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INOCULACION BACTERIANA DE SUSTRATOS EN LA ACLIMATIZACION
DE PLANTAS MICROPROPAGADAS DE SPATHIPHYLLUM
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BACTERIAL INOCULATION OF SOIL MIXTURE FOR ACCLIMATIZATION OF
MICROPROPAGATED SPATHIPHYLLUM PLANTS

Micropropagated plants need an acclimatization step be fore transplanting them to soil and di{ferent substrates can be
used. A commercial substrate (Agroplus®) and a soil mixture (soil:sand:peat:perlite 5:1:1:1) were tested for
acclimatization of Spathiphvllum plants. Azetobacter chroococcum inoculum was applied in order to observe the
inoculation effecton plant growth-promotion. Thesurvival of plants developed on Agroplus® was 100%. They showed
significant increases (P<0.05) on roots fresh weight (101%) and root surface area (97.5%) on inoculated treatments.
When A. chroococeum inoculation and soil mixture were used for acclimatization of plants, a significant increase
(123%) on root dry weight was detected. This lreatment showed a behavior like control Agroplus® substrate. Our
results could indicated the ability ofA. chroococcum to stimulate the growth of Spatiphyllim micropropagated plants

on acclimatization substrates.
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INTRODUCCION

Las plantas micropropagadas son sometidas a situa-
ciones de estrés cuando se transfieren de las condiciones
de cultivo in vitre a ambientes de invernaculo o campo.
Sino se tratan adecuadamente, estos ejemplares suelen
presentar signos de marchitamiento, necrosis en bordes
y apices foliares y hasta la muerte de la planta entera
(Preece, Sutter 1991). La aclimatizacién consiste en
trasplantar las plantas micropropagadas a sustratos es-
pecificos reduciendo gradualmente la humedad (Diaz-
Pérez et al. 1995), asegurando la supervivencia de las
mismas. El medio de crecimiento y soporte de la nueva
planta es importante para lograr una buena adaptacion,
se emplean sustratos uniformes con pH adecuado y
elevado poder de retencion hidrica (Dunstan 1981).

Lasraices formadasin vitro frecuentemente carecen
de pelos radicales y pueden morir poco después del
transplante (Debergh, Macne 1981). Existen ciertas
bacterias diazotroficas (fijadoras del nitrogeno atmosfe-
rico) que producen sustancias reguladoras del creci-
miento como las fitohormonas (auxinas, giberelinas.
citocininas) (Tien et al. 1979, Gonzalez-Lopez ef al,
1986) que inducirian cambios morfologicos en las rai-
ces, como aumento de longitud y drea de absorcion ,
mayor nimero de pelos radicales, etc. (Abbass, Okon
1993, Carletti er al. 1994b). Ustos microorganismos
(Azospirillum sp, Azotobacter sp, Bacillus sp, etc.)

estimulan el crecimiento de plantas tales como grami-
neas y especies horticolas entre otras, incrementando los
rendimientos de los cultivos (Okon, Labandera-Gonzalez
1994). Se ha comprobado que esas bacterias influirian
también en el enraizamiento in vitro de plantas micro-
propagadas (Carletti ef af. 1994qa, 1993a).

Spathiphyllum wallasiiRegel (Fam, Aréceas) espa-
tifilo es una especie arnamental muy difundida en el
pais. Es acaule de hojas largamente pecioladas con sis-
tema radical adventicio que crece en suelos fértiles,
propagandose principalmente por matas (Parodi 1978).
Algunos autores han reportado estudios fisiologicos en
esta especie durante la etapa de aclimatizacion (van
Huylenbroeck ef af 1995). El objetivo de este estudio
fue analizar el efecto de la inoculacion con Azatobacter
chroococcum en los sulratos de aclimatizacion de plan-
tas micropropagadas de S. wallasii Regel.

MATERIALES Y METODOS

Cultivo in vitro

Las plantas de 5. wallasii Regel fueron multiplicadas in
vitro en medio de cultivo con sales MS (Murashige, Skoog
1962), vitaminas de Gamborg B, (Gamborg e al. 1968),
sacarosa 30 g I'', mioinositol 100 mg ' y agar (Sigma) 7 21,
suplementado con bencilaminopurina (BAP) | mg ! (esteriliza-
do a 121°C durante 15 minutos). Bl material asi cultivado
permanecio cinco semanas a 24 +£2° Cy 16 h luz dia "
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Cultivo bacteriano

Se ensayo la cepa 42 (aislamiento local) de 4. chroncoccum
que crecid en medio de cultiva liquido (Brown ef al. 1962)
incubado a 28 + 1° C en agitacién mecénica (180 rpm con
excentricidad de 2,5 cm) durante siete dias. Se logrd una concen-
tracion equivalente a 1 0* unidades formadoras de colonia (ufc)
ml"' determinada por recuento en placas.

Aclimatizacion

Las plantas fueron removidas de los frascos de cullivo v las
raices se enjuagaron con agua estéril para eliminar los restos de
medio de cultivo adheridos a su superficie. Las mismas fueron
transplantadas individualmente a envases con cubierta transpa-
rente para evitar la desecacion, manteniendo las condiciones de
asepsia, Se ensayaron dos sustratos: uno artificial comercial
(Agroplus® cedido por Lage v Cia., Montevideo, Uruguay) con
elevado tenor de materia orgénica; pH 4,78, porosidad calibrada
para buenaretencion de humedad v sin sustancias toxicas, y otro
formado por unamezcla con voliimenes proporcionales de tierra
fértil, arena, turba y perlita (5:1:1:1). Ambos sustratos se esteri-
lizaron en autoclave a 121° C durante 2 h. Se cultivé una planta
micropropagada por recipiente v se reg6 a saturacién con agua
destilada estéril. A los siete dias del transplante a los diferentes
sustratos, las plantas se inocularon en su base con | ml de Ia
suspension bacterianay se regaronconagua estéril. Los testigos
fueron tratados de la misma forma con ¢l agregado de medio de
cultivo estéril. Los recipientes de los cuatro tralamientos
(Agroplus® testigo, Agroplus® inoculado, mezcla testigo v
mezelainoculado ) se colocaron en camara de cultivoa 24+ 2°C
yeon lotoperiodo de 16 hdia ' bajo luz Muorescente (90 - 110 uE
m* s7'), durante seis semanas. A partir de la segunda semana de
iniciado el ensayo, se retiraron gradualmente las cubiertas de los
recipientes, para asegurar la aclimatizacion de las plantas a las
futuras condiciones de temperatura y humedad relativa de
invernaculo

Evaluacion de parimetros v diseio estadistico

Las plantas micropropagadas tenfan un sistema radical
adventicio (raiz principal) en el momento del transplante a los
sustratos. Durante laaclimatizacion se produjeron nuevas raices
adventicias a partir de los primeros nudos del corto tallo (raices
cauldgenas), que penetraron en el sustrato. Se realizaron obser-
vaciones semanales durante las seis semanas de cultivo, estiman-
do el crecimiento de las plantas a través del niimero de hojas y
aparicion de raices caulégenas. A la sexta semana se evalud el
porcentaje de supervivenciay el nimero, peso frescoysecoa 105
€ de raices caulogenas por planta. También se estimo el drea
o superlicie de absorcion radical por el método descripto por
Carley y Watson (1966) que consiste en hacer una determinacion
indirecta por medio de la diferencia de peso de una raiz que se
sumerge en unasolucion saturadade nitrato de calcio, registran-
do la cantidad adsorbida por cada raiz en estudio. Asimismo, se
determind el peso fresco y seco a 105°C de la raiz principal y su
drea de absorcion en el inicio v final del experimento, con el fin
de estimar un indice de crecimiento para cada tratamiento. La
experiencia se realizo con diez repeticiones por tratamiento
siguiendoun disefio completamente aleatorizado v los resultados
seevaluaronporelandlisis de la varianza(ANOV A ) comparando
las medias segiin la prueba DSM (P < 0,03) (Little, Hills 1976).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las plantas crecidas en Agroplus® como sustrato
para aclimatizacion tuvieron un 100% de superviven-
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Figura 1. Electo de la inoculacion con 4. chroococen en
la aclimatizacion de S, wallasii Regel: crecimiento del
vastago.

cia. Cuando se empled mezcla como sustrato se observo
un 80% de supervivencia parael tratamiento testigo y un
90% en la mezcla inoculada con A. chroococcum. El
crecimiento de la parte aérea (niimero de hojas prome-
dio por planta) mostrd una tendencia similar en los
cuatro tratamientos. En los dos sustratos ensayados se
observo un efecto positivo de la inoculacién con A
chroococcum (Figura 1). Estos resultados concuerdan
con los observados por Carletti ef al. (1996) en plantas
micropropagadas de portainjerto de cerezo aclimatizadas
en sustratos similares e inoculadas con Azospirillum
brasilense Cd. Las plantas crecidas en sustrato comer-
cial comenzaron a desarrollar las raices cauldgenas en
la cuarta semana de cultiva v en sustrato mezela a la
quinta semana. El peso fresco de las raices principales
y cauldgenas de las plantas se incrementd en forma
significativa con valores de 101 % v 23 % respecliva-
mente con laaplicacion ded. chroococcumenel sustrato
Agroplus®, LI area superficial de la raiz principal
aumento significativamente un 97,5 % por lainoculacion
del sustrato Agroplus®, mientras que el incremento en
sustrato mezcla no fue significativo (34 %) (Tabla 1).
Estos resultados son similares a los encontrados por
Carlettieral. (1996) en plantas de cerezo inoculadas con
A. brasilense. Conrespectoal estimulo bacteriano sobre
el peso seco de la raiz principal, los incrementos signi-
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Tabla 1. Peso, drea de absoreion y niimero de raices del sistemaradical principal y caulogeno de plantasaclimatizadas deS. waliasii
Regel inoculadas con A. chroococcum, en dos tipos de sustratos (mezelay Agroplus®),

Raiz principal

Raices cauldgenas

Sustrato  Tratamiento Peso (g) Area de absorcion Peso (g) Numero Area de
absorcion
fresco seco (g (NO,),Ca) raiz") fresco seco de raices (2(NO),
Ca raiz")
testigo 2,82a 3,54a 533 a 0,92 a 0,17 a 8,0 a 0,26 a
Mezcla
inoculado 517abh 790b 7.14 ab 0,90 a 0,19a 9.3 ab 0,29 a
lestigo 4,89 a 8.44 b 5,28 a 1,36 b 0,26 ab 10,9 ab 0,49 ab
Agroplus ®
inoculado 9,86 b 10,18Db 10,43 b 13676 1110:30 b 12,4 a 0,61h

I. Los datos presentados en raiz principal son indices de crecimiento (valor final /valor inicial). 2: Los datos presentados en raices caulogenas
son valores finales (ultima semana del cultivo). Letras diferentes indican diferencias significativas entre ratamientos (P < 0,05).

ficativos fueron de 123 % cuando se uséd  sustrato
mezcla, en cambio cuando se empled Agroplus® los
incrementos observados no fueron estadisticamente
significativos. En relacion a los otros parametros eva-
luados  pudo apreciarse el efecto estimulante de A
chroococcum en ¢l desarrollo radicular de plantas de S
wallassi Regel micropropagadas y aclimatizadas en
diferentes sustratos.

Algunos investigadores han utilizado distintas
metodologias para asegurar la supervivencia de plantas
micropropagadas en la etapa de aclimatizacion
(Roberts,Smith 1990, Carlettier af. 1996). Varios auto-
res han trabajado en la aclimatizacion de plantas
micropropagadas de Spaihiphylium utilizando la téeni-
ca de enraizamiento ex vifro, iniciando la etapa de
aclimatizacién con plantulas sin raices (van Huylen-
broeck et al. 1995}, pero ninguno ha informado sobre el
uso de bacterias como Azotobacter para mejorar la
aclimatizacion de esta especie vegetal micropropagada.

Los resultados obtenidos en nuestras experiencias
indicarian la conveniencia de la inoculacion con una
rizobacteria promotora del crecimiento en la etapa de
aclimatizacion de esta especie ornamental. La aplica-
cionde la bacteria ensayada en ambos sustratos aumen-
1o ¢l crecimiento del vastago de S, wallasii Regel con
mayor produccion de follaje. También mejoro el desa-
rrollo de las raices principales y caulégenas, conareade
absorcion significativamente mayor cuando se utilizd
Agroplus® como sustrato de rusticacion. La produccion
de mayor masa radical se manifestd en ambos sustratos
ycomorespuestaal estimulo bacterianoen la promocion
delcrecimiento. Todos estos resultados podrian deberse
a un efecto de tipo hormonal (como el de auxinas,
citocininas vy giberelinas) producido por la bacteria v

liberado al medio durante su cultivo, Las observaciones
realizadas en esta experiencia son comparables a las
mostradas por Abbass y Okon (1993) al inocular con
Azoiobacter paspali plantulas de trigo, canola, tomale y
girasol.
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