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RESUMEN

El Bucaliptus camaldulensis es una especie pramisoria con alto po—
tencial de preduccifn de biomasa, apto para los programas de reforesta
cifn en casi todas las regiones del mundo. Uno de los mayores proble-
mas en su propagacifn es la heterogeneidad de los Srboles obtenidos —
por semilla debido a cue presenta una polinizacifn cruzada, ILa solu—-
¢ifn a este problema es la propagacifn vecetativa,

La falta de una metodologfa para la propagacifn vegetativa de E. ca-
maldulensis, ha sido la restriccifn mSs irportante para el mejoramiento
de esta especie; sin embargo, la aplicacidn de la t&cnica del eultivo in
vitro es una alternmativa para resolver este problema.

En la presente investigacifn, realizada de julic a diciembre de 1988,
en las instalacicnes del CENTR, en San Andrés, Departamento de La Liber-
tad, El Salvador, se evaluaron los medins de cultive de Marashige y Skoog,
Woody Flant Medium v el de Shenck e Hildebrandt para determinar cual era
el mis eficiente para la propagacifin in vitro de E. camaldulensis; a tra-
vés de una metodologfa que permita la obtencifin de plantas por medio del
cultivo in vitro partiendc de sesmentos nodales provenientes de Srholes -
schresalientes.

El material vegetal debe de ser desinfectado sumersigndolo previamen
te en hipoclorito de calcio al 10% durante 15 mirmtos, alcchol al 703 —
por 3 minutos e hipoclorito de caleic al 8% durante 15 mirutos.

Los medios de cultivo fueron ajustados a un pH de 5.7 y s= le adicio
nt 2 g/1 del fungicida sist@mico Benlate y 350 mg/l del bactericida Ao
cilina; ademfs, se le agregS una solucifin antioxidante constituida por -
250 mg/1 de &cido citrico y 300 mg/l de dcide ascfrbico.

La induccifin de la brotaciSn v elongacifin de los brotes fuf mis efi-
ciente en el medic de Murashige v Skoog siplementads con Cinetina, Benzil
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adenina, Pantotenato de ealeio y Biotina, propercionando un fotoperio-
do de 18 horas y una temperatura que varif entre 25-30°C.

El enraizamientoc de los brotes fue mis efectivo en el medioc de MU
rashige v Skoog, disminuyvéndo su concentracifn a la mitad (1/2 MS) -—
y adicionfndole una mezcla de ATA, IER, ANA e IPA en 10 mg/l de cada -
uno, Iincubados en la oscuridad por /2 horas y una temperatura que va—
ris entre 25-30 °C, para ser luego transferidos a un medio de Murashi-
ge v Skoog (1/2 M5}, conteniendo 0.25% de Carbfn activado utilizando -
un fotoperfcodo de 1B horas y temperatura de 25-30 °C durante 30 dfas.

Esta irwvestigacifn mostrS la posibilidad que existe de propagar —
segmentos nodales de Eucaliptus camaldulensis, haciendo uso de la tBe-

nica de cultive in vitro.
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The Bucaliptus camaldulensis is a premising species with high -
potential of biomass production available for reforestation program
in almost all parts of the world., Ore of the major problems in its
propagation is the trees heterogenicity, cbtained by seed, due to -
cross polination. The sclution of this problem is vegetative propa
gation.

The lacking methcdslogy for vegetative propagation of E. camaldo-
lensis, has been the most important restriction for the improvement of
this species, however, the application of in vitro culture technique
is one alternative to sclve this problem.

In the present work, which was realized from july to december of
1988 at the Naticnal Agrary Technology Center, San Andrés, La Libertad
Department, El Salvader; were evaluated Murashige and Skoog, Woody Plant
Medium and Sherck and Hildebrandt culture media, to determine which was
the most efficient for in vitro propagation of E. camaldulensis; and to
establish a methodology to obtain plants by in vitro culture using nodes
segments fram excelling trees.

The vegetative material must be disisnfected by deeping previously
in Calcium hipoclorite 10% during 15 minutes, alcchol 70% during 3 mi-
mutes and Calcium hipeclorite 8% during 15 minutes.

The culture medium were adjusted to pH 5.7 it was added the systemic
fungicide Benlate 2 g/1, bactericide Ampiciline 350 mg/l and an antioxi-
dant soluticn constituted by citrie acid 250 mg/l and Ascorbic acid 300
mg/1.

The budding and elongation induction was more efficient in Murashige
and Skooy medium supplied with Cinetine, Benzil adenine, Calcium Pantote—
nate and Biotine which gave 18 hours of photoperiod, and a terperature -—



, rank of 25-30 °C.

The buds rooting were more effective in Murashige and Skoog medium
(half concentration), supplied with IAA, IBR , AMA, and IPA mixture, -
10 mg/1 each, incubated in 72 hours of darkness, with a terperature -
rank of 25-30 °C, and then transfered to Murashige and Skoog medium —
containing activated charcoal 0.25% and with 18 hours of photoperied,

and a temperature rank of 25-30 °C. during 30 days.

This work shows the possibility to propagate Eucaliptus camaldulen-
5is nodes segments using in vitro culture technicue.
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1. TNTROOUCCICR

El manejo del recursc bosque mediante un rendimients sostenido, es
un aspecto muy irportante a tomarse en cuenta, a fin de evitar la degra
dacifn de los miswos, ya que, debe recordarse el principio amsliamente
conocide que dice: "la tasa de multiplicacifin de los boscues no debe ——
ser superada por la tasa con que se degradan”; sin embarge, en EL Salva
dor se hace caso anisc & dicho principio, lo cual trae como consecuan—
cia el incrementoc de las Sreas deforestadas, disminucidn de los mantos
acuifercs y deficiencias en la produccifn de madera v lefall

En la actualidad se ha puesto &nfasis en la seleccifn de especies -
forestales apropiadas para superar esta situacifin, dentro de ellas se -
destaca el Bucalintus camaldulensis, la cual estf ampliarents difundida
en el mundo, debido a su adaptabilidad a una oran diversidad de condi—
ciores. Dicha especie puede ser propagada por semilla sexual por ser -
el métodes mis ficil v econdmico, pero presenta el problera de alta se—

gregacifn, dango oricen a2 plantaciones heterog@nesas vmal fomadas,; asi
come la baja procuccifn de bicmasa; también, puede ser promagada asoxual
mente utilizande macroestacas, pero se han presentado rroblemas de bajo
porcentaje de enraizamientn, -ademds de necesitarse oran cantidad de mate
rial vegetativo para su propagacifn (15, 23).

Todo lo anteriorments expuesto justifica la necesidad de propagar v
plantar Srboles con buenas caracterfsticas aplicando un sistema que per
mita la multiplicacifn masiva de los individuos mque presentan cualidades
desescas. Un buen instnumento para cumplir con dicho objetivo, es el -
uso de técnicas de reproduccifSn asesual utilizands el cultive in vitre,
el cual permite la reproduccidn en corto tiempo de una gran cantidad de
plantas y poca variabilidad gerética de los materiales gque por sus carac
teristicas se han considerado scbresalientss (26).

i,.-"' GOWZALEZ ROSAES, H. 198B. Cultive in witro en forestales. Chapin—
pingo, MExico, Centro de Fruticultura, Colegioc de Postgraduados.
{Comuinicacifn perscnall .,
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actualments en El Salvador no se tiensn antecedentes de trabajos
de investigacifin scbre cultivo in vitrc realizados en esta especie; -
gin embargo, en otros paises como Brasil, Francla, Australia y la In-
dia, ya se ha trabajado, y los resultados chtenidos han sido eatisfac
torics (9, 14, 15).

1.1 Cojetivo

El chietivo del presente trabajo fue el de evaluar los medios de
cultivo de Murashige v Skoog, Woody Plant Medium y el de Schenk e Hil-
debrardt; a través de una metodologfa gque permita la obtencifin de plan
tas por medic de la t8cnica del eunltive in vitzo, partiendo de segmen-
tos nodales de &rboles schresalientes de Bucaliptus camaldulensis.
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2. FEVISION DE LITERATURA

Los drboles de Eucalipto son nativos de Australia. Auncue se les
puede encontrar tambifén en forma natural en las islas del norte inclu
yendo Timor, Nueva Guinea y las Filipinas, E1 Eucalipte crece bajo -
varios agroclimas, altitudes v tipos de sueles. Se les puede encon--
trar en regiones &ridas v en Sreas donde 1a precipitacifn amial exce-
de los 1000 mm. Los drboles de Eucalipto han sido plantados extensi-
vamente en Sud-Africa, Afriea, Asia, Espafia, Portugal, América v paf-
ses del Medio Criente. Actualmente el Srea de plantacicnes de tipo -
comercial de Bucalipto cubre mfs de 4 millomes de hectireas en 58 pai
ses [15).

Desde inicics de este sigle varias especies de Bucalipto se han --
ldentificado undversalmente como candidatas pramiscrias de produccifin
rdpida de biomasz lefiosa, Su madera es excelente para pulpa vy produc-
cifn de papel, asf como para fuente de conbustible. Entre las especies
comerciales de mavor importancia figuran el E. camaldulensis, E. citrio—
dora, E. globulus, E. torelliama v E.grandis (13,

Las primeras plantaciones de Eucaliptus camaldulensis en El Salva-

dor se estableciercn en 1983 por el Proyecto Lefa v Fuentes Alternas -
ge Energia, ahora Provecto Cultive de Arboles de uso Mdltiple (MRDELESR);
especie que en la actualidad cobra cada ver mSs irpertancia en el pafs
(20).

2.1 Propagacifin vegetativa in witro

El culumﬂstejimsesmtémimqmﬂescribecualquiertipnde
cultivo asfptico de proteplastos, oflulas, trozes de froanos, embricnes,
yemas, polen v anteras, quecrec:anenrecipientesmemntimmsug
trato medice nutritivos definides o indefinides @, 17, 27).

La técrica de cultive de tejidos ofrece entre otras, las sicuientes



‘ventajas : Altas tasas de multiplicaciSn de plantac a partir de seg-
mentos de tejidos muy pequencs, control de gran niimero de individuos
en espacics reducidos libres de microorganismos, conservacidn de ger-
moplasma, mejoramiento genftico, intercambio intermacional de materia
les valiosos (3); clones con resistencia a sales v al frio (2); v -
en particular para la clonacifn de materiales schresalientes (26).

Ia multiplicacidn vegetativa de las plantas in vitro imolucra su
reproduccifin a partir de una porcifn de ellas, lo que conlimmente s& ©o
nooe como explante (3, 4). Cada cflula en la planta, tiere la misma
cohstitucitn genética, por lo cual, el genotipo de la planta madve se
conserva an log individues cue de €1 se deriven (3).

Los aspectss fundamentales del cultivo de tejidocs vegetales son

- El aislamiento de fragmentos de tejidos u Srgancs (explantas) de -
una planta completa. Considerando dentro de . &ste la época del ano
en que se realice: la recoleccifn del material vegetal, ya que la -
estacifn lluvicsa proporciona un ambientes adecuado para la prolife
racifin de microorganismos patfgenos que pueden afectar el estable-
cimiento in vitro; ademfs, debe tomarse en cuenta la edad del mats
rial a propagar, debido a gue los materiales jOvenss tienen mayor
capacidad morfogenStica (27,

- Proveer a estcs explantes de un medio ambiente apropiado que permi
ta expresar su capacidad morfogenética, en tal sentido, es necesa-
rio oue el material vegetal de la planta sea colocado en un medio
sintftico conteniendo todos aguellos nutrientes, vitaminas y regu-
ladores del crecimiento cue las ocflulas, tejidos u Srganos recibian
a través de las rafces o de los frgancs fotosintetizadores de la —
planta; asi como también, en condiciones adecuadas de luz, tempera-
tura v humedad relativa (27).

La mayoria de las técnicas de cultive de tejidos descritas en la 1i
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teratura pueden ser aplicadas universalmente; sin embargo, se deben ha
cer modificaciones para adaptarlas a condiciones locales de un labora-

towio: €27

2.2 Cultivo in vitro en Eucalipto

Los primercs trabajos del cultive in vitro de Fucalipto se realiza-
ren en la dScada de 1950, pero fue hasta el afc de 1964 cuands MARCAVI-
LIACA, logrd los primercs avances en el enraizamiento de Eucalistus ca-
malculensis (11}.- En 1981, MASCARENHAS et al, lograron la propagacidn
in vitro de Eucaliptus citriodora en el medio de Murashige y Skoog, adi
ciondndole 2 citocininas para la induccifn de brotes v 4 auxinas para -
la formacifn del sistema radieal {21), L[AKSHMI (1981), obtuvo la in-
duccifn de callos, brotes v rafees a partir de cotiledones e hipoofti-
los de Eucaliptus citriodora v E. grandi (12). En 1973 [OE POSSARD 1o
grd la formacifn de callos de E. grandis y E. bancroftii, sin consegquir
la regeneracidn de plantas con las combinaciones de auxinas—eitocininas
(5). HARTNEY (1981) reportd la factibilidad que existe para la propa-

gacidn de E. camaldulensis, utilizando el medic de Murashige v Skoog —

adiciondndole &R v BA (1g). OFA et al (1982), evaluaren los medics
de Murashige y Skoog v el de Shenck e Hildebrardt para la regeneracidn
de E. globulus, utilizindose como ewplante secmentos de hipocotilo de —
plantas recién germinadas {25} v GUPTA ec al (1933), lograron definir
un método rdpido de propagacifn clonal de E. torelliana y E. camaldulen-
gis utilizands el medioc de Murashice v Skoog (15).

McCOOMB v BEMNET (1982), concluyeron sobre la importancia de la tEc
nica de cultive in vitro como una herramienta para los programas de me-
joramients del BEucalipto (22).

En la siquients cronclogfa se describen investigaciones relevantes
en la propagacifn in vitro de Eucaliptus (11).



e

, Cuadro 1. Resumen cronolfgico sobre trabajes realizadecs en la propa-
gacifn in vitro de Bucalipto®

250 ALFTOR TRABATD FEALTZADO

1964 MARCAVITIACA Enraizamiento de Eucaliptus camaldulensis

1985  SUSSEX Morfognesis en Bucaliptus camaldulensis

1966 ANETA Formacifn de plantas per cultive de teji-

dos a partir de lignotubrcules de E. ci-
triodora Hook.

1372 BILAKE Efecto de factores mitricionales para lo-
grar el desarrollo de yemas de E. cbligua
L'Hexrit.

1974 DE POSSARD Qultive de tejides de Bucalipto,

1574 CRESSWEL Cultivo de Srgancs de E. grandis.

1973 FITRHARA Formacién de tallos y rafces a partir de

callos de hipocotile de E. alba.

1975 GONCALVES El crecimiento y desarrolle de Eucalipto
por el sistema de cultivo de tejidos.

1879 GORMCRINES Caltivo de tejidos de Eucalipto.
1981 MASCARENHAS Propagacifn in vitro de E. citricodora en

el medio de Murashige v Skoog.

1981 LAFSHMI Induccifn de callos, brotes y rafces a -
partir de cotiledones & hipocotilos de
E. citriodora v E. grandis.

1981 HARTMEY Propagacifn de E. camaldulensis en el me
dic de Murashige v Skoog.

1992 WOOE y BRMNETT . sertancia el siléive in vitro para los

programas de mejoramiento de Bucalipto.

« Lronclogfa presentada por DURAND-CRESSWELL et al (11) v amsliada -
oor los autores de esta tesis.
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RO RITTCR TRABATD BEALIZADO
1982 OER Evaluacitn de los medios de Murashige y

Skoog v el de Shenck e Hildebrandt para
la regeneracifn de E. globulus.

1983 GIPTR Propagacidn in vitro de E. torelliana v
E. camaldulensis,

2.2.1 Materiales utilizados como explantes

Los materiales utilizados como explantes en immestigaciones han 5i

do de diversos tipcs: lignotubdrcules usados en la micropropagacifn de
Buealiptus bansroftii (1,19 ; segmentos nodales con yemas' axilares en

Pucaliptus cemaldulensis v Fucalintus torelliana (14); cotiledones e

hipoodtilos en E. pauciflora v E. citricdora (18).

[a lista de materiales usadeos en la propagacifn in vityro de euca-
lipto podria extenderse afin mds: sin embargo, es importante hacer men-—
ciin que an la maveria de los casos se han utilizado seqmentos nodales
contenjendo las vemas axilares (14). Estos reqgeneran brotes miltiples
gue pueden ser luego inducicos a formar rafces o bien para inducir la -
brotacifn de las yemas awilares para formar mds tallos cque podrén a su
vez ser enraizados (4).

2.3 Medios de cultivo

El &xito del cultivo in vitro come una manera de propagar plantas
estd grandemente influenciado por el medio de cultivo empleado (4, 27).
Cada especie v cada Srgano tiens probablemente segiin su edad v estado -
fisioligico, requerimientos nutricionales diferentes. [a bfisgueda para
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'cada especie de sus necesidades, es una tarea Srdua y muy diffeil. Es
to ha hecho gue ciertos medios propuestos por diferentes autores, ¥ ==
que han dade una respussta satisfactoria de crecimiente, hayan side —
aceptados con ligeras variantes y generalizado su usc  (4),

El medio mfs ampliamente utilizado es el de Murashige v Skoog, el
cual fue desarrcllado inicialmente para cultivo de tabaco, pero actual
mente se estd utilizando en el cultive de un amplio range de géneros ¥y
especies vegetales (12). En la propagacifn in vitro de Eucalipte, 8-
te ha gido el medio mis utilizado en los diferentes trabajos de imvesti
gacifn, dentrn de los cuales se destacan los realizados por GUPTA et al
(14, 15); MASCAPEMHAS et al (21); DEPOMMIER (6). En menor frecuencia
han sido utilizados los medios de Shenck e Hildebrandt (25), y el Woody
Plant Medium?/.

Respecto a la composiciSn de los 3 medios de cultive antes mencice—
nades, Sstos presentan diferencias en sus constituyentes y concentracic
nes. (Cuadro 2).

2.3.1 cCompesicifn de los medios de cultive

In general los medios de cultivo se encuentran constituidos por los
siguientes oomponentes :

= Sustancias incrginicas

= Macronutrientes
- Meoronutrientes

- Sustancias crganicas

2/ GINZALEZ ROSAS, H. 1988. CQultivo in vitro en forestaleg. Chapin-

go, MExico. Centro de Fruticultura, Colegio de Postoracuados.
(CominicaciSn personall .



= Vitaminzs

-  Amincdcidos

= PFuente de Carbors

= PRequladores del crecimiento

- 2gua
= Agentes solidificantes
- Suplementos no definidns

2.3.1.1 Sustencias inorginicas
2,3.1.1.1 Macromutrientes

Estos se encuentran en mayor ¢antidad en el medic de cultive., —
Dentro de Sstos existen sustancias que son e gran imMportancia por ser
ampliaments utilizadas por la o&lula vegetal, como son el nitxSgeno, -

fosfora, potasio; azufre, carbono, calcio v magnesic {4, 12).
2.3.1.1.2 Micronutriphniss

Estos 52 encuentran en pequenas cantidades en el medio de coltivo.
™n este grupo estin incluidos el boro, hisrro, zing, manganeso, cobre,
molibdenc y ccbalto (4, 12]. Todoss Estos son necesarics en infimas -
cantidades, participan en las reacciones como cofactores o componentes
egtructurales de enzimas (132),

2.3.1.2 Sustancias orginicas
2.3.1.2.1 Vitaminasg
Estas tiemen una fun:irﬂ‘n catalitica activa {coenzima) en los siste
mas enzimdticos, por lo que son requeridas en cantidades trazas (12).

De todas las empleadas s6lo las vitaminas del compledo B (tiamina, Scido
nicotinico y piridexina), son necesarias v de &stas s6lo la tiamina es
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indispensable en el medic para estimular el crecimients de las cflulas
vegetales [(4).

2.3.1,2.2 Amino8cidos

Ningfin amino&cido es esencial para el crecimiento de tejido in wi-
tro; sin embargo, son utilizados ya dque proporcionan una fuente inmedia
ta de nitrégeno al tejido v su asimilaciSn puede ser mis répida cue el
nitrégeno inorginico proporcionado por el medio (27} .

2.3.1.2.31 ruente de Carbong

Los cultives in vitro son heterotrofos y requisren de una fuente -
de carbohidratos para chtener la energfa necesaria para su desarrollo ¥
crecimientn. La sacarcesa es la fuente carbchidratada de mayor uso en =
los cultives in vitro, aunque en ciertos casos se recoriendan otros azi
cares como la gluecosza o la fructosa. Estova a depender del cultivo ¥y
la especie (4). Los carbohidratos proveen la fuente de energia y ac—
tfian como reculadores csmoticos en el medio 1 i

2.3.1.2.4 Frequladores del crecimiento
2.3.1.2.4.1 Citocininas
ras citoeininas sen sustancias eue estimulan la divisién y diferen
ciacifn celular. [as més utilizadas son la bencil adenina (Ba) vy la fur
furilamino purina (cinetina). La BA ayuda a ramper la dominancia apical
permitiends de esa forma el desarrcllo de los brotes axilares (12). 1a
cinetina estimila la forracifn de yemas y de brotes adventicios (27}.

2.3.1.2.4.2 Awpdnas

[as auinas son 1IN grupo de compuestos cue se caracterizan por su <
capacidad de inducir el alargamiento celular. las awxinas més empleadas
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son el Scido indol acstico (AIR), Acido naftalenacético (AMAR), Scido
indol butfrico (ATB), Scido 2,4-diclorc fenowizcético (2,4-D}. El1 -
AtA es répidamente degradads por la luz y por la oxidaciSn. ELl AR,
ATA, 2,4=D son termpestables (12). Las auxinas actdan en la promo—
cifin de la elongaci®n celular debido a gue inducen la formacifn de -
ana enzima plastilizante de la pared celular (12).

S NEZDEA. (1981), utilizando el IBA en dosis de 1 mo/l, logrd indu
eir el enraizamiento de Pucaliptis rudis (24). En 1283, GUPTA et al,
logrs un 70% de enraizamients en E. torelliana v un 50% en E. camaldu-
lensis, al usar 2Ma, IBA, IFA, ATA, en dosis de 10 ma/l de cada una -
(14).

L Y I - - |

Es de vital importancia para la preparacidén de medios de cultive,
Esta debe ser bidestilada (27).

2.3.1.4 PAgentes solidificantes

Comfirmente se ha emleado el agar como un sisterd de soporte para
la preparacifn de medics s6lides. Otros compuestos se han empleado pa
ra suctituir al agar; sin ewbargo, pocos han tenido éxito, posiblemente
el que mis popularidad ha alcanzado es el Gel rite debido a su menor -
cogte (270,

2.3.1.5 Suplementos no definidos

Algqunos de los suplerentos utilizados han sido :

al Antiosidantes, como el Scido citrico v Scido asctrbicn (27).

L) Carbén activade, el cual es utilizado en los medics de enraizamien
to, debido a que absorbe excescs de auxinas y resfduos de sustan-
cias tfixdcas oue se encuentran en el medioc de cultivo, favoreclen-
do de esta forma el crecimients de las rafces (27).
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Cuadro 2. Conposicifn de los medics bdsicos de Murashige v Skoog (17} -
' Schenk e Hildshrandt (17) v Woody Plan Medium (13),

Murashige Scherk e Woody Plant

Componentes (mg/1) . y Skoog Hildebrandt Medium
1 NO 1650 400
Iﬂﬁj-g 15¢0 2500

n::a[m3ﬁ 2* 41-12'!} 556
MgSO, . TH,O 370 400 370
1"JI-II.‘1H21“:'€.IJ1 300

C:aﬂlz. ZHZD 440 200 26
KEEC'“ 990
J!ninEJ:I11 w A 10 16.6
[-1:1554 . 41-12::' 16.9

I':Hgm.-.] 170 170
H4EO, 6.3 5 6.3
Ma EDTA 373 20 = |
1-"narS-.'::|£.I+ T‘HEG 27.8B 15 27.8
EnSC,, TH,O B.6
E.nEDq. 4,0 B.6 1

KI 0.83 1

C‘uED‘r EHEI:I 0.035 0.2 0.25
Ma Moo, . EHED 0.25 0.1 0.25
CeCl,. 6H,0 0.025 1 ¥ |

Acido nicotinico 0.5 5 0.5
Glicina 2.0

Tiamina=HC1 0.1 5 1
Piridoscina —HCL 0.5 L 05
Mic—inositol 100 1000 100
Sacarcsa 3% 3% 3%
Agar 0.8% 0.8% 0.8%

ph 5.7 5.7 5.7




Y
2:4 pi
Todas las investigaciones sobre cultiveo in vitro de Bucalipto re-

portan el uso de un pH que varfa entre 5.7 v 5.8 (7, 8, 9). El pH se
ajusta con NadH 6 HCL a1l 0.1 v 1 W (27).

2.5 Problemas que afectan el establecimiento in vitro

Dos de log problemas para 1a propagacitn in vitro de Eucaliptus ca-
maldulensis sen la oxidacifn ferdflica y la contaminacifSn micrcbiana (9,
1LY

2.5.1 Owdidacifn fenblica

Ia exudacitn de compuestos fenflicos por los explantes sembrados =
en el medio es el primer problema con gque se tropieza. Estos compuestos
producto de oxidaciones vy de coloracifn café, son debido-a la formacidn
de guinponas, las cuales son tfwicas a los microorganismos e inhibidores
dal crecimisnto calular (3). bDichas ominonas resultan por la activa—
cifn de la polifenilewidasa, la cual oxida los fenoles sresentes en al-

tas concentraciones en plantas del géhero E.‘u::a]j.r_:-:::if.

2.5.1.1 Prevercifin de la cxidacifin fenflica
Para contrarrestar este problema, existen sustancias antioxddantes
camo la gisteina, Scide citrico, Scido asofrbico, tirosina, y el polivi-
nylpyrolidone (3, 24), cquienes inhiben la activacidn de la polifeniloxd
dasa, evitando asi la produccisn de fenocles  (11).

LE S S 8

3/ OGONZALEZ POSAS, H. 1988. Cultivo in vitro en forestales. Chapin-
go, México, Centro de Fruticultiira, Colegio de Postgraduados.
(Comnicacifn personal) .
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2.5.2 Contaminacifn microbiana

Con respecto a la contsminaci®n microbiana, CUSTERS, eitado por -
CERCN, menciona cue el establecimients en condiciones asépticas de los
brotes es muy afectads por este factor, va que los microorganismos cau
san la muerts, cuando atacan directamente el tejido o compiten con el
esplante por los nutrientes, espacio fisico y oxfgenc, ademis de produ
cir sustancias tfxicas (3).

SCNDPHL et al citadc por CERCH, concluye que el Sdto que pueda cb
tenerse en el cultive in vifro depende de la eficiencia oon que Se con=
trole la contaminacifn v la axidacifn (3).

2.5.2.1 Prevencifin de microcrganismes en el cultivo in wvi-
tro.

El material a propagar chtenido en el campo, reguiere de un proce=
dimientn mds riqurosc de desinfeccifn que el que se realiza con plantas
desarrolladas en invernaders, va que las cue crecen en un medio ambien-
te natural estin expuestas a ser hospedantes de MICroCIanismos €N MEYoD
proporcién  (27).

Las cordiciones de asepsia es alge fundamental para el &dto en el
cultive in vitro, ya que es necesario que al momento de inocular el ma-
terial se encuentrve libre de todo contaminante, Al respecto existen mu
chas metodologfas estshlecidas para la desinfeccifn del explante, en la
mavoria de los casos se recomienda el uso de hipoclorito de calcio adi—
ciondndole 1 & 2 gotas de Tween 20 & Teepol, sequidos de lavados con —
aqua destilada estfril, perc ademfs se mencicna el uso del hipeclorito
de sodic, perc &ste presenta el incorveniente de crear dafcs al tejido
(9, 11, 24, 27].

Alqunos trabajos han mostrade cque la proporcifn de cultivos libres
de contaminantes puede ser incrementada por immersidn del tejido en -—
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alochel al 45-80 por ciento en perfodos de 3-5 mimatos. Yemas latentes
de melocotén cultivadas in vitro necesitaron para estar libres de micro
crganismes de un procedimients compleijo de desinfeccifin gue se inicib -
con imersifSn en alcchol al 70% durante cinco mimutos  (3).

Ia efectividad de los agentes desinfectantes, pusde ser mejorada al
adicionarle una o dos gotas de detergente, el cual rompe la tensifn su—
parficial v permite que el agente panstre vy elimine los microorganismos
=T i

Los procedimientos de esterilizacifn superficial, destrirven a lcs
microorganismos que estin sobre el explante, pero no eliminan a los mi=-
croorganismos endégenos  (11) .

Para que sea efectivo el agents antifungrsc debe ser no thxico a las
o8lulas del esplante v ademfs debe tener un amolio espectro de actividad
fungicida. Uno de los fungicidas mis utilizados en el oultivo in vitro -
de tejidos vegetales es el Benlate, sl cual es tomado v traslocado por cé
lulag ¢ frgance de 14 planta (3).

Es ampliamente ocohocido que para tener un madio de cultive aséptico
basta con autoclavarlio durante un tiempo cue varfa seqgiin el volumen de me
dio-a autoclavar.a 15 libras de presifn, utilizando 120 °C (27).

2.6 Candieciones da cultive

Para cotener buenos resultados en el cultivo in vitro de Eucalipto,
es necesario crear un ambiente que le proporcicne las condiciones adecua
das. En la mavoria de imvestigacicornes se han utilizado fotoperiodos de
12, 16 y 18 horas, v temperaturas que varian entre 25 - 27 *C (8, 2, 10,
14y,



3.1 Iocalizacifin

El presents trabajo se realizf en el perfodo comprendido entve ju
lie y dicierbre de 1988 en el Laboratoric de Cultivo de Tejides del —-
Centro Nacional de Tecrologfa Agricola (CENTR), situadc en San Andrés,
Departamento de La Libertad, El Salvador.

3.2 Preparacifin del material vegetal

Se utiliz8 material recolectado de drboles "plus" prevismente ze-
leccicnados, de cinco afos de edad, ubicades en el Centro de Desarrollc
Forestal (CEDEFOR), en San Andrés, Departamento de La Libertad. Los ar
boles fusron podados en su parte media y basal para inducirles a brota-
cifin, dejands un toctn mue varid entre 0.50 v 1 m de longitud (Figura laj,
procediéndose un mes después a la recaleccifin de segmentos nodales de =
2 — 3 om de longited, los cuales fueron tomados de la parte media de la
rama (Figura lb). Cada uno de estos Segmentos contenfa 1 - 2 vemas axi
lares preformadas (yemas de 2 - 3 mm de longitud), (Figura lci.

Ios segqmentos fueron colocadcs en un depdsito contenjendd agua pa-
ra evitar su deshidratacifn durants el transporte al laboratorio.

Previo a la fase de establecimientc del ensayo se evaluarcn diferen
bes metodologias de desinfeccifn de los secmentos nodales, con el cbjeto
da determimar cual de ellas era la mis eficiente en el contrel de micro-
organisnes,utilizando para elle hipoclorito de calcio al 10% y 8% v alco
hol 70% (3). Dichos tratamientos se describen a contimwacitn :

a) Sin hipoclorito de calcio ¥ sin alcohol.

b}  Hipoclorito de caleio al 10% durante 5 minutos, alcchol al 70% por
un minuto & hipoclorito de caleio al 8% durante 5 minutos.

c)  Hipoelorito de caleio al 10% durante 10 minutos, alcchol al 79 3 =
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Fieura 1. Estusma que muestra el procsso para la obhtencifn de los seo-

mentes nodales en Eucaliptus camaldulensis. a) Arbol podade

an su parte media v basal; b) rama de euwcalipto; cl segmento

nocal conteniends las yemas axilares preformadac,

durante 2 minotos e hipoclorito de calcic al B% durante 10 minuteos.
d} Hipocloritn de caleio al 10% durants 15 mirtos, alcohol al 70% por
3 minutos e hipocleorito de caleio al 8% durante 15 minutos,

Cada vwno de los tratamientos mencicnados antericmmente estimo Cons-
tituido por 20 tubos conteniendo cada uno de ellos amqua hidestilada, azd
car, agar v un explante, determinSndose por medio de recuentos cual de -
ellns era el mds eficiente para el control de la contaminacifn microbia-
na, resultardo el tratamientc 4" el mis efectivo para diche fin. (Figu

ra él. )
Con el obieto de ejercer un mejor control de la contaminacitn, se -
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‘evaluaron diferentes tratamientos de fungicidas como Micostatin y Ben
late (3): vy bactericidas como la Rifampicina, 41’-r;[:|.‘i.m:n‘.f:.T.:r:i"'f v Ampici-

lina (23) adicionados al medis, loc cuales se describen a contimiscifn:

a) Sin fungicida y sin bactericida

k) Micostatfn (300 mg/l) y Rifampdcina (40 mg/1)
c) Micostatfn (300 mg/1) v Agrimicin 100 (2 gx/1)
d) Micostatfn (300 mg/l) v 2mpicilina (350 mg/1).
g¢) Benlate (2 gr/l) y Rifampicina (40 mg/1).

£)  Benlate {2 gr/l) y Agrimicin 100 {2 gr/1).

g) Benlate (2 gr/l) y Ampicilina (350 mg/1).

La metodologfa ukilizada para la determinacién del mejor tratamien
to fue similar a la empleada para definir el procesc de desinfeccifn ——
de los segmentos nodales. En esta etapa el tratamientn "g" resultS ser
mis eficiente. (Figura 1).

Debido a la alta produccitn de exudados fenSlicos, fue necesario -
realizayr diverscs tratamientos con difeventes antiosidantess;  Dichos tra
tamiontos Fueron aplicados a los segmentos nodales en un perfodo de 30 -
mimitns v adicionados al medio de cultive, los cuales se detallan a con—
tiruacidn.

al Sin anticxidantes.

b Acido citrico en 250 mg/1

e}l Acido aschrbico en 300 mg/l

dl Acido oitrico en 250 mg/l v Scido ascSrbico en 300 mg/l.
e} CarbSn activado en 1 gr/l.

El tratamiento "d" resultf ser el mfs efectivo para el control de -
la oxidacién v su seleccifn se realizs de igual forma a los 2 casog ——

if’ ESPIMNOZA, N. 1988. Control de la contaminacifn microhiana en gl -
cultive in vitro. La Molina, Lima, Per(, Centro Internacional
de la papa (CIF). (Commicacifn persenal).
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anteriores. (Figura 4).

Una vez determinados los mejores tratamientos para el control de
la contaminacifn y oxidacifin, se procedid al establecimiento in vitro
de los segmentos nodales, siquiendc el sigquiente método :

Primerp se lavaron en agua corriente conteniendo jabfn liquido co
mercial (1-2 gotas) v Tween 20 (2 gotas), durante 5 minutos, enjuagan-
dose pesteriormente con agua destilada (2-3 veces); 21 leego se sumer-
gleron en hipoclorito de caleio al 10% durante 15 minutes, enjuagando -
3 veces con agua destilada; 3) se expusieron en alcchol 70% durante 2 -
minutos sequidos de 31 lavados en agua destilada estfril dentro de la cd
mara de flujo laminar; v 4) finalmente el material fue tratado con hipo
clorite de calcio al 8% durante 15 minutos, lavadcs con agua destilada
gutdril (3-5 veces), dentro de la cimara de flujo laminar.

Ios brotes al ser desinfectados v enjuagados, eran colocados en ——
aqua dectilada estfril durante 10 a 15 minutos, procediBndose posterior
mente 3 eliminar el tejido danadc por la desinfeceilfn v las porciones in
necesarias de talle u hojas; para dejar el explante aproximadamente de
1-2 om de longitid con su respectiva yvema ssdllar. Inmediataments des—
nubs, cada explante e colocado en una solucifn antioxidante que conte
nia dcidc ascOrbico (300 mg/l) v &cido citrico {250 mg/ll durante 30 mi
mutos {3), previamente esterilizado a través de un filtro microporoso
estéril de 0.9-1.4 UF con la bawba de vaclo, dentro de la cimara de fluo
jo laminar (13).

3.3 Madins de cultive

Los medics de cultivo utilizados fuercn el de Murashige y Skoog —
(MS) , Woody Plant Medium (WPM), v el de Shenck e Hildebrandt (SH) (Cua
dro 2).

Para la iniciacién de la brotacifn v eloncacifn de los brotes, fud
necesaric realizar modificaciones en los 3 medios, en base a la metodolo
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gia descrita por GUPTA et al, describiéndose a contimacifn el suple-
mento v concentracitn en ma/l  {14).

Medio 1 (M1) : Medio bisico MS + Cinetina (0.2) + BA (0.5] + Pantc
tenato de calcio (0.1) + Biotina (0.1).

Medio 1 (M1) : Medio bfsico WPM + Cinetina (0.2} + BA (0.5) + Panto
tenato de calecio (0.1) + Bictina (0.1).

Medic 1 (ML} : Medio bfisico SH + Cinetina (0.2} + Ba ().5) + Pantots
nato de caleio (0.1) + Biotina (0.1).

Para la induccifn del enraizamiento de los brotes se modificaron -
los 3 medios de cultiveo, seglin lo reportado por GUPTA et al, detallands
3 contimuacidn el suplemento y concentracifn en mg/l (14} .

Medio 2 (M2} 1/2 Medio bisico MS + IBA (10) + IPA (10) + AIA (10) +
AME LED) .

Medio 2 (M2 s 1/2 Medio basico WPM + IBA (10) + TPA C10) += ALR (10} +
AN (10).

Medic 2 (M2) @ 1/2 Medio bEsico SH + IBA (10) + IPA (10) + ATIR (10) +

ANA (10).
Medio 3 (M3) : 1/2 Medio bisico MS + Carbén activade (0.25 %).
Medic 3 (M3} : 1/2 Medio bSsico WPM + Carbfn activado (0.45 %).
Mpdio 3 (M3 1 1/2 Medio bisico SH + Carbén activade (0.25 %).

Con el £in de combatir el preblema de hongos se agregl a todes los
medice Benlate en dosis de 0.2%, previo a st esterilizacifn., Este fun-
gicida fue agregado al grupo de medios en todas sus faces.

L]



S

. Al estar los medics preparados su pH fue ajustado a 5.7 [t 0.01)
previamente determinads en otros experimentes, utilizando para su ajus
te HCH & HCL en concentracifin de 0.1 y 1 Normal (7, Bl. El gelifican
te ampleado fue BRCTO DIFCO agar, al 0,8%, Finalmente se distriboaed el
medio en tubcs con tapfn de rosca de 30 ml de capacidad, de 70 mm de -
longitud v 22 mm de difmetro, agregando 10 ml de medio a cada uno,

Ia esterilizacifn de los medios s realizf en autoclave con vapor
himedo a 15 libras de presifn, una temperatura de 120 7C, durante 15 -
minutos,

Para el control de las bacterias se utilizf como antibidtico la Am
picilina a raz2fn de 350 mg/l, disuelta en agua destilada con agitacién
magnética durante 30 minutos. Postericrmente fue esterilizads por me—
dic de un filtro microporcso estfril de 0.2 - 1.4 UF con la bomba de va

cio, dentro de la cfmara de flujo laminar.

Para evitar los problemas da oxidacion, fue necesaric agrodar al -
medic una- selucifn antiexidants, compuesta por Scido ascSrbico (300 ma/l)
v doido cftrico (250 mg/l), Esta mezcla fus esterilizada con filtro mi-
croporose 0.9 = 1.4 UF v con la barba de vacio dentro de la cimara de —

flujo laminar.
Una vez se tenfa los medios de cultivo estfriles dentro de la cima-
ra de flujo laminar, se les agregaba la solucién anticxidante v el bacte

ricida, dejdndelos cque sclidificaran en refrigeracifin.

3.4 Siembra del explante v condiciones de cultivo

Una vez preparados los segmentos nodales se procedia a sembrarlos en
el oo de medios de cultivo Ml, & immediatarente eran incubados en una
refrigeradora a 15 °C proporcicnfndole luz continua durante 72 horas con
una limpara de 20 watts, ubicada a 5 om de altura sobre el nivel de los
tibos. Postericrmente los tubos se incubaron en la cfmara de crecimiento
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pon un fotoperiodo de 18 horas de luz y 6 de oseuridad, utilizando pa

ra 2]l suministro de luz 8 lomparas de 40 watts en 2.5 mz; las tempera

turas variaron entre 25-30 °C. Despuée de 30 dias las vemas hebfan -

crecido v desarrollade por lo que fuercn transferides al grupc de me-

dies M2 en donde permaneciercn durante 72 horas en la escuridad, con

una terperatura que varid entre 25 - 30°C, para postericmmente ser sem
brados en el grupo de medios M3 y mantenidos en condiciones de tempera
tura de 25 = 30 °C v con un fotoperfodo de 1B horas de luz {usando 8 -
limparas en 2.5 m) ¥ 6 horas de ocscuridad durante 30 dfas, perfodo en
el cual se logrS la formaciSn de rafces.

3.5 Toma de datos

3.5.1 Toma de datos en el control de la contaminacifn v la oxida-
cifn fenflica.

Para definir el mejor tratamiento para el contrel <e la contamina-
cifn microbiana, se realizaron recuentos de tubos contaminados por hon-
gos v bacterias, establecifndose el mejor tratamients en tfrminos de por

centaje:

Con respecto a la oxidacidn fenSlica se efectuwarun recuentos del nd
rerc de explantes que habfan producido exudados fenSlicos, determindndo-
se posteriormmente 2] mejor tratamiento en tSrminos de porcentaje.

3.5.2 Toma de datos en la induccifn de la brotacifin de las yemas
axilares.

Los datos tomados en esta fase fusron el nimero de tubos en los cua
les se habfa iniciado el procesc de induccifn de la brotacifn, lo cual -
se realizf por chservacifn directa de los explantes dentro del tubo, oon
siderando que las yemas axilares tuviercn un tamano mayor a les 3 mm —
aproximademente. Estos datos fueron tomados entre los 15-20 dfas despuds
de haber realizado la siembra.
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3.5.3 Toma de datog para 1la fase de elongacifn de brotes.

Ios dates de elongacifn fuercn medidos con 2l uso de una regla —
graduada. Esto se realizé por corparaciin aproximada desde la parte =
externa del tubo (Figura 7). Estos datos fueron tomades 30 difas des—
puds de haber efectuado la sierbra.

3.5,4 Toma de datos para la fase de enraizamiento.

El dato tomado en esta fase, fue finicamente el nimero de brotes an
los cuales habfs enraizamiento. Esto fue realizado por simple observa-
cifin a trayés del cristal del tbo en cada uno de los medios evaluados.

los datos fueron tomados 60 dfas despuds de la siembra del explants.

3.6 Disenoc estadistico

Para realizar el andlisis de los datos se utilizd un diseno comple
taments al azar ¢on 4 repeticiones. (Cada repeticidn estuvo oconstituida

por 3 tratamientcs,; los cuales se describen a contimuacifn:

T, = Medio de Marashige v Skoog
T2 = TWoody Plant Mediim

Medio de Shenck e Hildebrandt.

~
L
il

La unidad experimental con que se imicif el ensayo estuvo formada
por 20 tubos, conteniendo el mismo tratamiento. Pero debido a los pro
blemas de contaminacifn, oxidacifn y muerte del esxplante, dicha unidad
se vif reducida en las fases de elongacifn y enrmizamiento de los bro—
tes.

Con el fin de determinar la significancia estadistica en los prome
dios cbtenidos en cada tratamiento, se realizf la prusha de Duncan con
un hivel de significancia cdel 53%.

=8 aas
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3.6.1 Modelo estadfstico
¥ij = U + Ci + Eij
U = Media general

i = Efecto del i-&cimo medic de cultivo.
Eij = Error experimental.
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4, ATEDOS Y DISOUSICH

4.1 Control de la eontaminacifn miorobiana en los segmentss nodales,

Debido al altcr porcentaje de contaminacidn microbiana que se pre—
sents previo a la fase de establecimiento de los eplantes, fue necesa
ric evaluar diferentes metodologfas de desinfeccifn en lo= seqmentos
nodales, leos cuales fueron descritos en materiales y métodos.

Transcurridos 7 dfas despufe de haber realizado 1a siembra, se ob
servé gue los menores porcentaies de contaminacidn por hongos (30 %) ¥y
bacterias (20 &) se obtuvieron oon el tratamjento d (Figura 2), lo cual
coincide con el proceso de desinfeccifn utilizads por cotros autores, —
fuienes manifiestan cue el hipoclorito de calcic ejerce una accifn desin
foctante sin causarle dafio al material vegetal (23); asi misno, reportan
que el alcohol elimina las grasas que se encuentran scbre la superficie
del tejido, permitiendc de esta furma una mayor penstracifn del hipoclo-
ritc de caleio (17). Otro factor que influyd en forma determinante, fue
el tiempo de ovposicifn de los segmentos nodales al agente desinfectante,
va e el eucalipto por ser und espedie lenosa ¥ por encohtrarse en un -
medio anbiente natural, es un reservorio de microorganismes patOgencs di
ficiles de erradicar, por lo que, Este requiere de un mayor tiemeo de ex

posicidn durante el proceso de desinfeccidn.,

4.2 Control de la contaminacifn microbiang en el medio de cultive.

la eficiencia en el control de la contaminaciSn microbiana en el cul
tivo in vitro, ne solamente depende del proceso de desinfeccifin del ex—-
plante, sino gue también de otros factores,entre los cuales se encuentra
la adicifn de fungicidas y bactericidas al medio de cultivo. Es por ello
que se evaluaron 7 tratamientos descritos anteriormente.

Despufs de 3 semanas de haber efectuado la siembra se procedif a -
realizar =1 recuento, determinfindese cue el mejor tratamiento estivo —
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constituido por Benlate en dosis de 2 g/l v Ampicilina en 350 mo/l, -
con el cual se logrS reducir la contaminacidn fungosa a un 20% v la -
bacteriana a un 10% (Fieura 3).

WITTENBMH 3 BUKRAC, citador por CERON, han demostrado el efecto
bendfico de Benomil (Agente quimicamente activo del Benlate) en el me
dio de cultive, para redocir la contaminaciSn por hongos  (3).

Ia supervivencia de los segrentos nodales se considerd alta en los
medios con el fungicida (Figura 3), lo cual demcstrd, cue el conbate de
hongos fue aceptable, Este se refuerza con lo mencionade por SCLEL et
al, citades por CER, cuienes afinman gue el Benlate es un fungicida
sistémico, el cual es tomado v translocado por cflulas v Srgancs de la
planta, proteqiends al medio de cultive v al tejldn vegetal contra las
contaminacicnes por honoos: (30,

WILLIAME et al, citado por CERCN, manifiestan cue es necesario te-
ner precaucidn al utilizar Benlate en el cultiveo in vitro, va que en —
dpices caulinares de Oymbidium sp. v Colocasia esculenta se determin® -
5u erfecto innibicor, el cual puede deberse a inhibidores metabdlicos /0

=

enzirdticos, asi como por la induccifn de aberracicnes cramosfmicas  (3).

En la presente investigacidn, a pesar de la alta concentracifn uti-
lizada de Benlate (2 g/1) no se observaron towicidades por el producto
en ninquno de los medios evaluades (Figura 4).

Con respecto al uso de Ampicilina, se demostrd su eficiencia en el
control de bacterias, debido al amplic espectro de accidn, ademds, de no
causar dano al tejido en la dosis utilizada (350 mg/ll.

Debido a las dificultades para establecer as&pticomente los segmen-
tos nodales, se considert que la desinfeccifin del tejido veqgetal v la —
adicifn de Benlate v la Zmpicilina al medio de cultive, son elementos im
portantes para permitir el establecimients efectivo in vitro.
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Figura 4. Fotograffa gue muestra la no fitotoxicidad de Benlate v la -

Ampiciling adicionados al medio de cultivo,

4.3 Control de la oxidacitn FfanfSlica

Fara resolver este problema se evaluarcn diferentes tratamipntos -
antioxidantes aplicados a los segmentos nodales v al medio de cultivo,
previc al establecimients del material, Dichos tratamientos fueron des
critos en materiales v méStodos.

La canbinacitn de dcido cftrico en 250 mg/l v Scids ascSrbico en 300
m3/l, resultsS ser el tratamiento mds efectivo para controlar la oxidasidn
fenflica, reduciéndola a un 5% (Figura 5), confirmindose azi, la accifn -
antioxidante del 4cide cftrico y del Scidc ascfirbico v su efects sinSrgi-
oo (3), debido a que ambas sustancias se incorporarcn a la fisiclogfa -
del explante, evitando la activacifn de la polifeniloxidasa, responsable

de la axidacion fernslica (11).
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4.4 FPorcentaje de contaminacifn micrebiana vy cxidacifin fenSlica en =

los medics M5, WEM v SH para cads una de 'las fases eveluadas.

Una ves ceteminsdos los mejores tratamientos para el control e
la contaminacifn microbiana y oxidacifn fenflica, se procedid al esta
blecimientn del ensayo, chteniéndose al final de cada fase los siguien
tes porcentajes de contaminacifn micrcbiana y cxidacifn fordlics para
eada uno de los medics evaluados (Cuadro 3).

tuadro 3, Poroentaje de contaminaciSn microbizna ¥ oxidacifn fenSlica
durante las fases de induccifn de la brotsciin, elongaciim
v enraizamiento de los brotes para cada uno &e los medios -

ev=luadne,
Induccifin da Elonmacidn ce Enrzizamiento de
la hrorscifn los hrotes Yoz brotes
tedios @8 | oyneani | owida | Contami | Cxida- | Contami | owida-
Culisms racifn cifn nacifn cifn nacifn cifn
micro-- | feno— | micro-—- | fenoe— | micro— | feno—
hizna = 1ica biana lica kiana lica
(%) (%) (%] (& (%) (%]
Worastdg®:¥ |1 193 5 = 2 7.61 =
Skoog
wWoody Plant
M 25 625 - - = =
Shenck g =
Hildebrandt 17.5 F.15 - - 168 =
Promedio 20 B - - 8,23 =

Ioe mavores poroentajes de contaminacifn se presentaron en la fa~

ce de induccifn de la brotacifn (promedio 20%), el eual se considera -
aceptable, va cue otros investigadores reportan cue el material vegetal
trafdo del cammo es diffcil de establecer en cultive in vitro, cebido a
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gue SCN reserverios de microorganismos pabtbgenos dificiles de ervadi-
car (5; 27). En la fase de elongacifn de’ los brotes no existieron -
problemas de contaminacifn, pero, en la fase de enrvaizamiento, sf =e

presentaron dichos problemas  (Cuadro 3}, 1o cual fue debido, posible
mente a la manipulacifin del material en las 2 transferencias cue se -
realizaron a los grupos de medios M2 vy M3,

Con respecto a la oxidacidn fenSlica, &sta se logrd reducir a un
5% y solamente se presentd en la fase de induccifn de la brotacifn -

(Cuadro 3).

4.5 Induccifin de 1a hrotacifin de las yemas awilarves

Después de haber controlado los problemas de contaminacifn micro-
biana v de oxidacifn fenfilica, se procediS a establecer loz tratamien-
tos para induccifn de la brotacibn y crecimiento de las yvemas axilares,
para lo cual se utilizaren los medics de cultivo de Murashige v Skoog
{MS) , Woody Plant Medium (WEM) v el de Shenck e Hildebrandt (SH), des-
critos antericrments,

Despuds de 15-20 diss de haber establecido el experimento se ini—
cif el crecimiento de las yemas axilares en el medio de Murashige y —
Soog  (Figura 6}, 1o cual fue precoz si se compara con lo informado —
por GUPTR et al, gquienes lograron inducir el erecimiento in wvitro de —
las yemas acilares de E. camaldulensis entre 25 - 30 dfas despufs de: la
siembra (14).

El anilisis de varianza mostrd diferenciass significativas en la bro
tacidn de las yemas axilares para cada uno de los medics de cultivo (Cua
dro 4) . A través de la prusha de Duncan (Cuadro 5), fuercn cormarados
los promedios de induccifn de la brotacifn, resultando supericr £l medic
de Murashige v Skoog en un 97%, en comparacifn con los medios de Shenck
e Hildebrandt y Woody Flant Medium, gue repcrtarcn un 3% v 58% de brota
cifn respectivamente (Cuadro 10}, Estos datos se deben posiblements --
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Figura 6. Iniciaeifn del crecimiento de las yemas axilares en Bucalir-
tus camaldnlensis en el medio de cultivo de Murashice y Skoog,

por la maver concentracifin de sales minerales cue contiene el redio da -
Murashige v Skoog (Cuadro 2), las cuales contribuyen a la elongacisn de
los brotes despufs de haber sido desencadenado el proceso morfocendtico
inducido por las citocininas.

Cuafva 4. Andlisis de varianza para la brotacién de las vemas axilares
en los medios de cultive evaluados.

Ft.
F, da V. G.L. £.C. C.M, Fe. 5%

Tratamiento 2 138.67 69.33 e 0 W 4.26
Error experimental 9 12 1.33

Total 11 150.67

* Significativo al 53.
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Cuadro 5. Prueka de Duncan para la hrotacisn de las yemas asilares -
en los medios de cultivo evaluados,

- s Ma oH WEM
¥ Tratamiento 16 10 8
| g el 2* =
EH = 10 aw -
M5 = 18 -

* Significativo al 5,
Coeficiente de Variacidn = 10.15 s

4.6 Elongacién de los brotes

Despuss de 15 dfas de haberse iniciado el crecimiento, se midié la
elongacifn que habfan aleanzade los bBrotes en cada medis, reportands el
andlisis de varianza diferencias significativas (Cuadro 6), A través -
de la prueha de Duncan (Cuadro 7), se determing cue el medio de Murashi
ge ¥ Skoog eloncd los brotes en un promedio de 15 mn (Figura 7); mien--
tras que el medio de Shenck e Hildebrandt lc hizo en 8 mm y el Woody —
Plant Medium en 8 mm (Cuadro 13). Ios resultadss anteriores pueden de-
kerse al mejor balance mineral que presenta el medio de Murashige ¥ Bkoog,
¥ & la interaccifn de €ste con la Cinetina y la Benzil-adenina pars 1a -
estimilacidn de la divisién y diferenciacifn celular (12).

Cuadro €. ArfSlisiz de varianza para la elengacitn de los brotes alcanza
€0 en los medios de cultive evaluados,

F. de Y. G.L, 5.0 L el e Fi 5%
Tratamiento 2 114,87 B7.33 19.84% 4.26
Error experimental 5 Z2h 2.89

Total 21

* Significative al &%,
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Cuadre 7, Prueba de Duncan para la elongacifn de los brotes, alcanzado
en los medios de cultivo evaluados.

B ' WEM
¥ Tratamiento Iiﬂg Eg PE'
WPM = B T* 185 o
EH =t g E_‘l' =
Ms = 15 =

* Simificativo al 5%
n.S. » Mo significativo
Creficiente de variacifn = 15.93 &
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Figura 7. Elongacifn de los brotes de E. camaldulensis, 30 dias despufs

de haber sido inoculados en €l medic de Murashice v Skood.
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4.7 Fase de enrairemientn

ILos datos obtenidos en esta fase fueron sometidos a un andlisis -
de varianza (Cuadro B), el cual mostrd diferencias significativas para
los tratamientos en estudio; a través de la prusba de Duncan (Cuadro 9),
fuercn comparades los medios de induccifn del enraizamiento, resultando
superior el medic de Murashige y Skoog en un 49% en comparacifn con los
medios de Shenck e Hildebrandt i Woody Plant Medium, con los cuales sa
chtivo un 22% v 17% respectivamente  (Coadro 10) . Estos resultados —
ooinciden con lo reportado por GUPTA et al, cuienes cbtuvieron un 50% -
de enraizamiento utilizando el medio de Murashige y Skoog en la propaga
cifin de Bucaliptus camaldulensis (14),

Cuadro 8. Anfilisis de varianza para la fase de enraizemienteo,

F.de V. G.L. = T C.M. Fc. Ft 5%
Tratamiento Z E5.5 42.75 40.71* 4.26
Error experimental 9 8.5 1.05

Total 11

* Significativo al 5%,

Cuadro 9. Prueba de Dupcan para la faze de enraizamiento.

- M SH WEM
£ Trarausnto 7.25 3.00 1.25
WEM = 1.25 E* 0,755 A
SH = 2.00 5,25%

M5 o= F.25

* Significativo al 5%
n.s. = No significativo
Coeficiente de variacifn = 29.14%

La diferencia cbtenida en el porcentaje de enraizamientn, posible-
mente se Gebe al mayor vigor que presentaban los brotes provenientes —
del medio de Murashige v Skoog, los que se vieron favorecidos también -
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por la reduccifn de sales en un 50%, mecanismo utilizade en el eulti-
vo in vitro, para cbligar al brote a producir rafces (27) (Figqura 8);
y al efecto de la adicifn de AR, IBA, IPA v AIA, los cuales favorecen
el alargamiento celular de los primordics radicales. Adem8s, el uso -
de carbfn activado fuf otro factor que contribuys a la formacifn de raf
ces, ya gue a éste se le atribuye la capacidad de estimular 1a rizogéne
sis, afin cuando se desconoce la forma como fste ackda  (27).

R @ e G
- /;

Figura 8. Bwraizamfento de brotes de E. camaldulersie en el medio de -
Murashige y Skoog.

Los resultaces cbtenidos en la induccifn de brotacidn, elongacidn
¥y enraizamients coinciden con lo reportado por GUPTA et al, ouienes ma-
nifiestan que el medio de Murashige v Skoog es el cue ha dado los mejo-
res resultacdos en la prepagacidn in vitro de segmentos nodales de Buca-
liptus camaldulensis  (14),

& 8 & 48



- 38 =

Cuadro 10. Variacifin de la unicdad expéerimental durante las fasss de
induccifn de la brotacifn, elongacifn y enraizamients de
los brotes para cada unc de los medios evaluados.

Induccifn de Elongacifin ce hraizamients
la bretacifin los brotes ce los brotes
Medios de Total | Porcen | Total | pongitud | Total | Porcen
Cultivw de f.?;l.r taje ga E Fromedio de tli taje -
bos (&) bos {rra) bas (%)
Murashige
: 66 97 64 15 58 44
y Skoog
Foody Plant
Medium 85 58 32 B 23 17
Shenck e
Hi ldebrandt B3 63 40 ) 37 22
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5. CONCIUSIONES

En base a los resultsdos cbtenddos en el presente trabajo de inves

tigacidn, se concluye cue :

1)

2]

3]

&)

El medio de cultivo mis efectivo para la induccién in vitro de la
brotacifn, elongacifin v enraizamients de seqgmentos nodales de =——
Eucaliptues camaldulensis fue el de Murashige v Skoog./

Log segmentos nodales conteniendc las yemas axilares preformadas -
== considera un material adecuads para el cultivo in vitro de Fuca-
liptus camaldulensis.

La immersifin de los segrentos nodales en hipeclerito de calcio al
10% durante 15 minutos, alcohol 2l 70% por 3 minutos e hipociorito
de caleig al 8% durante 15 minutes, coobinads con s incorporaciSn
de Benlate en desis da 2 g/l y Ampiciling en cohcentracifn de 330
mg/l en el medio de cultivo, resultd ser el proceso mds efectivo
para el control de hongos v bacterias en log segrentos nodales sem-
brados in wvitro.

la immersifn de los segmentos nodzles en una solugifn anticwddante
de &cido eftrico en dosis de 250 mg/l y &cido ascfrbico en dosis
de 300 mg/l , v la adicifn de dicha solucifin al medio de cultivo,
fue el tratamiento mds eficiente para el control de la oxidaciln fe
nolica.
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