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RESUMEN

El arbol de eucalipto (E. urophylla y E. grandis) es un recurso importante, debido a su aprovechamiento
industrial en la obtencion de celulosa y hemicelulosa para la fabricacion de papel en varias partes del
mundo en general y en particular en el sureste de México. Varios alcances biotecnoldgicos han sido
desarrollados para solucionar las dificultades de variabilidad genética en propagacién por semilla que
presentan las especies de eucalipto. Para ello, resulta necesario el estudio de diversas estrategias de
micropropagacion que permitan la obtencion y multiplicacion de clones de eucalipto. Por lo que el
objetivo de este trabajo fue establecer la tecnologia para la micropropagacion clonal in vitro de genotipos
seleccionados, con el fin de obtener plantas de alta calidad destinadas a las plantaciones o a huertos
clonales en el sureste de México. Para el establecimiento de los explantes a condiciones in vitro se
evaluaron tiempos de desinfestacion de los explantes, realizando la combinacion de tres niveles de
desinfeccion con antibiotico (terramicina 40 mg/100 ml) y con fungicida (cuprimicin 150 mg/100 ml) a 0,
10 y 30 minutos. Obteniéndose hasta un 90 % de cultivos libres de contaminacion. Ademas se evaluo la
multiplicacion de brotes, la formacion de callo y enraizamiento para ambas especies, combinando tres
niveles de benziladenina (0.0, 1.0 y 3.0 mg L") y de 4cido naftalen acético (0.0, 1.0 y 3.0 mg L") en un
medio de cultivo Gamborg B5. Se obtuvo hasta 9 brotes por explante cultivados y una media de 5.5 raices
por explante, combinando 3 mg L' de benziladenina y 1.0 y 3.0 mg L' de 4acido naftalen acético. Los
protocolos para aclimatacion de plantas fueron también establecidos.

Palabras claves: Eucalipto, Eucalyptus grandis, E. urophylla, embriogénesis, organogénesis,
propagacion in vitro , aclimatacion.

SUMMARY

The eucalyptus tree (E. urophylla and E. grandis) is an important resource which provides cellulose and
hemicellulose used in paper manufacturing in various parts of the world, and particularly in southeastern
Mexico. Several biotechnological advances have been developed to solve the difficulties resulting from
genetic variability in seed propagation presented by the eucalyptus species. This requires the study of
diverse strategies of micropropagation which permit the obtainment and multiplication of eucalyptus
clones. Thus, the objective of this study was to establish the technology for the in vitro clonal
micropropagation of selected genotypes, for the purpose of obtaining high quality plants for plantations or
clonal orchards in southeastern Mexico. For the establishment of the explants to in vitro conditions, the
disinfestation times of the explants were evaluated, employing a combination of three levels of
disinfestations with antibiotic (terramycin 40 mg/100 ml) and with fungicide (cuprimycin 150 mg/100
ml) at 0, 10 and 30 minutes, thus obtaining up to 90% of the cultures free of contamination. In addition,
an evaluation was made of the multiplication of shoots, callus formation and rooting for both species,
combining three levels of benzyladenine (0.0, 1.0 and 3.0 mg L") and of acetic naphthalene acid (0.0, 1.0
and 3.0 mg/L") in a Gamborg B5 culture medium. As many as 9 shoots per cultivated explant were
obtained, and an average of 5.5 roots per explant, combining 3 mg L™ of benzyladenine and 1.0 and 3.0
mg L' of acetic naphthalene acid. The protocols were established for the acclimatization of the plants.
Key words: Eucalyptus, Eucalyptus grandis, E. urophylla, embryogenesis, organogenesis, acclimation,
in vitro, propagation.
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INTRODUCCION
La deforestacion es uno de los problemas mas graves que actualmente atraviesan las
generaciones actuales, asi en paises de este continente se pierden hasta 300,000 ha por
afno de bosques nativos (FAO, 1994; Centeno, 1997), la necesidad de obtener recursos
del bosque ha llevado al hombre a explotarlos en forma irracional. Esto ha obligado a
los investigadores a buscar nuevas alternativas de reproduccion vegetativa con altas

tasas de multiplicacion y buenas caracteristicas tanto genotipicas como fenotipicas.

Los eucaliptos son arboles originarios de Australia con mas de 600 especies, algunos de
ellos comercialmente importantes para la produccion de madera, pulpa para papel y
aceites esenciales principalmente (Hartney, 1995). Estos han demostrado un gran
potencial en plantaciones forestales comerciales por su rapido crecimiento y se cultivan
en diferentes regiones tropicales del planeta, lo cual indica la bondad de su
comportamiento y la adaptabilidad que tienen a condiciones ambientales muy diversas.
Actualmente E. urophyla y E. grandis estan siendo plantados en gran escala en regiones
tropicales de México. Dada esta situacion, a corto plazo podrian abastecer una gran

parte de la demanda de los productos celuldsicos para papel en México.

La propagacion de plantas a través del uso de técnicas de cultivo de tejidos vegetales
(micropropagacion) constituye una de las lineas de trabajo mas importante de la
biotecnologia moderna dada la magnitud de su aplicacion practica actual, la cual se
fundamenta en la clonacion del material vegetal élite. Los programas de mejoramiento
genético en especies forestales de eucalipto no han sido tan efectivos como la genética
de cultivos agricolas, debido a problemas relacionados con la baja viabilidad de la
semilla y los largos periodos de juvenilidad para alcanzar la madurez y floracién de las
plantas, las cuales impiden que las ganancias genéticas de mejoramiento sean mas

rapidas (McComb, 1994).

Los clones de Eucalyptus grandis (clon -246) y Eucalyptus urophylla (clon -141)
presentan un bajo porcentaje de viabilidad de la semilla y un bajo porcentaje de
enraizamiento de estacas en vivero, por lo que la micropropagacion se perfila como una
herramienta eficaz en la propagacion de estos individuos selectos al permitir
economizar tiempo y costos de produccion de plantas forestales (Ahuja, 1993) y

representa una posible solucién a los problemas observados, ya que ha demostrado
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incrementos sustanciales en los indices de multiplicacion en periodos de tiempo
relativamente cortos, lo que ofrece grandes ventajas con respecto a la captacion de

ganancias genéticas a través de la silvicultura clonal (Daquinta et al ., 2000).

Aunque resultados exitosos para la clonacidn in vitro han sido reportados para algunas
especies de eucalipto (McCombo y Bennett, 1996), la fase de aclimataciéon y
enraizamiento es frecuentemente un paso critico y limitante (Hartney, 1995). Ademas,
la regeneracion de brotes a través de cultivo in vitro de tejidos u érganos extirpados es
también dificil de controlar para la mayoria de las especies de eucalipto (Hartney,
1995). Excepto por los pocos casos en los cuales la regeneracion fue exitosa con
organos maduros como hojas de E. citriodora (Muralidharan y Mascarenhas, 1987),
hojas y tallos de E. gunnii (Teuliéres y Boudet, 1992) y callos de hoja y tallo de E.
tereticornis (Subbaiah y Minocha, 1990); asi como la regeneracion de brotes en 6rganos
juveniles que fue reportada en E. gunni, E. marginata y E. diversicolor (McComb,

1994), E. camaldulensis (Diallo y Dohoux, 1984) y E. nova-anglica (Mehra, 1982).

El desarrollo de procedimientos eficientes para la micropropagacion, via organogénesis,
de clones superiores de Eucalyptus grandis (clon -246) y Eucalyptus urophylla (clon -
141), cuyos clones se adaptan facilmente a las condiciones tropicales y han presentado
un excelente crecimiento y vigor en los programas de plantaciones forestales
comerciales en el sureste de México, permitiran el escalado de las técnicas in vitro, con
ventajas tecnoldgicas y econOmicas sobre los sistemas convencionales de la
macropropagacion. Estas técnicas biotecnologicas han sido utilizadas en muchas partes
del mundo para la micropropagacion de diversos arboles selectos (Monteuuis, 1994,
Bon y Monteuuis, 1996, Monteuuis et al., 1998), sin embargo, en estas especies de
Eucalyptus grandis (clon -246) y Eucalyptus urophylla (clon -141), no se conocen

referencias sobre investigaciones realizadas en este campo.

Aparece en la literatura una marcada diferencia en la habilidad de las diferentes especies
de eucalipto para regenerar brotes y esta habilidad permanece muy limitada de acuerdo
con la mayoria de los reportes publicados. Tomando en cuenta lo anterior, se realiz6 el
presente trabajo con el objetivo de desarrollar una tecnologia rapida y eficiente para la

propagacion clonal in vitro de arboles ¢lite de las especies Eucalyptus grandis (clon -
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246) y E. urophylla (clon -141), arboles particularmente interesantes para la produccion

de pulpa para papel en el sureste de México.

MATERIALES Y METODOS

Material donador de explantes

Se utilizaron plantas de Eucalyptus grandis del clon —246 y E. urophylla del clon—141,
para la obtencion de material vegetativo, proveidos por la empresa PLANFOSUR, S.A.
de C.V. Estos clones presentan caracteristicas de buen crecimiento y adaptabilidad en la

region de las Choapas, Veracruz, México.

Después de 3 semanas de aclimatacion de las plantas a condiciones de clima templado
en el vivero forestal del Colegio de Postgraduados, se obtuvieron estacas —10 a 15 cm
de longitud— con dpices y yemas axilares. Con el objetivo de disminuir la
contaminacion en condiciones in vitro, a los clones de eucalipto traidos de las Choapas
se les aplico en vivero un fungicida sistémico (cuprimicin 100® 600 mg L), quince
dias antes de obtener los explantes, para iniciar el proceso de micropropagacién en el
laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales del Departamento de Fitotecnia

perteneciente a la Universidad Auténoma Chapingo.

Medio de cultivo

Se empled como medio basico el Gamborg B5 (Gamborg, 1991) y se ajusté a un pH de
5.7 £ .1. Para controlar la oxidacién de los explantes se adicion6 al medio de cultivo
carbon activado 1g L. Las sales se agregaron a un matraz Erlenmeyer que contenia
agua desionizada en constante agitacion incorporandose los compuestos previamente
pesados. El medio de cultivo se vacid en frascos de vidrio de 60 x 55 mm colocando 25
ml en cada frasco. Los frascos se taparon y se colocaron en una canastilla para su
esterilizacion, la cual se realizo por 20 minutos en autoclave a una temperatura de 121
°C y 1 kg/em® de presion. Posteriormente se dejo solidificar el medio a temperatura

ambiente.
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Establecimiento del cultivo aséptico

Desinfestacion del material vegetal

Después de disectar el material vegetal (estacas), se inmergieron en una solucion
jabonosa preparada con detergente comercial, para poder trasladarlo al laboratorio e
iniciar su desinfestacion. Ya en laboratorio, la desinfestacion se realiz6 lavando y
cepillando con detergente varias veces los dpices y secciones de tallo con yemas
axilares. Posteriormente se lavaron los indculos con agua esterilizada y se mantuvieron
en solucion antioxidante (4cido ascérbico 100 mg L™ y 4cido citrico 150 mg L) en un

vaso de precipitado hasta el momento de la siembra.

La desinfeccion de los explantes —en la camara de flujo laminar— se realizé con el
siguiente procedimiento, en el cual los explantes fueron inmersos inicialmente en una
solucion de agua oxigenada (10%) por 7 minutos, seguido de una inmersién en una
solucion de hipoclorito de sodio (10%) por 10 minutos y finalmente se lavaron 5 veces

con agua destilada esterilizada y se mantuvieron en un frasco con agua.
Siembra in vitro

Bajo condiciones asépticas las estacas desinfectadas superficialmente fueron cortadas en
segmentos de 1.5 a 2 cm de longitud, los cuales incluyeron 2 yemas axilares cada uno,
sembrando 5 segmentos en cada frasco de vidrio en el medio de cultivo, se taparon con

tapones de polipropileno y se sellaron con parafilm.

Durante las diferentes etapas de los experimentos, los cultivos se mantuvieron en un
cuarto de incubacidn bajo ambiente controlado a temperatura de 26 + 2 °C durante el dia
y de 22 a 24 °C durante la noche, la iluminacion fue proporcionada por lamparas
fluorescentes DURO-TEST (LabLine) de 75 W y se ajustd a un fotoperiodo de 16 horas
luz (con una intensidad luminosa de 2700-3200 lux) (Medero et al., 1997) y 8 horas de

oscuridad.
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Disefio Experimental

Los experimentos realizados para el establecimiento de los cultivos asépticos tuvieron
un arreglo factorial 3% (9 tratamientos) y una distribucién completamente al azar para
cada clon, en un disefio resultado de la combinacion de tres niveles (tiempos) de
desinfeccion (Cuadro 1) y los factores de antibidtico (terramicina 40 mg/l100 ml) y
fungicida (cuprimicin 150 mg/100ml), con 20 repeticiones, para un total de 180
unidades experimentales para E. grandis y E. urophylla. El periodo de cultivo fue de
45 dias. El andlisis estadistico se realizd con los datos obtenidos a los 45 dias de

desarrollo.

En este experimento la variable a evaluar fue la contaminacion del numero de los
explantes debido a hongos y/o bacterias y/o oxidacion de los explantes. Se realizd un
analisis de varianza de un disefio completamente al azar con arreglo factorial completo.
Se utilizo la prueba de rangos multiples (Tukey, 0.05) para la comparacion de medias,
empleandose el paquete estadistico Statistics Analisys System (SAS, Institute Inc.,

1992).

Cuadro 1. Factores y niveles utilizados en el ensayo factorial para el establecimiento
aséptico del explante en E. grandis y E. urophylla .

Factores Niveles

Exposicion en tiempo (min)

Antibiotico (terramicina 40 mg/100 ml) 0,10 y30
Fungicida (cuprimicin 150 mg/100ml) 0,10 y30

Multiplicacion de propagulos

El material resultante sin contaminacién obtenido durante el establecimiento aséptico se
transplantd a medio de cultivo para inducir la formacion de brotes, callos y raices. Se
empled como medio bésico Gamborg B5 (Gamborg, 1991) complementado con
benziladenina (BA), acido naftalen acético (ANA), tiamina 40 mg/l y ajustado a un pH
de 5.7 0.1
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El experimento tuvo un arreglo factorial 3% (9 tratamientos) para cada clon de eucalipto
en un disefio resultado de la combinacion de 2 factores (BA y ANA) con 3 niveles de

concentracion (0,1 y 3 mg/L) (Cuadro 2).

Cuadro 2. Factores y niveles utilizados en el ensayo factorial para multiplicacion de
explantes en clones de E. urophylla 'y E. grandis .

Factores Niveles
(hormonas) (mg/L)
BA 0,1y3
ANA 0,1y3

Las variables evaluadas a los 45 dias del experimento fueron el nimero de brotes, la
produccion de callo (gramos en peso fresco) y el nimero de raices regeneradas. Los
datos se analizaron mediante analisis de varianza de un disefio completamente al azar
con arreglo factorial completo. Se aplico la prueba de rangos multiples de Tukey (o =

0.05) para la comparacion de medias, mediante el paquete estadistico SAS Institute Inc.
(1992).

Aclimatacion

Las plantas in vitro de E. urophylla y E. grandis de 5-7 cm de longitud, que poseian
como promedio 3 raices y que la raiz mayor media entre 3-5 cm aproximadamente se
extrajeron de los frascos de cultivo y se colocaron en bolsas de polietileno negro de 20 x
11 cm; que contenian un suelo constituido de 70 % tierra de monte y 30 % de agrolita,
las plantas se establecieron en 70 % de sombra. El riego se aplicd diariamente durante
20 dias, a partir de los cuales se redujo paulatinamente hasta los 40 dias en que se

sacaron las plantas a pleno sol, regandolas a partir de ese momento dos veces al dia.

Se aplicod fertilizante triple diecisiete, diluido en agua a los 20 dias de iniciada la
aclimatacion, a razon de 0.1 g/planta. Se realizaron aspersiones con oxicloruro de cobre
0.3 g/L, cada siete dias, aplicando 0.005 g/planta aproximadamente hasta que las plantas

se sacaron del umbraculo (Gonzalez et al., 1987).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Establecimiento del cultivo aséptico para E. urophylla (clon-141) y E. grandis (clon-
246)

A los 45 dias de incubacidn, se establecieron los explantes libres de contaminacién
hasta un 90% para E. urophylla, el resto se perdid a causa de contaminacidon por:
oxidacion (5 %), hongos (3%) y bacterias (2%). Para el caso de E. grandis se establecio
el 80.44% del total de los explantes libres de contaminacion, el resto se perdid a causa

de contaminacidn por: oxidacién (9 %), hongos (8%) y bacterias (2.56%).

El analisis de varianza mostr6 que al menos uno de los tratamientos resultd
estadisticamente diferente para las dos especies; es decir, que existen diferencias entre

los tratamientos en el nivel de contaminacion de los explantes (Cuadro 3).

Cuadro 3. Porcentaje de contaminacion de los explantes para las dos especies de
eucalipto

Tx Tratamiento con 20 repeticiones cada uno E. urophylla E. grandis
Medias Medias

(explantes limpios)  (explantes

limpios)
1  Terramicina (10 min) y cuprimicin (10 min) 35D 3.1b
2 Terramicina (10 min) y cuprimicin (0 min) 2.8¢ 24c
3 Terramicina (10 min) y cuprimicin (30 min) 43 a 4.6 a
4 Terramicina (0 min) y cuprimicin (10 min) 34D 32D
5  Terramicina (0 min) y cuprimicin (0 min) 2.6¢c 22c¢
6  Terramicina (0 min) y cuprimicin (30 min) 24c¢ 2.1c
7  Terramicina (30 min) y cuprimicin (10 min) 44a 43a
8  Terramicina (30 min) y cuprimicin (0 min) 2.6¢c 22c¢
9  Terramicina (30 min) y cuprimicin (30 min) 2.7c¢ 22c

Valores con la misma letra en sentido vertical son estadisticamente iguales (Tukey=0.05).
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Para poder saber cudl o cudles son los tratamientos que nos permiten tener mejor
respuesta, respecto a la obtencion de explantes asépticos, para la produccion de plantas
de E. urophylla y E. grandis in vitro, se realizé la prueba de Tukey. En el Cuadro
anterior observamos que los tratamientos con antibiotico a 10 y 30 min en combinacion
con cuprimicin a 10 y 30 minutos de tiempo de exposicién nos permite obtener mas del

90% de material sin contaminacion para E. urophylla y 80% para E. grandis.

Multiplicacion de propagulos (Respuesta sobre la formacion de callo para E.

urophylla (clon-141) y E. grandis (clon-246)

Se encontraron diferencias entre los tratamientos en la formacion y crecimiento del callo
después de 45 dias de incubacion para las dos especies. Al realizar la prueba de Tukey
para la comparacion de medias para E. urophylla, se obtuvo mayor promedio en el
tratamiento 8 (3.0 mg/l de BA y 0 mg/l de ANA) con una media de 1.980 g superando
al resto de los tratamientos (Cuadro 5). Para la especie E. grandis la respuesta fue
similar obteniéndose el mayor promedio en el tratamiento 8 (3.0 mg/l de BA y 0 mg/I de

ANA) con una media de 2.050 g (Cuadro 4).

Cuadro 4. Valores promedio de la cantidad de callo (peso fresco) para las 2 especies de
eucalipto.

Numero de Hormonas E. urophylla E. grandis

tratamiento mg/L Medias(g) Medias(g)
1 BA (1) y ANA (1) 0.350 ¢ 0.650 ¢
2 BA (1) y ANA (0) 0.220 ¢ 0.520 ¢
3 BA (1) y ANA (3) 0.400 ¢ 0.620 c
4 BA (0) y ANA (1) 0.160 ¢ 0.430 c
5 BA (0) y ANA (0) 0.120 ¢ 0.370 ¢
6 BA (0) y ANA (3) 0.180 ¢ 0.580 ¢
7 BA (3) y ANA(1) 1.300 b 1.700 b
8 BA (3) y ANA (0) 1.980 a 2.050 a
9 BA (3) y ANA (3) 1.200 b 1.600 b

Valores con la misma letra en sentido vertical son estadisticamente iguales (Tukey = 0.05)
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Nuamero de brotes para E. urophylla (clon-141) y E. grandis (clon-246)
Los explantes establecidos y transferidos a los medios de cultivo desarrollaron brotes
cuyos resultados aparecen en el Cuadro 5. En ellos se puede observar que los mejores

resultados para E. urophylla y E. grandis fueron los tratamientos 7, 8 y 9.

Cuadro 5. Numero de brotes por explante en E. urophylla y E. grandis.

Numero de Hormonas Brotes/explante
tratamiento mg/L (medias)
E. urophylla E. grandis

1 BA (1) y ANA (1) 3.45b 2.04b
2 BA (1) y ANA (0) 1.65b 121b
3 BA (1) y ANA (3) 2.89 b 1.74 b
4 BA (0) y ANA (1) 032 ¢ 0.62 ¢
5 BA (0) y ANA (0) 0.17 ¢ 0.46 ¢
6 BA (0) y ANA (3) 0.67 c 0.69 ¢
7 BA (3) y ANA(1) 6.98 a 4.88 a
8 BA (3) y ANA (0) 8.44 a 573a
9 BA (3) y ANA (3) 531a 3.18a

Valores con la misma letra en sentido vertical son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05).

Numero de raices E. urophylla (clon-141) y E. grandis (clon-246)

Los explantes establecidos y transferidos a los medios de cultivo desarrollaron raices
cuyos resultados aparecen en el Cuadro 6. Se puede observar que los mejores resultados
para E. urophylla y E. grandis fueron los tratamientos 7, 8 y 9 donde se obtuvieron un

buen nimero de raices gruesas y no quebradizas (Figura la y 1b).
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Cuadro 6. Numero de raices E. urophylla (clon-141) y E. grandis (clon-246).

Numero de Hormonas Raices/explante
tratamiento mg/L (medias)
E. urophylla E. grandis

1 BA (1) y ANA (1) 1450 221b
2 BA (1) y ANA (0) 1.55b 1.31b
3 BA (1) y ANA (3) 2.89b 1.24b
4 BA (0) y ANA (1) 0.26 ¢ 0.72 ¢
5 BA (0) y ANA (0) 0.17 ¢ 0.46 ¢
6 BA (0) y ANA (3) 0.67 ¢ 0.69 ¢
7 BA (3) y ANA(1) 498 a 4.88 a
8 BA (3) y ANA (0) 543 a 473 a
9 BA (3) y ANA (3) 431 a 3.18a

Valores con la misma letra en sentido vertical son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05).

Figura 1. Enraizamiento in vitro de a) E. urophylla y b) E. grandis.
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Aclimatacion

Las plantas vigorosas y que median aproximadamente 20 cm. de longitud se
consideraron como establecidas y listas para ser llevadas a plantacion, lo que ocurre
aproximadamente a los 2 meses de iniciado el proceso de adaptacion. Las plantas
pueden mantenerse hasta 3 meses en las bolsas, si por alguna causa no pueden ser
llevadas antes a plantar en lugar definitivo. Los porcentajes de sobrevivencia alcanzados

para las dos especies de eucaliptos se muestran en el Cuadro 7.

Cuadro 7. Porcentajes de sobrevivencia logrados para las dos especies de Eucaliptos

Especie Porcentaje de sobrevivencia
E.grandis 75
E. urophylla 85

Durante el periodo de establecimiento aséptico en incubacion se registraron altos
niveles de contaminacion en los tratamientos ensayados para lograr la primera etapa, lo

que resultd en elevadas pérdidas en el nimero de explantes.

Los principales causantes de la contaminacion fueron identificados como hongos de la
clase Deuteromicetos como Penicillum spp, ademas de otras especies fungosas
asexuales como Dichotomhthora y Cercospora. En relacion con la contaminacion,
Alvarado (1998), plantea que la superficie de los tejidos de las plantas constituyen un
habitat para los microorganismos, los que se pueden alojar en estomas, lenticelas o

cualquier abertura natural, dificultando su eliminacion.

En Eucalyptus y en general en los arboles perennifolios se hace dificil la desinfeccion,
pues los apices meristematicos no estan cubiertos, es decir, presentan yemas desnudas,
sin pérulas protectoras como las de los arboles deciduos latifoliados de regiones

templadas y frias.

Major y Krause (1995), durante el establecimiento in vitro de brotes epicormicos de E.
grandis obtuvieron un 11% de oxidacion de los tejidos de los explantes. Ademas Castro

(1998) en la propagacion in vitro de arboles élites de E. camaldulensis y E. tereticornis
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reportd un 10% de pérdidas por oxidacion, en este trabajo se obtuvieron valores de 5%
y 9% de oxidacidn para E. urophylla y E. grandis, respectivamente. Estos valores se
consideran bajos, pues la oxidacién puede en ocasiones constituir un serio problema en
el establecimiento y sobrevivencia de explantes. Este fenomeno es mas agudo en las

especies lefiosas y es reportado en una amplia gama de vegetales.

Durand et al. (1991), plantearon que para reducir la fenolizacion en Eucalyptus, es
necesario incubar los tejidos en la obscuridad, lo que no favorece la sintesis de fenoles
que ocasionan oxidacion. Muhitch y Fleycher, (1985) sostienen que el control de las
oxidaciones puede lograrse mediante pretratamientos de inmersion de los explantes en
soluciones conteniendo antioxidantes, la reduccion en la concentracion de sales en el
medio, el cultivo de explantes provenientes de las zonas en estado de crecimiento activo
y realizacion adecuada de subcultivos frecuentes. Por lo que el enjuague con solucion de
antioxidantes, asi como la adicion de los mismos al medio de cultivo, como la L-
cisteina(inhibidora de la polifenoloxidasa) y el carbon activado(absorbente de fenoles) —
como se demuestra en esta investigacion— previenen la oxidacion de los tejidos.
Aunado a esto, con la exposicion del explante a la terramicina (40 mg/100 ml) se

obtuvo hasta 42 % de desinfestacion de explantes.

A los 45 dias de sembrados los explantes en el medio Gamborg (1991) se incremento el
desarrollo de callo organogénico, observandose callos y formaciones globulares que son
centros generativos de cadenas clonales proliferativas de alto potencial (Aloisio, 1997).
La citocinina (BA) estimula la division celular y activa los puntos de crecimiento de los
nuevos brotes (Castro,1998). En el medio suplementado con BA se logré la maxima
respuesta y los explantes formaron callos en su base, estos resultados concuerdan con

Azmi et al.(1997) que trabajaron con E. globulus.

Los explantes que no brotaron se perdieron debido a la hipertrofia de las axilas de las
hojas, que se fragmentaron en dos partes, formando un callo blanquecino disgregable.
Resultados similares fueron observados por Aoisio (1997), en secciones de tallos y
frutos de Melia azaderach, cultivadas in vitro, de acuerdo con el autor, esta deformacion
se debe a una hipertrofia lenticelar, que puede ser inducida por la presencia de

reguladores del crecimiento o por la concentracion de etileno en condiciones in vitro.
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Los resultados de la presente investigacion muestran organogénesis directa (formacion
diferenciada de brotes), inducida al colocar yemas axilares de E. urophylla (clon-141) y
E. grandis (clon-246) en un medio basico Gamborg B5 (Gamborg, 1991)
suplementados con BA (3.0 mgL™") y ANA (1.0 y 3.0 mgL™). En los trabajos realizados
por Prabha et al. (1999) en especies del género Eucalyptus manifiestaron resultados
parciales tanto en el cultivo de células y cultivo de 6rganos, reportandose formacion de

callo y embriones utilizando preferentemente semilla y estructuras florales (anteras).

Los resultados obtenidos muestran en forma general una mayor respuesta de
multiplicacion de brotes y raices en los tratamientos donde se utilizd6 BA.
Comportamiento similares han sido reportados por Castro (1998) en E. citriodora y
Durand et al, (1991) en E. camaldulensis, aunque con menores concentraciones de

BA (0.5 mgL™) a las utilizadas en esta investigacion.

La sobrevivencia de las plantas in vitro, regeneradas durante el periodo de adaptacion,
depende fundamentalmente de las peculiaridades fisiologicas, estructurales 'y
anatomicas que las plantulas presentan producto del desarrollo in vitro, el que permite
una elevada humedad relativa en el interior de los frascos, baja intensidad luminosa,
bajo intercambio gaseoso, abundante disponibilidad de nutrientes y carbono
(generalmente en forma de sacarosa) y una pequefia variacion de temperatura en un

rango considerado 6ptimo para el cultivo (Preece y Sutter, 1991; Teixeira et al., 1995).

Entre los principales problemas que presentan las plantas in vitro se encuentran:
ineficiencia fotosintética debido a los bajos contenidos de pigmentos del aparato
fotosintético y el desarrollo de cloroplastos con granas desorganizadas (Inoue et al.,
1990; Preece y Sutter, 1991); capacidad reducida de formar cuticulas cerosas (Amar et
al., 1995), estomas poco funcionales debido a la alteracion en la forma de las células
oclusivas (Ziv, 1991); ineficiencia de los tejidos de sustento debido a la reducida
presencia de colénquima y esclerénquima (Preece y Sutter, 1991); absorcion y
transporte de agua ineficiente debido a una conexion vascular incompleta o deficiente
entre la raiz y el brote. Durante las primeras dos semanas después del trasplante, es
necesario controlar adecuadamente los factores ambientales y practicamente se requiere
simular es este periodo las condiciones del ambiente in vitro hasta que las plantas se

adapten a las nuevas condiciones. Para evitar el exceso de transpiracion de las jovenes
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plantas, hasta que éstas logren un adecuado desarrollo de los estomas y la cuticula, es
necesario mantener una alta humedad relativa (Ziv, 1991). El control de la intensidad de
la luz en esta fase, es también importante ya que las plantas provienen de un ambiente
con intensidad baja y son expuestas a uno con alta intensidad, por lo tanto ésta se debe
regular para evitar la fotoinhibicion del aparato fotosintético. Para atenuar el efecto de la
luz durante las dos primeras semanas, se emplean mallas plésticas de diferentes
porcentajes de sombra, generalmente entre 30-70 % dependiendo de las necesidades del
cultivo (Agramonte et al., 1998). Trindade y Pais (1997), lograron entre un 90 y un 95

% de sobrevivencia de plantas in vitro de E. globulus en la fase de aclimatacion.

Por su parte Gill (1996), enraiz6 plantulas de E. tereticornis en medio liquido y en
medio solido obteniendo un 82 % de adaptacion de las que provenian del medio liquido
y un 38.5 % de las que provenian del medio solido. De acuerdo con lo obtenido por los
autores anteriormente citados, los porcentajes de sobrevivencia alcanzados en este

trabajo para las dos especies de eucalyptus son aceptables.

CONCLUSIONES

Para la obtencion de cultivo aséptico en la propagacion de eucaliptos (E. urophylla clon-
141 y E. grandis clon-246), los mejores tratamientos de desinfeccion son las
combinaciones de los factores que llevan fungicida sistémico (cuprimicin 150 mg
/100ml) y antibiotico (terramicina 40 mg /100ml), en el cual se deben exponer a los
explantes de eucalipto durante 10 y 30 minutos, donde se obtuvo mas del 80% de

desinfeccion del total de explantes sembrados.

Ademas, de acuerdo con los resultados obtenidos se puede concluir que el medio
Gamborg B5 complementado con BA'y ANA es un excelente medio para el cultivo in
vitro de E. urophylla clon-141 y E. grandis clon-246, puesto que induce a la formacion
de callo en la base del tallo y de multiplicacidon de brotes y raices en las dos especies del
eucalipto experimentadas manteniendo respuestas positivas para el desarrollo de
estructuras embriogénicas in vitro. Se logré la aclimatacion de las plantas in vitro de E.
grandis y E. urophylla, donde se alcanzan porcentajes de sobrevivencia aceptables de

entre 75 y 85 %, respectivamente.
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