malla de color negro
llamada zardn, que puede recogerse
o desplegarse segin se requiera. Se
utiliz6 ademas un sistema de
nebulizacion de baja presion para
garantizar el control de la tempera-
tura y la humedad, las cuales tuvie-
ron valores medios de 28°C y 87%
respectivamente.

El tipo de riego utilizado fue aéreo,
mediante microaspersores cronome-
trados con un caudal de 2 L/min. En
esta fase se emplearon bolsas de
polietileno con una capacidad de 800 cm?®.

Influencia del régimen de riego durante
la aclimatacion de las vitroplantas

Teniendo en cuenta que esta etapa
resulta compleja cuando se trabaja
con especies lefiosas, este experi-
mento se llevo a cabo con el objetivo
de optimizar la fase y lograr vitro-
plantas de mayor calidad; el sustrato
utilizado fue una mezcla de zeolita y
casting (15-85%). Se estudiaron dos
tiempos de riego con tres frecuencias
cada uno, con lo que se conformaron
seis tratamientos en cada caso.

Este experimento se dividié en tres
etapas, teniendo en cuenta los facto-
res tiempo y frecuencia de riego, que
fueron diferentes en cada una. Cada
etapa tuvo una duracién maxima de
15 dias y las evaluaciones se realiza-
ron al término de este periodo. La in-
tensidad de la luz se mantuvo cons-
tante durante todas las etapas y
estuvo reducida al 35% mediante el
zaran y el nailon transparente. Los
tratamientos evaluados en cada eta-
pa se muestran en las Tablas 1, 2y 3.



Aclimatacion de plantas de Eucalyptus...

Se tuvieron en cuenta las variables estos resultados se seleccioné el
supervivencia (%) y longitud prome- mejor tratamiento de cada etapa para
dio del tallo (cm). Sobre la base de pasar a la siguiente.

TABLA 1
Tratamientos de riego evaluados durante la fase de aclimatacién
en la primera etapa

Tratamientos Tiempo de riego (s) Frecuencia de riego (min)
1 30 30
2 30 60
3 30 90
4 60 30
5 60 60
6 60 90
TABLA 2

Tratamientos de riego evaluados durante la fase de aclimatacién
en la segunda etapa

Tratamientos Tiempo de riego (s) Frecuencia de riego (min)
1 30 60
2 30 120
3 30 180
4 60 60
5 60 120
6 60 180
TABLA 3

Tratamientos de riego evaluados durante la fase de aclimatacién
en la tercera etapa

Tratamientos Tiempo de riego (s) Frecuencia de riego (min)
1 60 120
2 60 240
3 60 360
4 120 120
5 120 240
6 120 360
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Para el procesamiento estadistico de
los resultados se utiliz6 un ANOVA
bifactorial para el estudio de las
interacciones entre los factores. La
comparacion de medias se realiz6
mediante la prueba de Duncan.

Influencia del tipo de sustrato

En este experimento se evalué el
comportamiento de las vitroplantas
durante la fase ex vitro para determi-
nar el mejor sustrato, una vez selec-
cionado el mejor régimen de riego.
Se probaron cuatro variantes toman-
do como base los resultados en in-
vestigaciones anteriores con otros
cultivos [Jiménez, 1994; Cabrera y
col., 1999; Pérez y col., 1999].

a) Zeolita 100%.

b) Casting 100%.

c) Zeolita (50%) + casting (50%).

d) Zeolita (15%) + casting (85%).
TABLA 4

Se evalu6 la supervivencia y la longi-
tud de las plantas a los 40 dias. Para el
analisis estadistico de los datos de este
experimento se utilizé un ANOVA sim-
ple, y la comparacion de medias se
realiz6 mediante la prueba de Duncan.

Influencia de la iluminacion
sobre la aclimatacion
de las vitroplantas

Este experimento se realizo con el ob-
jetivo de incrementar la calidad de
las vitroplantas y disminuir su per-
manencia en la fase de aclimatacion,
mediante el manejo de la intensidad
luminosa. Se estudiaron cinco tra-
tamientos que se muestran en la
Tabla 4. La iluminacion estuvo re-
gulada por los cobertores plasticos
descritos anteriormente, que en su
conjunto permitieron el paso del 35%
de la luz solar. Los tratamientos con-
sistieron en eliminar el sombreado
proporcionado por el zaran cada de-
terminado tiempo.

Tratamientos evaluados en cuanto a iluminacién durante la fase

de aclimatacion

Tratamientos

Tiempo al cabo del cual se elimind el sombreado

1

Primer dia

Alos 10 dias

A los 20 dias

A los 30 dias

(520 YN OCH § \V]

A los 40 dias

Las variables evaluadas en cada tra-
tamiento fueron supervivencia, longi-
tud del tallo y nimero de entrenudos.
Para el procesamiento estadistico de
los datos se aplicé un ANOVA simple,
y la comparacion de medias se realiz6
mediante la prueba de Duncan.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Influencia del régimen de riego
durante la aclimatacion
de las vitroplantas

La interaccion entre los factores in-
fluy6 sobre la supervivencia en la pri-



mera etapa, con los mejores resulta-
dos para el tratamiento de 30 s cada

TABLA 5

Aclimatacion de plantas de Eucalyptus...

60 min, con diferencias significati-

vas respecto al resto (Tabla 5).

Comportamiento de la supervivencia con respecto
a la frecuencia de riego durante la primera etapa

Régimen de riego (s/min) Supervivencia (%)
30/30 70 b
30/60 85 a
30/90 65 ¢
60/30 65 ¢
60/60 70 b
60/90 70 b
MG = ES 70,8 + 0,12

Letras desiguales difieren estadisticamente segtin Duncan p < 0,05.

Durante esta primera etapa se obser-
vo que el régimen de riego de 30 s
cada 60 min favoreci6 la superviven-
cia de las vitroplantas. No obstante,
se comprobo que después de los 15 dias
la supervivencia disminuy6é como
consecuencia del exceso de humedad.

TABLA 6

En la segunda etapa se aprecié que
la interaccién entre los factores in-
fluy6 sobre las variables evaluadas.

Los mejores resultados correspondie-
ron al régimen de riego de 60 s cada
120 min (Tabla 6).

Influencia de la interaccién tiempo de riego-frecuencia de riego

en la segunda etapa

Régimen de riego (s/min) Supervivencia (%) Longitud del tallo (cm)
30/60 75 bc 6,35 ab
30/120 80 b 6,75 a
30/180 65 ¢ 6,62 a
60/60 75 bc 6,06 b
60/120 95 a 6,50 a
60/180 80 b 6,01 b
MG = ES 78,3 = 0,12 6,38 = 0,06

Letras desiguales difieren estadisticamente segiin Duncan p < 0,05.

Durante esta etapa se observé que
la supervivencia de las plantas se
afect6 tanto por el exceso de hume-

dad (60 s cada 60 min) como por el
déficit (30 s cada 120 min, y 30 s
cada 180 min).
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Para la tercera etapa, la interaccion

entre los factores influy6 solamen-
te sobre la supervivencia, con los

TABLA 7

mejores resultados para el trata-
miento de 120 s cada 240 min (Ta-
bla 7).

Influencia del tiempo y frecuencia de riego
sobre el namero de plantas vivas en la tercera etapa

Régimen de riego (s/min) Supervivencia (%)
60/120 85 b
60/240 90 ab
60/360 85 b
120/120 85 b
120/240 100 a
120/360 95 a

MG = ES 86,6 = 0,08

Letras desiguales difieren estadisticamente segiin Duncan (p < 0,05).

A las dos semanas de estar en esta
etapa, las plantas habian alcanzado
una longitud superior alos 10 cm, y
un sistema radical fuerte, lo cual per-
mitié su traslado a condiciones de
pleno sol con el régimen de riego que
se aplica en los viveros convencio-
nales (tres veces al dia).

Numerosos autores se han referido
a la necesidad de una alta humedad
relativa durante la fase de aclimata-
cion de vitroplantas, tanto herbaceas
como lenosas, sobre todo para evitar
el exceso de la transpiracion, hasta
que estas logren un adecuado desarro-
llo de los estomas, la cuticula y el sis-
tema radical [Ziv, 1991; Pérez, P.,1997;
Cabrera y col., 1999]; sin embargo,
casi ninguno ha realizado un anali-
sis profundo acerca de las caracte-
risticas del régimen de riego nece-
sario ni al periodo de tiempo que
deben permanecer las vitroplantas
en esas condiciones.
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Influencia del tipo de sustrato

Se observaron diferencias signifi-
cativas en cuanto al porcentaje de
supervivencia y la longitud del tallo
entre las variantes de sustrato. Los
mejores resultados correspondieron
a la mezcla de casting (85%) +
zeolita (15%), como se observa en
la Tabla 8.

Esta variante de sustrato proporcio-
na al explante una gran cantidad de
elementos para su aclimatacion, ta-
les como N, P, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn
y Mo. Por su parte, la zeolita es ca-
paz de retener agua utilizable por la
planta lo que reviste gran importan-
cia ya que se puede reducir el nua-
mero de riegos. Resultados simila-
res obtuvo Jiménez (1997) en
experimentos de aclimatacion los
cuales lograron una alta superviven-
cia de las vitroplantas de papa, cana
y platano con una mezcla similar de
sustrato.



TABLA 8

Aclimatacion de plantas de Eucalyptus...

Comportamiento de las vitroplantas de Eucalyptus grandis
con diferentes variantes de sustrato en condiciones ex vitro

Sustrato Supervivencia(%) Longitud tallo (cm)
a 66,6 ¢ 12,5 a
b 56,4d 9,64 b
c 73,8b 12,3 a
d 84,8 a 12,7 a
MG + ES 70,4 = 2,4 11,7 £ 0,6

Letras desiguales difieren estadisticamente segtin Duncan (p < 0,05).

Influencia de la iluminacion
sobre la aclimatacion
de las vitroplantas

En este estudio se pudo corroborar
que los tratamientos 4 y 5 superan
significativamente a los restantes.
Se demostro que es posible retirar el
cobertor (zaran) a los 30 dias sin

TABLA 9

provocar grandes afectaciones a las
vitroplantas y por tanto lograr su en-
durecimiento mas rapido con lo que
se reduce el periodo de aclimataciéon
y de transferencia a las condiciones
de vivero, lo que tiene una repercu-
sién importante en la reduccion de los
costos de produccién. En la Tabla 9se
presentan los resultados.

Comportamiento de las vitroplantas de Eucalyptus grandis
con diferentes variantes de iluminaciéon en condiciones ex vitro

Tratamientos Longitud tallo (cm) Supervivencia (%)
1 9,2d 58b
2 10,6 ¢ 68 b
3 11,8b 80 a
4 12,6 a 89,2 a
5 13,1 a 88,4 a
MG = ES 11,2 = 0,22 76,7 = 0,29

Letras desiguales difieren estadisticamente segiin Andevap (p < 0,05).

Existen muy pocas referencias acer-
ca de la influencia que ejerce la in-
tensidad luminosa sobre el desarro-
llo de las plantas en condiciones ex
vitro; sin embargo, todo parece indi-
car que se debe prestar una gran
atencion a este factor. Cuando se
emplean los métodos tradicionales de
propagacion de eucaliptos, sobre todo
el enraizamiento de estaquillas, uno

de los requisitos mas importantes
que se recomienda es el control de
la intensidad de la luz, y en este sen-
tido se ha mencionado el hecho de
que los mejores resultados se obtie-
nen con una reduccién del 50%
[Gonzalez, 1987].

Otros autores como Xavier (1987) han
mencionado la importancia de este
factor para la supervivencia de
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vitroplantas de Eucalyptus spp.
enraizadas ex vitro.

CONCLUSIONES

Se encontraron diferencias signifi-
cativas entre las variantes estudia-
das en las tres etapas en que se sub-
dividié el tiempo y la frecuencia de
riego.

¢ En la frecuencia de riego de 30 s
cada 60 s se logré una superviven-
cia de 85% durante las primeras
dos semanas.

¢ En la frecuencia de riego de 60 s
cada 120 min se logré una super-
vivencia de 95% durante la terce-
ra y cuarta semanas.

¢ En la frecuencia de riego de 120 s
cada 240 min se logr6 una super-
vivencia de 100% durante la quin-
ta y sexta semanas.

¢ La mezcla de suelo de zeolita 15%
+ casting 85% resulté signifi-
cativamente superior que el resto
de las combinaciones probadas, y
se logr6o un 84,4% de superviven-
cia y 12,7 cm de crecimiento en
altura a los 40 dias.

¢ Laeliminacion del sombreado a los
30 dias result6 significativamente
superior al resto de los tratamien-
tos probados, y se logré una super-
vivencia de 89,2% y un crecimien-
to en altura de 12,6 cm.
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