Universidad Nacional Autonoma de Mexico

Facultad de Ciencias

Departamento de Biologia

"Efecta del acido *naftalenacetico (ANA) y
6-furfurilaminopurina (K) en el cultivo in
vitro de diferentes explantes provenientes
de plantulas de Eucalyptus cinerea F.v.Muell."

T E S I 8

Que para obtener el Titulo de

BIOQOLOGAO

presente

Jose Angel Lechuga Corchado

Mextco, D.F., 1988




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



FESUMEMN. v v o auvwna

CONTEMIDO.

LT T R T R I I B T T I S S )

Te INTRODUCCIOM. v ne v ususnnuumuaunaunswssunnns

II.

IIT.

V.

ANTECEDENTES . 4 u v v s i ans s sincnennnnrannnnnns

1. Reguladorss del crecimiento vegetal.....

1.1 Deneralidades. s cecannua

L2 ALMINAS . c v www e aw

A
-
=
-
3
o

1.3 Cito
-

2. Cultiveo de teiidos

LR

“ 4 emono.

2.1 Conceptoe seee onaa

2.3 Cultivo debtejidos a2n
1

Eucalvptus. .. o EERERE

MATERIALES ¥ METODOS.....

1. Especie =studiada..

Z. Medio nutritivo...
4. Siembra del
4.1 Zemillas.
4.2
Y. Fitorreguladores..
6. Evaluacidn de los

RESULTADOS.

Ve DISCUSTIOM. e v v aneawmnn

VI

YIT.

COMNCLUSIONES. « v v “ o

BIBLIOGRAFTAC. o v e e

2. Material binolédgico.....

material =n

® uwoaw

“ e e

el

medio de zultivo.

cultivos..

-------------------

I R R R R R L L I Y

Digeccion v obtencidn de euplantes.....

.19

.20

« 20

-
PRpes

<43

.49

.31




RESUMEN.

Empleando apices aislados, segmentos de raiz,
hipocdtilo v cotileddn de Eucalvptus cinerea F. v. Muell.
bajo condiciones in vitro s2 estudid el efecto del acido
x-nattalenaceético (ANA) y la &—Ffurfurilaminopurina (k) en
la formacion de callos vy su proliferacion. Se encontro
que la formacidon de callos depende de la presencia vy
concentracion de los reguladores del crecimiento en el
medio de cultivo y que los diferentes explantes nuestran
distinta sensibilidad ante el efecto inductor de callo.
La proliferacidn del tejido estuvo influenciada por los
fitorreguliadores e igualmente los diferentes explantes
axhibieron patrones de crecimiento particulares. Bajo las
condiciones de cultivo el Apice tuvo un  crecimiento
desviado del patron normal de la plantula de E. oingrea.




I. INTRODUCCION.

Los eucaliptos son plantas originarias de
Australia v tienen la capacidad de desarrollarse y crecer
en lugares donde las condiciones ambientales son
adversas, por =esta razon han sido ampliamente utilizados
en México con fines de reforestacidn lo que puede
conducir A dafos ecoldgicos considerables pues las
sustancias volatiles vy solubles que producen inhiben el
desartollo de otros vegetales (Jiménez, 1983). For atro
lado, los =ucaliptos son arboles de importancia econdmica
en algunas partes del aoundo entre las que se cuentan
Australia, Espawa, Hrasil vy 21 sureste asiatico, tal
importancia radica 2n que proveen de aceites =senciales

obtenidozs prr la destilacidén del follage, ntiles como
zaborizantes en dentifricos, een medicina ¥y para la
gintesies de mentol w otras esencias (Janik et al., 1974

Schery, L3401,
Ante 21 aumento 2n los costos v la escacesz de
combustibles thsiles la produccion Jde biomasa forestal

puede presentarse como una alternativa viable, se estima
que la demanda de madera para lefa en India =s de 150 X
toe  ton. actualmente se obtienen 120 X 10% fon.

provenientes de tierras cultivadas v no cultivadas vy de
especies de arboles de rapido crecimiento, pertenecientes
a los geéneros Eucalyptus, Acacia, Frosopis, =stre otros
(Khuspe et al., 1987); en los paises del Tercer Mundo la
lefa v 21 carbon representan el 204 de la energia
disponible para millones de seres humanos de las zonas
rurales. Sobre el uso de la lefia v el carbon sn México es
poco lo que se sabe petro se piensa gque son parte esencial
del consumo global de energéticos (Gomez-Fompa, 1983).

Camo vemos, las especies forestales con intereés
particular 2n las del genero Eucalvptus, son fuente de
materias primas para la industria quimica y atines, como
fuente de energeticos representan un recurso importante
(Ehuspe ot al., 19873 lLakshmi Sita, 1982). En la
actualidad las necesidades de productos forestales son
muy grandes, Se ha calculado que los habitantes de
Estados Unidos tienen el mayor consumo percapita de
madera a nivel mundial con aproximadamente 204 pies tabla
(volumen de un cuadrado de madera de I0.4 cm® y 2.5 cm de
grasor) por habitante (Qwen, 1984).

Asi pues, es necesario contar con plantaciones
forestales formadas por  individuos que posean las
caracteristicas para cubrir las necesidades mundiales
presentes v futuras de productos forestales. Se deberan
tenaer entonces, plantaciones con individuos de
crecimiento rapido o de ciclo corto vy aplicar sistemas
que permitan la propagaciéon masiva de agquellos individuos
gque manifiesten las caracteristicas deseadas: madera de
bhuena calidad, troncos wniformes, rapido crecimiento,
ciclo corto, albo rendimiento  del tronco con relacion a
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la biomasa, resistencia a entermedades vy plagas,
capacidad figiolbgica de aclimatacion , facilidad de
practicas silvicolas y capacidad de fijacidn de nitrogeno
(Villalobos et al.., 1987).

La clonacion de individuos destacados y el
mejoramiento genético son alternativas para lograr las
caracteristicas antes mencionadas. Los meétodos de

propagacion clonal en especies arbdreas son semejantes a
lag empleadas en agricultura vy horticultura, practicas
como &1  injerto, 2nraizamiento de estacas y acodo no se
han modificado en siglos vy presentan la desventaja de que
las respuestas observadas dependen del estado fisioldgico
de la planta donadora por ejemplo, el comportamiento de
las estacas que g2 guiere enraizar tiene que ver con la
edad del Arbol, =u vigor, la posicion de la estaca en el
arbol v la estacidon del ado en la ue =25  ocortada, el
tiempo de almacenamiento =8 otro factor a tomar en
cuenta.

lLos proaramas de mejoramiento  tradicional zon a
largo plazo v requiseren de grandes sxtenciones de tereeno
para probar los genotipos seleccionados. Desde la siembra
de la =emilla hasta la siguiente gensracidn se requisren
tiempno:s Jde hasta 19 o 20 atos, lo cual repraesenta uno de
los mayores obstiaculos para =21 mejoramiento genetico
tradicional o convencional.

Las técnicas de cultivo de tejidos vegetales
abren una nuava dimension para la propagacidn clonal y el
me jotramiento genético de las especies arboreas.
Revisiones sobre la propagacion vegetativa de arboles por
cultivo de tejidos han sido realizadas por FEonar vy
Nagmani (1974), Bonga (1977) vy Winton (1978). Algunas de
lag especies de las cuwales se han regenerado plantas
completas a partir de cultivos de ceélulas, tejidos u
drganos pertenecen a los generos Araucaria, FPicea, Finus,
Cryptomeria, Fssudotsuga, S=quoia, Thuja, Tsuga, Acacia,
Betula, Eucalyptus, Heveaa, Ligquidambar, Populus,
Santalum, Ulmus, entre otros. La regeneracidn de plantas
in vitro para la multiplicacion vegetativa puede ocurrir
por dos caminos, la organogénesis y la embriogénesis
somatica, con la formacion previa o no de un callo
(Tisserat, 198%0).

El potencial de mejoramiento geneético en las
especies forestales via cultivo de tejidos vegetales ha
sido expussfo por Earnosky (1981). Lakshmi Sita et al.
(1982 ~+ VYillalobos 2% al. (1983). Las =sstrategias para
2]l fitomejioramiento son =21 cultive de haploides, el
aislamiznto v  fusion de protoplastos. la mutagéenesis, la
ambriogernas somatica v el manedo del ADN.

Aungue s2 han realizado importantes avances s=n la
AL L G 2 antas levosas (zn menor escala que
p@ziss no laiosas), v el mejoramiento qgenetico
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diferenciacion vy desdiferenciacion celular en SUS
aspectos genético, bioquimico y fisinltgico,
principalment=, una vez gue se hayan resuelto se podran a
sU vez resolver los problemas presentes en la propagacion
masiva de los individuos sobresalientes, de los cuales el
principal ha sido la baja capacidad organogénica de los
tejidos maduros, que provienen de las plantas que han
mostrado su potencial genético (Villalobos. 1983).

El proceso de la desdiferenciacian, que conduce a
la formacién de un callo (masa de tejido proliferativo

que consiste pradominantemente de celulas
parenquimatosas), 25 incducido por wun cambio en 21

ambiente guimico de las células del explante., tal cambio
puede ser debido a heridas v/0 a la adicidon de sustancias
ggtimuladoras de creciniento,  siendo esto dltimo el
factor was inportante en la induccidn v mantenimiento del
callo. La  induccion oo la divisidn celular wa acompakada
2o wune  btransformacion en 50 ashructura,  dicho cambio
retleia moditicacionss matabdlicas qQLies involuoran:
Vipidos, waroohidrabos,  acidos nuclelicns v proteinas. La

mayor parts e lasg investigacioness HOE e las

bransformaciones metabholicas oouwrridas durante la
induceidon Jdel callo han estado relacionadas con akRN, ADN
¥ proteinas v restringidas a pocos  tejidos (Yeoman vy

Forche, 1280; vYeoman v Mcleod, 1977).

Hay avidencias gque indican que la ditferenciacion
celular en cultivo de fejidos es  inducida por diversos
tactores nutricionales, ambientales y particularmente por
los reguladores del crecimiento. El conocimiento acerca
del mecanismo de induccion vy control del proceso es
ascaso Yy 2N AU nayoria empirico. El «cambio de
concentracidn de  los reguladores del crecimiento =n el
medio de cultivo es el factor que mas se reconoce como
iniciador de la division celular, sin embargo se carece
de conocimientos acerca de su concentracidn endogena en
los tejidos. Tampoco se entiende el mecanismo pot 2l cual
se producen las alteraciones metabolicas que conducen a
la ambriogeéenesis o a la organogénesis (Sanchez, 1983).

El objetivo del presente estudio es determinawr
los efectos que sobre diferentes tipos de suplante,
tomados de plantulas de Eucalvptus cinerea, ejercen el
dcido a—naftalenacetico (ANA) v la A-furfurilaminopurina
(), presentez en el medio de cultivo, particularmente en
lo que se retiere a la formacidn v crecimiento de losg
callos v 2l orecimnientn v desarrollo de los Apices
aislados.

{I. ANTECEDENTES.

1. Reguladores del crecimiento vegetal.




1.1 Generalidades

Se oonocs como  reguladores del crecimiento
vegetal (RCY) 5 los compuestos organicos distintos de los
nutrientes gue =0 pequeras cantidades 2sztimulan, inhiben
o modifican cualquier proceso fisiologico en las plantas
(Rarba, 198720, £l -Pﬂﬂfmlerfn de las plantaz es  un
procesn dinimioo, v rigurosamente controlado, en
2] cual los raquladores de crecimiento vegetal Jjuegan un
papael preponderante tanto en 21 organismo complato como
eEn los niveles de rejido v celula  (Mareing vy
Phillipaw 1RTI . conocido que la mavor parte de las
-5 cxe de las plantas s todos  los
por influencis de los RCY, =2stas
z 3 ; " 15 a4 concentraciones ady pequenas v
S Broen sus st ankto on el lugar de sintesis como @0
ot v planta (Didwell 127 ”‘q presentan un
inomy amplio e conoceEn
craszimiento Somot aibeErelinas
inhibado .zirﬁ: ]
I=2 han achividades

sidoras ‘Hidwsll, 19
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L2 Aninas.

El ac dn indol-Z~aceéetico (AIA) =5 la auxina
natural mas frecuesnte en las plantas zuperiores, e
gintetiza a partir del aminoacido triptofano. Ofras

aurinas naturales zan 21 indolacetaldehido, =1 Acida
indolpirdgvico (AIPY. =21 indolacetonitrilo (IANY v el
indoletancl, zdemss existen compusstos szintébicos  gue

presentan actividad sawxinica (Fig. 1) (Rojas vy Rovalo,

1985). la auxina =zs  sintetiza en 2l neristemo  apical

maulinar. —emaz spices de crecimiento de las hoias, de

2stas regiones meristemiticas es  transportada en  forma
L

bhasipeta (Barl a polaridad del transporte se

mantiens ain 51 &l talleo &= cortado v colocado de manera
invertida (Bidweal, 1979). Lazs velocidades a las que son

conducidas las  auxinas zon lo suficiesntementes altas como
para que =21 principal proceso de desplazamiento sea la
diFuEibnu ﬁdem4~“ las auxinas se pueden mover en contra

da un o« JLGH @ de concentraciones, fFor lo gue  se  ha
pﬂn%ado sUE 2R 50 transporte interviene SNergia

metabdlicz. £l movimiento de las auxinas e2n la planta
acurre de T onaneraz: wna dependes de la znergia metabolic
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El fransporte basipeto de la awina es un hecho
sumamante conocido,  Hrae como  consscusncia la formacion
e un  gradiente de concentraciones desde =1 Apice del
tallo hasta la rajtz. Sus actividades incluyen ftanto la
satimtlacidn como  la inhabiciin del orecimientn v la
misma  celula g wmaebhructura puede  exhibir  respusstas
diversas dependisencdo de ou concentracidn. Evenitos Jus Van
desde lag reaccliones enzimaticas  individuales hasta la
divigion celular » formacion de drganos, son estimulados
ooinhibidos por la auxina, sola o en conjuncian con
otros RCV. &Asi, sus =2fectos son diversos (Tabla 1), 1o
1uP constituve  un problema  de importancia relevante en

sinlogia vegetal, esto es, Jde gué nanera dna mplécula

pequeﬁa v orelativamente simple tiene tantos efectos
diferentes v chomo e copordinan todos 211los para conducire

a2 un crecimiento v desarrollo ordenados® (Bidwell. 197%).
Fara tratar e cesponder a la cuestion anterior
muchos investigadores  =a han dirigido hacia la busqueda
Jdipoun edectn dm coriteral danico. 21 lugae mas Ldgico para
2l nivel genetico: =21 reprimire,
5 0 modificar los Jdiversos
Frogramas el “f e \rrﬁllo contenidons on el genoma de La
celula, =i obtras palabras en el metabolismo de los acidos
nicleicos Wareing v Fhillips, 9773 Bidwell, 1979).

En srecto, desde 753, ako en gque Skoog v sus
col. abservaron gque el crecimiento, inducido por auxinas,
de los fFejidos en cultivo in vitro estaba asociado con oun
aumento en  la szintesis de ARM v ADN, muchaos trabajos se
han realizado para sstudiar la intluencia de las auxinas
2n el metabolismo de los Acidos nucleicos  (Bidwell,
1972 En  los estudios de cultivo de ftejidos gue se
realizaron posteriormente <2 comprobd gue efectivamente
en los  ftejidos  Lratados con auxinas se estimula la
zintesis de ADM, @RM v las profeinas necesarias para la
ocroliferacion caiulaoe. S intluencia 2n la
diferenciacidn, la ouwal requiere de expresion genética
giterencial, sugiers que  la "reaccion maestra" se
encusntra al nivel de  la replicacidén  y/0 transcripcion
del genoma (Everett =t al., 19278).

huscar un @bas

desrraprinie,

1.7 Citocininas.

La palabra citocinina se refiere a aquellas
sustancias quimicas gque astimnlan la division celular o
citocinesis. La, mayvoria de las caitocininas conocidas,
naturales v sintebicas. son derivados de la adenina (Fig.
2. Durante  muchos aios  =e sabla gue sustancias de este
hipo =2ran necesarisas para la divisidn celular en culbtivos
de telidos  w drganos pero hasta la década de los 807z se
logre =1 arslamientn ode  un preoducts de Jdegradacion odel
ADM amamal tagperna de arenque)  con tal  efecto.  se
Lratalba e wa wetuefuellaminopueinag o kinstina.s Un
2 jramp Lo vie citoocinina sintetica a2 la H-
pencllaminopurina, Hasta ahora se ha podido  aislar an

wedquerg namern de cilitocininas naturales como la featina




del endosperno del maiz, Zea nays, al parecer se
encuentra ampliamente distribuida en el reino vegetal
(Fig. 2Y.

Las citocininas tienen menor movilidad en  las
plantas gque las auwxinas, wiste evidencia de que se
forman en  las raices vy se transpirtan a hojas y tallo
(Bidwell, 1979}, la sintesis natural no se conoce paro
quimicamente basta sustituir con ciertos grupos el N de
la adenina para canferirle actividad citocininica (Rojas
v Rovalo, 1985). Ademas de estimular la division celular
median un amplio rango de regpuestas (Tabla 2.

£l tgual que las aurinas, un aspecto muy
relevante de  su estudio han side las  investigaciones
@ncaminadas = esclarecsr su mecaniszmo de  accilon en el

nivel genetico. Hasta =1 momento no es conocida dal todo
bien su  actividad fundamental, =e plensa que ze adhiere
a2l ARNg v cuands dsto sucede  en determinados  sitios,
REOVOCA @81 Funclonamisnto de crertos codones conbtrolanao

e asta maraes la Faintesis  de  alauwnas  proveinas.
GELelsnn. #2200 ha propuesto sue stecha la sintesis de &N
iBkoog v Armsteong, 1F705 . La solucion al problema el
macanismo G 2osion e las crtocininas debs considErar su
sresencla en sl ARNe sl como wl hecho  de que se  ha

demostrado que facilitan e incrementan la sintesis de RN
y de las proteinas (Wareing v Fhillips, 19733 Bidwell,
1979 .

i)

2. Cultivo de tejidos vegetales.
2.1 Concepto.

El cuitivo de tejidos vegetales (CTV) es un
término empleado para referirse a todos los tipos de
cultivos asépticos posibles en las plantas, asi tenemos
que sobre wun medio nutritivo apropiado vy en condiciones
asépticas podemos cultivar plantulas (cultivo de
plantulas); organos aislados como Apices de raiz, tallo,
primordios foliares, yemas florales inmaduras o frutos
inmaduros (cultivo de édrganos); embriones maduros e
inmaduros (cultivo de embriones); segmentos de organos de
talla vy hoja v de los tejidos derivados de su
proliferacion (cultivo de tejidos o cultivo de callos);

de ceéelulas aisladas 0o pegquefios agregados celulares
creciendo =n medio liquido (cultivo de células en

suspensiony v e astructuras haploides (cultivo de
anteras v polen) iStreet, 1977). ©Dtra modalidad del
cultive de tejidos vegetales 2g @l cultivo de
protoplastos, asto was, la obtencidon v mantenimiento en
cultivo de células vegetales desprovistas de su pared
celular (Evans v Cocking, 19773 EBarba, 1987b).

El CTV ha =1do enpleada  <on  éxito @n  las
investigaciones de fisiologia vegetal (Street, 1977,
biogquimica, genética v s las investigaciones zobre los
procesos de  diferenciacion celular v tisular (Sanche:z,



1985) . .o anterior se debe a que &1 CTV hace posible
disponer Jde sistemas experimentales reproducibles vy
cuantificables, lo gue simplifica la experimentacidn en
biologia wegetal.

En un sentido mas practico el CTV tiene diversas
aplicaciones: preservacion de germoplasma; propagacion
masiva y clonal de especies de alto valor scondmico, de
lenta o deficiente propagacidn en condiciones naturales o
en peligro de  extinciony produccion de metabolitos
secundarios; abtencidn Jde plantas  libres de patogenos y
el mejoraniento genético (Robert, 19833 Robert v Loyola,
198%35) .

El primer fuerte impulso gue tuvo el cultivo de
tejidos se did en 1902 cuando o1 fisidloao aleman G,
Haberlanat +ormuld especificamente =21 concepto de cultivo

de  btejidos  +  emalizd los  primeros euperimcentos  con
gultivos de tejidos de plantas, a  su vez., introduce =21
concepto de totipotencialidad celular, RSTD @, Jgue las
alulas s Taltivg =on capaces de 2raptiular las
secuencias del Jdesareollo vegetal ’dhll~, LT SN

‘ Entrs  los primerns  aspecios metudlados =@

s favoracen

apncuentiran Los eregueeimientos nuhrioiona
al oorecuniento e owlbiveo de las células veqetales. Sacks
¥y Enops en 13451 (citados por White. (7430, aobservaron gue
las plantas  reguieren de sustancias 1norganicas para su
nutricidon, @=1llns  elaboraron una solucion nutritiva cuya
formulacion sigue siendo empleada  hasta nuestros dias
(Navarmro v Yara, 1987). Investigaciones posteriores
incluveron sustancias organicas  como vitaminas del
compleijo B v AlA, descubierto en 1937 por Went v Thiman
(citado por Navarro vy Vepa, 1987), siendo White en
Estados Unidos v Mobeécourt v Gautheret en Francia los
ptrimeros en reportar  un crecimientn  inde+inido de
callosidades de raiz (White, 1943; Navarreo y Vera,1987).

El descubrimiento de la S—Fturfurilaminopurina
(kinetina) =2 realizo 2n 1956 por Miller, 3Skoog, Okamura,
Saltza v Strong (Street, 1977). Anteriormente para
obtener actividad «citocininica se empleaban suplementos
organicos de composicidon compleja como el agua de coco
(actualmente =ze sigus usando aungue su emplen no  se
recomienda por  sSW variada composicion quimica  segqan el
estado fisioldgico e la planta de 1la cual proviene el
zoco), los pprimeros en emplearla fueron Obetveek, Caonklin
vy Blakesles  para =1 cultivo de embriones e LDatura
(White, 194735,

En %57 DSkoog v Miller postulan que 21 mecanismo
regulador basico  de los eventos organogéenicos en STV =s
el balance adaxina-caibtocinina, de tal manera que  la
formacidn de caiceEs ocurere  con o oun decremento en la
concentracion de  citocinina mientras  gue sy aumento en
L
3

relacidn a4 ia  awina  induce  la  formaclion de brotes
(Mavarro v Yera, 1987, Las investigaciones subsecuentes
petrmitisron tener  wun mayor  conocimiento acerca de  los



factores que controlan el crecimiento y desarrollo de las
celulas vegetales (Steward, 19&3).

Fstos  trabajos fuaron  algunos de los que
permitieron ilustrar las condiciones para el crecimiento
ilimitado de  las celulas vegetales a particv de tejidos
ditferenciados en el cual ocuwrre el process conocido como
desditarenciacidn que conduce a la constitucidn de una
masa de células indiferenciadas (callo). También ilustran
sobre algunos  de  los  mecanismos  involucrados en los

procesns de diferenciacion celular y formacion de
drganos,  asimisno apoyan fuertemente La idea de
Haberlandt acerca de  la totipotencialidad celular.

Finmalmente muastran las posibilidades que brinda el
emplen de las téonicas de cultivo de tejidos vegetales
como sistema  experimenital para el sstudio de la biologia
vagetal.

2.2 Cultiva de tejidos en especies del genero
Eucalyptus.

El genero Eucalyptus es un grupo en el que se
realizan esfuerzos considerables en muchas partes del
mundo para desarrollar técnicas de cultiveo in vitro gque
faciliten una propagacion clonal eficiente y procuren
sistemas que permitan el mejoramiento genético. Aunque en
la mayoria de los reportes se tiene como principal
objetivo la wmicropropagacion, tales trabajos  aportan
intformacidn fisidlogica. .

Bachelard v Stowe (1963), en Australia realizan
estudios con el fin de determinar los requerimientos para

el crecimiento in vitro de apices radiculares de Acer

rubprum v E- camaldulensis. En E. camaldulensis
encontraron que wun estracto de levadura (0,014 es un

inhibidor del crecimiento, el ANA (50 yg/l) no ejerce.

ningin efecto sobre el crecimiento mientras que &1 agua
de coco (144 lo estimula. El efecto del agua de coco se
vid disminuwido al ser combinada en el medio de cultivo
con los otros 2 conmponentes. Apoyan la idea de que el
agua de coco induce el crecimiento por la intewaccibg de
sustancias presentes @n s composicidn, las cuales

incluyen aminoacidos libres, wuna fraccidn  inactival

"neutral” y wuna fraccion activa que contiene sustancias
praomotoras del crecimiento. '
Aneja Vv Atal (19469, en  India realizaron

investigaciones con el +in de propagar clonalmente a

individuos de E. ©
aceites esenciales. La propagacion a partir de estacas no
tuvo éxito, por lo que optaron por la técnica de cultivo
de tejidos. Cultivaron Lejidos del tallo principel, de
lignotubérculos (lignotubers en la bibliograftia) vy del
apice de la raiz de semillas germinadas in vitreo. BEn los
cultivos de tallo vy apice de raiz se formd una masa de
callo v  solamente en @)l de raiz observaron la formacion
de ralces. A partir de los ocultivos de lignotubérculos
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obtuvieron tambien wun callo, del cual se originaron
brotes aéreos verdes de los que algunos formaron raiz.
Finalmente, esstablecen dque en un medio con la misma
composicion la habilidad para la formacion de plantulas
2s inherentes al tejido del cual proviene =1 callo v que
la habilidad de los lignotubérculos de E. citriodara
para la formacidon de plantulas 1n witro ofrece  un
potencial =xplotable en 21 cultivo de clones de alta
productividad.

Faton et al. (1970, &n Australia determinan la
evisztencia de wn inhibidor del enralzamiento de sstacas
presente en  las plantas adultas de . arandig. Sugieren

que =2l dasarrollo ontogenético de E. 4grandiz involucra

una azociacien directa v gradual sntre la disminucion an

la capacidad del enraizamients de  las un
incremento en los nivels: del inhibidor. Ellog postulan
e Loz sobres resultadoz obtenidos hasta el nomsnio en
al srratzamientn e eztsaocas de Zucalwptus ze debe 2 Lz
prasancia del  irnhibidor o gue ampletas Anhiboion
aCuree s cuando boman ez=tacas ror ﬁrPlDa el nudo numero
L4 2n £, grapdis.

de Fossard =t oal. 1973, en Australia obtiensn
callos de K. bancroftii & partiec del cultive de t=iidos
de  *tallo 1V lignotubérculos, =xperimentan con 175

combinaciones de auxina/citocinina v con ninguna de =llas
logran la rediferenciacién de las celulas del callo.
Realizan cultivos mezclados de callos de tabaco oon
callos de E. bapncroftii, £. grandis, E. nichelli, E.
melliodora v E. laevopinea con el +Fin de gue la
rediferenciacidn 2n tabaco dirigiera la formacidn de
brotes #n  Eucalvptus, con el resultado de que =n ninguno
de leos casos s2  obtuvo lo esperado. Por otroe  lado,
realizaron 21 cultivo de e2xplantes nodales provenisntes
de plantulas de E. grandis obtenidas in  witro, para
disminuir la contaminacison  microbiana  tan frecuente
cuando =e utilizan explantes de individuos que han
crecido 2n el campo vy para  axtrapolar  los  resultados
obtenidoz =n plantulas & los arboles adultos. Mediante el
sultivo de i4rganos nodales tomados de plantas de 7 meses
de edad inducen =! enraizamiento y la formacien de
plantulas =n un medio de cultivo con AIB S ¥ 10-*= M.
Finalmenft= concluyen due los callos de lignotubérculo
SN PPDbablmmenFe Ins ktejidos mas promisorios para la
red1+u|emc1aL1un, za debe continuar la investigacion con
material doven v con la exposiclon secuencial del Lmjido
3 ditersntes medics de cultivo. Zon respecto al Julitivo
de explﬂnte: nodales de E. grandiz sefalan gque L= han
tenido

sy ances oconsiderables a partir de  los trabajos
hechos con plantulas, de  szta mansra ze determinaron =1
medio v las condiciones de wncubacion adecusdos pars wsts
GEFHELE] los perimentas reslizados por =

wlores mu2stran gue la  slcropropagacisn
»uedﬁ ger posibls con =21 cultivo de
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nodales de plantas con wmas de 1S nudos. E. grandis no
tiene lignotubérculos.

Cresswell v Nitsch (1975), en Francia logran la
formacion de plAantulas a partir del cultivo de explantes
nodales de E. grandis, utilizaron como explante nudos por
arriba del numero 14 el cual habia sido establecido como

limite para 21 =nraizamiento. En la tecnica que
desarrollan, los explantes son sumergidos =2n agua

destilada estéril durante 2 horas, al extraerlos el agua
habia adguirido una coloracion amarillenta v el pH se
modifico de S5.& a 6.1, las  autoras suponen gque en esa
agua @ aencontraba el inhibidor v por tal razen lograron
la micropropagacidn  partiendo de tejidos adultos, aungue
no realizaron ninguna prueba que apowve su hipotesis.
Lakshmi Sita (1279}, en India pudo realizar la
micropropagacion  de E. citriodors por medio de la
regeneraclon de brotes en callos de cotiledon v o=u
posterior s2nralzamiento. En callos  obtenidos del brote
apical v o e hoagas de planias de 1 akro de edad no obsareea
la  Formecion de brotes 2 raiz. Determind que =1
crecimients del  callo estid  influenciado por =21 bipo v
concentracion e raguladdores del crecimiento 2n el medio
de cultivo oy por obro lado, los brotes diferenciados an
el calln cotiledonar fno provinisron de un meristemo
preeristente. LLa diferenciacion se llevo a cabo en el
medio de cultivo suplementado won  AIA (0.2 mg/l) Y
reatina (1.0 mg/l) v el enraizamiento con AIA o AIR (1.0

mg/l). Este es5 el primer reporte sobre diferenciacidn de
brotes de E. citriodora £2n cultivos de callaos

cotiledonares,

Bennett v McComb (198%Z), en Australia describen
una técnica de micropropagacion para la produccidn e
lineas clonales de E. marginata a partir de tejidos de
plantula., la cuwal esstad basada en la formacidn de brotes
en callos de cotiledon con AIA (6.3 M), los brotes no se
formaron en  callos de peciolo. La  informacidon sobre =1
medio de «cultivo y las condiciones adecuadas para  la
diferenciacion se brotes  la aplicaron a =xplantes
provenientes de Aarboles maduros, de estambres obtuvieron
callos v de 21llos nuevos brotes. Un problema frecuente
cuando se  amplean tejidos  maduros sg el alto porcentaje
de contaminacion =1 cual fué abatido con el empleo de
explantes de2, +ilamento de estambre. Los brotes obtenidos
Fueron llevados a un medio de enraizamiento, con wna

sobrevivencia minima de 0%, El porcentaje de
enralzamiento de  los brotes de tejidos maduros fué bajo
caomparado con 21 de los provenlentes de sxplantes de
plantula. Desarrollaron una  hécnica basada 2n la

aplicac1on de  log resultados registrados en explantes de
plantula 2 ewplantes Ltomados de plantas maduras, 6sto =25
de gran bnportancla porgue 2L uso de sxplantes de arboles
maduras pusds tenee un alto potencial 2n la clonacion de
individuos sobresalisntes, ademds ez 21 primer reporte de
regensracion e brotes en callos de uan tediido +laral.
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Oka et al. (1982) en Canadd, con segmenios de
hipocotilo de E. aglobulus como explante obtienen la
formacion de brotes y raiz, con formacion o no de callo.
El desarrollo de los brotes fue mejor al transferirlos a
un medio sin fitorteguladores. Hacen un axamen
histolégico durante la formacidn del brote lo que reveld
que la iniciacidn del proceso empieza con la division de
las células epidernicas v subepideéermicas, lo cual conduce
a la formacion de ftejidos meristemoides, algunos de los
cuales se desarrollaron 2n un brote foliar.

Diallo v Duhoux (1984, en Senegal cultivando
mrplantes de plantulas de E. camaldulensis en un medio
zsuplementado con ANA v BAF  obtienen la  formacidn  de
brotes por organogenesisz. 5Se  logro la multiplicacidn
desputs el aislamiento cultivoe de los brotes
originados sobre cotiledon., For otro lado, los callos
raegeneraron brotes =in una LTransterencia previa  a obro
madio. La  tecnica descrita por los  avtores  puede zer
ntilizada 2n =1 wmeioramiento v Clonacien de plantas
e lecclonadas.

Damiano =t al. (19848, @i Italia realizaron
microinjertos Jde R, ogqunnil colocando apices de @ oa Ioom
sobre plantulas  de 25

200008 @9 dias a las cuales = les
practics una pequenra incision. &1 injerto crecid sobre )
mismo medio,

Curier et al. (198&6), en [talia obtiemen in vikro
1? clones de E. stuwartiana v 18 de E. gunnii, con =1 fin
de probar sus  velocidades de multipicacisn. lLos
resultados moztraron gue las velncidades difieren tanto
entre las dos aspecises  como dentro de @llas. Despuss de
agregar FNOz &l medio basal v con 2 subculbtivos registran
diferencias snbtre  los clones, otro factor que influvd en
tales diferencras fud la moditicaciéon en la concentracion
de sacarosa (0.0 - 40.0 g/1l)y. PFPara ambaz espsciss 21

=]

porcentaie de @nraizamiento estuvo entre L0 v 40, 0%,
Indican aue los  resultados s Jdeben a upa  alta
hetarocigosis dentro de las sspecies.

McComb Wroth (19284, en Australia logran

-

propagar vegetativamente E. resinifersa por 2 caminos, =21
primero fué &l enraizamiento de gstacas bhajo condiciones
de invernadetro. la poda fué realizada entre septiembre v
prnero, =21 maximo de enralzamiento ocurrid =20 Ios nsses de
febraro v  agosto, la mavor longitud de raiz se encontrd
an febrero. . La habilidad mostrada por las sstacas de E.
resinifera para @l enraizamiento disminuvd  casi hasta
cero despu diz 12 me . de hecha la poda; =l =zsgundo fue
la OEagacion con explantes de plantula. 1o cual no
fud pogible  con los  explanftes de slantas maduras. Las
vle F no peoducsn ealz hajo condicionas
F MLEPOPEOPAT0 G g el

BRETALAS X
fe LVE P TACE

BEaral zamniento

Ta e il Vi COAGL 68 e sstacas asE fre
constibuyenoao una Forma de  propagacion vegetativa,

abrn lado A propac

tor Lo winrn =olo o@s Logeada oon




tejidos juvenilea. . : a en cambio es propagada in .
vitrg a partir de e p1dnte% tl2 Aarboles maduros. Este- .. - 00
trabajo muestra 2 obhenicas para la clanacidon  de’ SRR
individuns sobresaliante L ’ o ‘
‘ ' Muralidharan vy Mascarenhas = (1987), 'en India - . .
teportan la generacion de plantulas por la formacidn de ., e
brotes adventicios en callos de explantes de hoja tomados : ) vl
de cultivos de v 2 individuos seleccionados de E.' oo, -
camaldulensis. Ln‘ 3 o se Formaron en la oscuridad -0 L0
- sobre un con hidrolizado de cassina (1.0 g/l)y, ANA .7
(3.0 mg/l), h (0.1 mg/l) y sacaroga (5.04), la formacion ol
.de los brotes ocurrio  al llevar los callos a la .luz.y a -+ - ﬁpﬂ
un medio  con agua  de coco  (10.07%), BA (0.5 mg/l) ¥y L
sacarosa (2.0%). Dbservaron . en © E. citriodora’ R
enbriogénesis somadtica en cultivos de émbriones cigbticos T
ccuando se  les mantuvo  en la  oscuridad sobre . un  medio ‘ _ N
suplementado con  ANA (X0 mg/l) vy sacarosa (5.074). an 1o L
_referente a organogeénesis, los  autores proponeén una - Y W
técnica que pearmni ke evitar el problema  de la 3; /°”| 
contaminacion cuandn se toman explantes de hoja y peciolo " .
directamente del arbol donador, ademas de la presencia de” R
enudados que  provocan la muerte del tejido., Este trabajo .
es importante ya gue contribuve a la micropropaqqcibn de ',‘y:;'wﬁ
individuos sobresalient Apoyan  la  idea ‘de’ que ‘la - gt
fhcnica mas  adecuada pars ' B

a en cambio es prupnqada in ., i

el

HTIN

a o la embriogénesis somdtica: en -
las anglospermas ledosas debe estar basada en el cultivo R
de tejidos juveniles, tales coma los ambriones Fiqmticms..'p P
El repaorte es una de b & : paré la utilizacidn de las @
tecnicas de . cultivo de tejidos vegetales =n la 3w19_“1bn'_; K
dé vmﬁ‘an+e"'humaannawa & nivel‘cmlular en es PPClP“ del. .

Ruvgov (1987, en Estados Unidos 1Dgra--1a
micropropagacion  de E. gideroxylon” a través de la

promocion y proliferacion de brotes axilares en gxplantes i E
padales de .individuos maduros ‘bajo la influencia de' BAF: RIS
2,0.= 4.0 M)y ANA (0.5 = 1.0 MY. El ALR demostroe sér. 07U (e
mas efectivo que el AMNA para estimular la formacion de ot 30

ralces adventicias en los brotes a una concentracion de, ' .
1.0 e = : . L SRR R T O
: Ehuspe el al.  1987), en  India ﬁﬁtudiof'la ~ﬂ”jﬂ
produccian de biomasa de pJnnLas de E. tereticornis v E. -, . .
Eorelli ok i ¢ o oultivo de Jidos, las comparan:'V.\:.g;ﬁ
con aron en plantas obtenidas por la’ ;‘fq']f

germinacion craciniento de las plantas se” , 0
real izl bajo de poblacion, Los cultivos de Co
BT

tedidos

Partie cle individuos 0
selecoionade - " c

[3 i mmae 10 veces.

A : v,
mayor que @l promscdio. 5 e ha mw’m1do C P
iniciadas las  planlaoi produccion de biomasa -fud . L\

" N (]

el cultivo doe tejidos: L
lensicdad de pablacion (005 g W
ca mayor peoduceion de biomasa - 0 . o

mayor @ .
y oen las parcelas
planta/n™) . La o

de  los  individaos onados e expresada en o la L
descendencia  formada  por las plantas  provenientes delr T
: . ] ot [l
'v
| i
P
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cultivo de tejidos, evidencia que apoya fuertemente la
posibilidad de wtilizar las btécnicas de cultivo de
tejidos vegetales parea la  propagacion clonal de  los
majores 1ndividuos.
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Figura 1. Estructura de AIA y de 2 auxinas sintéticas
(Rojas y Royvalo, 1985). A: Acido indolacetico (AIAY; BR:
Acido 2y4-diclorofenoxiacético (2,4-D); C: Acido
x—naftalenacetico (ANAY.
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Tabla 1. Resumen de los efectos de las auxinas (Ridwell,
1979) .

Formacidn de organos (interactla con citocininas)
Organizacitn de tejidos (interactha con citocininas)
Divigién celular (interactia con citocininas)
Alargamiento zelular

Relajacidn de la pared celular

w

intesis de ARN v groteinas
Froduccidn de stilene

Efectos enzimaticos

Respuestas tropicas v nasticas
Dominancia apical

Fravencion de la abscision

\ ' N

Y

NH

Figura 2. &denina <{Barba, 1987a).
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Tabla 2.  Resumen de los efectos de las citocininas
(Bidwell, 1979).

Formacidn de organos (interactia con auxinas)
Divigidn celular

Alargamiento celular

Contrarresta =1 letargo

Liberacion de la dominancia apical

Frevencion de la senescencia

Movilizacion de los nutrientes

FRegulacion de los polirribozomas

OH OH
N
_ H /
o N
oHCH, | < I | ,
N \\W A J— N
(r) <g;; I CH 6}
y y A J\IH-CHZ_CH_, é 3
VY | CH,0H
/CH ':

A R VAN
| <N_——‘_ w N N . _

7\

M%CH—

Figura . Citocininas naturales vy sintéticas (Rojas vy
Rovalo, 1985). A Isopentenil adenina (patural); B
leatina (natural); ©C: &~Ffurfurilaminopurina (sintétical;
D: Benciladenina fﬁlniéflcd)



ITI. MATERIALES Y METODOS.

1. Especie estudiada.
Fosicidn taxonomica (Lawrence, 19513 Bold, 1957):

Reino: Flantae

Divisidn: Antophyta

Subdivisién: Angiospermae

Clase: Dicotyledonae

Subclase: Cotyloideae

Superorden: Apopetalae

Orden: Myrtales

Subordan: Myrtineae

Familiaz Myrtaceae

Subfamilia: Leptospermoideas
Genero: Eucalvptus

Especie: E. cinerea F. v. Muell.
E. cginerea =35 un Arbol pequeRo, de corteza

fibroza y pereistente. en la parte exterior presenta una
zoloracidn parduzca v canela en la parte interna. Las
hojas son aovadas, subcordadas en la base, sésiles,
opuestas, de 4 a 8 cm de largo, estan cubiertas por una
pruina plateada. Las nervaduras son muy notorias en la
parte del haz, las secundarias divergen en &ngulo de 45°
o menor con respecto a la central; las terciarias estan
anastomosadas. Las flores son subsésiles o brevemente
pediceladas v estan dispuestas en umbelas axilares con 3
flares cada inflorescencia, sostenida por un pedidnculo a
veces muy suavemente comprimido. El1 diametro de los
brotes florales es de 5 a 4 mm, con opérculo conica, algeo
convero vy apiculado con el tubo del receptaculo obcénico
tan largo como el opéerculo; las anteras son ovoides con
las tecas paralelas v una glandula en el tercio superior;
todos los estambres son fartiles y se hallan doblados en
el boton floral. lLos frutos, turbinados, miden unos 8 mm
de diadmetro, con el reborde ancho sepatrado del tubo del
receptaculo por un pequefo canaliculoy; tienen < a 4
valvas triangulares, apenas exertas; las semillas son
oscuras y tugosas (Bentham, 18645 Mangieri y Dimitri,
1871)

Es una especie atin a E. pulverulenta Sims, por
otra parte es bastante cercano a E. cephalocarpa Blackely
(sin. E. cinerea var. multiflora Maiden). E. cinerea es
aoriginario de la regidn montadosa de Nueva Gales del Sur
v de WYictoria, en Australia, desde los 33 a los I7= de
latitud Sur, asociado con E. dives entre los 150 v 1100
MeS.N.m. Es wuno de 1os eucaliptos gue crecen mejor aun
cuando se cultiva en  condiciones poco favorables, =n
Argentina ha sido introducido para plantarse en parques v
jardines v as cultivado con fines comerciales para la
venta de sus ramas en  floreria  (Mangieri v Dimiteri,
192713 en Meéxico se le cultiva con el mismo fin en 21
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Municipio de Villa Guerrero, Edo. de México y se le da el
nombre de “dolar", la propagacién se realiza por medio de
semillas por lo que la variabilidad genética dentro de
las plantaciones es muy grande (Carmona, A., com. per.).

2. Material biolégico

Se uwutilize como fuente de explante plantulas de
E. cinerea de 10 dias de edad obtenidas a través de la
germinacion de semillas in vitro. Tales semillas fyeron
colectadas durante =1 mes de abril de 1987 en el
Municipio de Villa Guerrero, Edo. de Meéxico.

2. Medino nutritivo.

Se enpled el medio nutritivo de Muarashige v Skoog
(1962), cont T.0% de  sacarosa, ©.8% de agar y modificado
2r zuw Ccomposicion de requladores del crecimiento vegetal,
2l pH fue ajustado a 3.3 £ 0,005 zon NaOH 1.0 N » HOL 1.0
He todaz  las sustancias fueron grado reactive (Tabla ).
Los recipientes  de cultive  fusron frascos "gerber” cada
uno con 20 el de wmedio de cultivo, se  cCerraran con
Laponzs de matarial plastico pata =er por  tlhimo
asterilizados en  autoclave a una presion de 1.0 kg/cm™= ¥
121=C durante 13 a 20 minutos.

4, Siembra del material en los Ffrascos de
cultivo.

4.1 Semillas.
Las semillas fueron desinfestadas mediante el
e

siguient procedimiento: se sumergieron an alcohol
etilico al Q0% durante 10-15 segundos, posteriormente s2

lavaron 2g9itando continuamente en cloro comercial
(cloralex) al 1.0% durante 10 minutos, para eliminar 21
cloro se lavaron 7 veces en agua destilada esterilizada.
Luego s=2 colocaron sobre la superficie del medio de
cultivo sin RCV. Todo lo anterior se hizo en una camara
de +flujo laminar de aire. Los frascos de cultivo
conteniendn a las semillas fueron llevados a una camara
de incubacidn y mantenidas bajo un fotopericdo de 12
horas de luz con una intensidad luminosa de 400 pies

Lan] — o
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candela v a.una temperatura de 25 + % =C.

4.2 Diseccion vy obtencidn de explantes.

Una vez germinadas las szemillas v a la =adad de 10
diaz ze procedid a la diseccidn de las plantulas (Fig.
), ¥ a la =iembra de los explantes en el medio de

cultivo dentro de la  campana de  flujo laminar. Lada
plantulsa +ué  edtraida del frasco v sumergida en  una
zolucion  Je cloro comercial (cloraley  al 00840 v

anseguida  lavada 2n agua destilada esterilizada. La
dizeccian fue  sobre papel f{filtro esterilizado, de esta
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manera se obtuvieron los 4pices, segmentos de raiz,
hipocdtilo v cotileddn, con un peso fresco promedio de
1.1, 9.3, 2.8 y 4.2 mg respectivamente, estos explantes
se colocaron horizontalmente sobre la superficie del
medio de «cultivo. Una vez inoculados los frascos se
llevaron a la camara de incubacidn. Fueron incubados bajo

las mismas condiciones de fotoperiodo, intensidad
luminosa y temperatura que las semillas. Los instrumentos
de diseccidn (pinzas vy bisturies) se mantuvieron

sumergidos en =lcohol etilico al S04 y fueron flameadas
en el mechern antes de cada manipulacidn, asimismo para

disminuir el rriesgo de contaminacion microbiana se
recurrid  al uso de cofia, cubreboca vy guantes de
cirujano, tanto para la siembra de semillas como para la
diseccion de las plantulas v siembra de los diferentes
axplantes. For otro lado =e mantuvieron en  incubacibdn
algunos culbivos de plantulas obtenidas por la

germinaciaon de semillas in vitro.

5. Fitorreguladores.

El sstudio de 1los efectos de las zaudinas v
citocininas an 2l cultivo in wvitro de los explantes de
plantulas de E. zineres se realizd mediante el empleoc de
la auxina dcido x—-naftalenacético (ANA) y la citocinina
G—-furfurilaminopurina (kinetina, Y. Los diferentes
tratamientos de RCV se aplicaron en svperimentos donde la
concentracidn de K se mantuvo constante vy el ANA se
administrd en concentraciones variables, asi se tuvieron
las combinaciones de aunina/citocinina que se muestran en
la tabla 4. Todos los tratamientos ze aplicaron por igual
a los explantes esztudiados, teniéndose un minimo de 4
repeticiones por tratamiento y por explante. Se revisd a
las 2 =zemanas para aobservar contaminacidn microbiana y a
las B8 semanas para la evaluacion de los cultivos.

b, Evaluacidn de los zultivos.

Fara avaluar la induccidn de callo
(desdi ferenciacion) se considerd el porcentaje de
explantes de railz, hipocotilo, cotileddn y apice gque lo
desarrollaron en relacion al nuamero total de explantes
sembrado en cada uno de los tratamientos, corroborando su
significancii con el empleo de la prueba sstadistica x=,
cuyo modelo es (Daniel, 1982; Mendenhall et al., 198&):

donde:
s=frecuencia observada en 21 i-eésimo tratamiento
Ei=frecusncia esperada =n el i-ésimo tratamiento
E=numero de tratamientos



Las hipottesis de la prueba fueron:

Ho: Las respuestas observadas se deben dnicamente
al azar

Ha: Las respuestas observadas se deben al efecto
de tratamiento

El criterio para emplear %= fueé que la respuesta
"porcentaje de induccion de callo" se comporta como una
variable discreta ya que =2n cada tratamiento existieron
sdlo 2 posibilidades, formacidn o no de callo, por lo
tanto =1 parametro conciderado =n la realizacidn de la
prueba fue la proporcidn muestral.

La proliferacidn de los explantes se avalud
midiendn su  peso fresco v s=eco en todos los tratamientos
# las 8 semanas de cultivo, Con =21 fin de determinar la
zigniticanciz entre los diferentes stectos de tratamisnto
21 las regpuestas  nedidas se aplice la técnica
estadistica Jd=21  apalizis de varianza para un diseso
completamente aleatorizado  (Danilel, 19823 Mendenhall =%
al., 19865 Yers, 1987):

YagTHHT gty

donde:
Yy g=i—8sima observacion en el j-tsimo tratamiento
p=media del grupo
Ti=i-esimo tratamiento
2eg=2rror 2n la i-ésima oabservacidn del j—esimo
tratamiento

Se considerd la siguiente prueba de hipdtesis:
Ha: LoOs tratamientos tienen el mismo efecto

Ha: Existen al menos dos tratamientos con efectos
diferentes

En las casos en que el analisis de varian:za
mostrd la existencia de diferencias significativas entre
los efectos de/ tratamiento se tealizd una prueba de
comparaciones midltiples, la cual fue la prueba de Fisher
0 diferencia minima significativa (DMS o LSD, por sus
siglas =n inglés) (Daniel, 1982; Mendenhall =2t al., L9Bé&;
Yera, 1987,

El crecimientn vy desarrollo de los A4apices ze
avalud ademas considerando =21 aumento @n la longitud del
2je principal : =2n €]l nimero de hojas por adpice mantenido
2n culbivo. La significancia se determind igualmente con
2l analisis de varianza vy la prueba IMMS. Con fines de
comparacion del crecimiento v desarrollo del 4pice  :ze



evalug el peso fresco, peso seco, longitud del eje
principal v nimero de hojas en los cultivos de plantulas
que se mantuvieron en cultivo sin RCVY, yva que estas al
igual gue los dpices portan al meristemo apical caulinar.
lLa medicion =n las plantulas de las caracteristicas
enuneradas fué a partir del nudo cotiledonar. Se aplicd
21 mismo analisis estadistico.

Fara todas la pruebas estadisticas se uso un

nivel de significancia de a=0.035.
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Tabla I. Composicion del medio de cultivo (Murashige vy
Skoog, 1962).

MACROMUTRIEMTEE (mg/1)

MH 4,['\10‘_:; 1650, 3
FHO= 1900, 0
Callle 2H20 A4,
M8, THzD TT0.0
FHaF0OA 170.0
MazEDTA E7 3
Fatl, 7H20 27.8

MICRONUTRIENTES (mg/1)

MxBOx 6.2
MnS0a 4H20 22.32
ZnS04 TH20 8.6
k1 ©0.83
Naxi1oOa HaD 0.25
Cublas SHXO Q.025
CoClz &HH=0 0,025

CONSTITUYENTEE DRGANICOS

Glicina ) 2.0 mg/l
mio—~inositaol 100.0 mg/l
Acido nicotinico 0.9 mgrl
Firidouina—~HC1 0.5 mg/1
Tiamina-HC1 0.1 mg/l
Sacarosa 0.0 g/l (ZL00

Agar 8.0 g/l (0.8%)




Tabla 4. Combinaciones

paréntesis

de

ANA

indica la denominacion

vy K. La lestra
del tratamiento.

REGULLADORES DEL CONCEMTRACION (imng/1)
CRECIMIENMTO
ANA 0.0 0.1 1.0 2.0 Sa )
I 0.0 (WIS G, 0 (I .0
Ca) {h) () (a ) (a)
ANA 10,0 0.1 1.0 2.0 el
k. 0.1 .1 0.1 0.1 0.1
(£ (g’ (h) (1) (3)
ANA Q. 0.1 1.0 2.0 a0
k. 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
(k) (1) (m) (n) (o)
ANA 0.0 0.1 1.0 2.0 Ta
k. 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0
(p) (q) ) (s) (k)
ANA Q.0 0.1 1.0 2.0 T.0
k. 5.0 5.0 T.0 Sl 5.0
(u) (v) (w) () (y)




IV. RESULTADOS.

El callo aparecid entre las 2 a 3 semanas de
cultivo. La formacién de callo inducida por ANA y K en
los 4 explantes estudiados se encuentra registrada en las
figuras & a 8. En el caso de la raiz y del apice no se
presentd la desdiferenciacion siempre gque la auxina
estuvo ausente, lo mismo ocurrid en los tratamientos b,
cy 1y, my & g en raiz, a, f, k, % w en hipoceétilo, a, b,
¥, 9, k, 2 1 en cotileddn vy s, b, ¥, a9, k, 1, m, py g, Iy
w, % v en ipice. La formacion del callo inducida
tnicamente por K se llevd a cabo en los tratamientos p en
hipocotilo y p & uw en cotiledon. Forcentajes de 10074 se
2lcanzaron con 1o

5 tratamientos j, ny 2 % v en raiz, J,
oy ty w, ¥ ¥ vy en hipocotilo, j, mny, 0o, £, % y en
cotiledon Iy b % vy en apice. Todos los demas
tratamientos tuvieron porcentajes de respuesta variables

en los 4 meplantes.
Se obeserva que la desdiferanciacion se da como un

efecto de la presencia v concentracion de los RCV 2n el
medic de oultivo, por otro lado, afectaron de distinta
manera a los diferentes sxplantes, asi wemnos gque el

aumento en el porcentaje de formacidon de callo ocurre
junto con el incremento =2n la concentracidn de ANA en
todos los niveles de F, excepto cuando =ze cultivan
segmentos de ralz en el nivel de 2.0 mg/l de kK, asimismo,
loz diferentes explantes responden de manera distinta
ante @l estimulo quimico, se puede ver en la figuras 4 a
8 que no todos los tratamientos provocan callogénesis en
los 4 #plantes, de tal manera que el hipocotilo es el
axplante que auestra mayor sensibilidad, siguiéndolo en
orden descendente =21 cotiledon, la raiz y el apice.

lLos callos se iniciaron. =zobtre la superficie del
corte, conforme se desarrollaron tendieron a invadir todo
el explante, su consistencia fué compacta y con
coloraciones verdosas en cotiledon, amarillo-rojo en
hipocotilo y &apice y amarillo café en raiz.



E)

oy
ra

1o DE CALLD

t
'

] R )

1024

0

S0 A

-

A0

)

e

'
'a=aate e sn e " 0 e e 0w s e s s et e s

s e ntn el

SR 8C TSNS :-‘E‘-’n.-

o areate e ate

G
NN,

e

1

r'-‘

ke i

Figura 5. Efecto de

explantes de
n=4).

raiz

de

-] AMA 2.0 mg

] ANA O g,

Zo1 B 1.0 mg,l

AHA L0 mig

Al £ g

ANG v 1 en la formacidn de callo en

E.

Ccinerea

(x= g.1.=33

x=0, 053



10240

B

:E.SE :Es ’”’q’,! ['."J I"I'rg..."‘
% = ncs BN
_I_.;g = el A D g
i : ]
A - 3 "I’T A 1
2 : R ‘.
o EE :3. ANs L0 gl
o g5 : :
_Il 1 JI‘T §:§ : .‘i. AP B e
1 P

12 GE

414

A0 Bt

FP

A0

Il | |
b (g,

Figura 4. Efecto de ANA y k en la formacion de callo en
explantes de hipocotilo de E. cinerea (x=® g.l.=3;
x=0,03; n=4).



120 T

]

DO OE)

e

3% a a e e e R e e e e e

L&
i3

L
T,

i -1 B

o [

o par.

e o

oo o

£ =

B :E: ;:E.
" o) o
o Fau

l"- '-'-

e

o
1
Ul

Figura 7. Efecto de ANA v K en la formacidn de c
explantes de cotiledon de E. cinerea (k= g.l.=3;
n=4) .

A 0.0 g

‘v : CIEL L Y l'rg,-"‘l

Ay 10
A 20 ey

AN BT mes)

allo en
x=0, 055



o

50

2

20 gl

A 1.0 gl

A

W"-”-"nr’-."-“-"ﬁ-"."-"n"-"-"-"- SrEesEeIeRIase s RE IR NSy Ny -“-” O -q-t-"au Of O0OT00

TazarsrusAIRET OO

U St i S R

OO O X S OO IO NG OGOOONOS 0000
0% e Tt a e s e e Ca T e ek o a e e n sl ate T2l umarn e Tul OSSN

e R R oy

OO RO U s W OO SN0 W IO U T ) 3 )

o R oy

T T T
) ] ) L] o] =
= ) T = 5
-

Pt OO 3T MOITRRSOS

-allo en

en la formacidén de

ANA v K

fecto de

E

Figura 8.
apices de E.

cinerea



Las figuras @ a 16 muestran la influencia de ANA
y ¥ en el peso fresco y seco de los zegmentos de raiz,
hipoctdtilo, cotileddn v los 4apices aislados, la tabla S
corresponde a los resultados encontrados para el cultivo
de plantulas en ausencia de reguladores del crecimiento,
la longitud del =2je principal del tallo y =1 namero de
hojas de los cultivos de apice se epncueniran =2n las
figwras 17 v 1B. En todos laos casos s2 presentan valores
promedio.

El aumento =n biomasa (peso fresco y seco) de los
explantes ze 16  intluenciado por  la presencia v
concentacion de ANA y FE en el medio de cultivo y por la
naturaleza propia del explante, de tal manera que los
Apices son los que exhibieron una mayor biomasa =n tondos
los niveles de K probados, 2n cotiledon fué mayvor que 2n

hipocotilo excepto =n los niveles de 1.0 v 5.0 mg/1 de K
“o@en  rairz  oEe registraron los aenores. La  tendencia
Jeneral  fue 2l  awmento =n la biomasa contorme la
concentracion de SNA =s incrementd. El peso tresco v s8EC0
medido 2n las plantulas  superd 3l alcanzado por los
aplces solamenkte cuando la auwiina astuvo ausenite,

zxcepto en 1oz niveles de .l v .0 mgsl de B v con la
auxina y citocinina ambas a G.1 mg/l. :
Eventos morfogénicos como el desarrollo del tallo
v la Formacién de hojas se observaron solamente en los
cultivos de A&pice. La longitud se vid afectada por ANA vy
k, encontrandose gue unicamente en los niveles de K de
2.0y 3.0 mg/l existieron diferencias significativas, la
longitud alcanzada por =21 tallo en las plantulas, medida
a partir del nudo cotiledonar, fué mavor a la alcanzada
potr los apices, esta diferencia fué significativa. Asi,
2n todos los tratamientos se observd una disminucidn en
12 elongacidn del tallo con respecto a lo encontrado en
la plantula. La formacién de hojas es otro =vento
morfogénico llevado a cabo por los cultivos de ipice, se
encontraron diferencias significativas en el numero de
hojas formadas en las concentraciones de K de 0.0, 2.0 vy
S.0 mg/l. El numero de hojas originadas en el cultivo de
plantulas fué menor a los maximos encontrados en  los
cultivos de apice, con excepcidn del nivel 0.1 mg/l de E,
donde =21 maximo (I hojas) coincidid al registrado para
plantulas.

¢
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Tabla 5. Respuestas de un cultivo de plantulas de E.
cinerea sin reguladores del crecimiento medidas a partir
del nudo cotiledonar. Feriodo de cultivo B semanas.

Media(n=4) " D. S.
Feso fresco (mg) 10.4 1,39
Feaso seco (mg) 7.4 0.65
Longitud (cm) 1.8 10.38
No. de hojas .0 0.0




V. DISCUSION.

En el presente trabajo se estudid la influencia
de diferentes concentraciones de ANA v K en distintos
eplantes de E. cinerea: en lo que se refiere a la
formacion de callo los resultados de estos experimentos
muestran que la iniciacion del callo en raiz y Apice
depende de la presencia de la auxina, mientras que la
citocinina sola es suficiente en una concentracién de 2,0
mg/l para hipocdtilo ¥y a 2.0 y 5.0 mg/l para cotileddn,
asimismo, la mayor producciéon de callo se encuentra a las
mayores concentraciones de la auxina en todos los niveles
de la citocinina, de tal manera que parece ser que el
factor crucial en la induccion del callo es la auxina y
la citocinina Jjuega un papel complementario. En  las
figuras 4 a 8 se puede observar que porcentajes de
formacion de callo del 100% se encuentran desde 1la
concentracion de 0.1 mg/l de K combinada con el nivel mas
alto de ANA, éste porcentale es mas frecuente al aumentar
la concentracién de K por lo que es probable que su
efecto sea @l de magnificar la accion inductora de la
auxina. Resulta importante destacar que en ningun
explante hay formacidn de callo cuando ambos reguladares
estan ausentes.

El apice resulttd ser el explante menos sensible
al efecto inductor de ANA y K , probablemente se deba a
que es el lugar de sintesis del AIA. Es probable que el
AIA compita en condiciones favorables con el ANA
impidiendole su accién inductora (en los niveles
probados?) alin  cuando se ftrata de otra auxina. Se  ha
observado que la actividad auxinica de algunas sustancias
se debe a su  composicion v a su conformacidn espacial
(Wareing y Fhillips, 19273) vy siendo =1 AIA la auwxtina
natural, ademés de existir enzimas especificas  para su
degradacion existen sitios especificos y particulares
para su  reconocimiento. E1 cultivo del meristemo apical
sin primordios foliares (lugar de maxima sintesis de
AIA), en presencia de AIA, ANA y citocininas exdgenos
podria ser de gran utilidad para intentar resolver este
problema, yva que se ha visto que el meristemo solamente
crece y se desarrolla ante auxinas y citocininas exdgenas
praesentes en el medio de cultivo (Mavarro, 1987).

La formacion de callos inducida por reguladores
del crecimiento ha sido reportada en varias especies del
género Eucalyptus, a partir de partes de la plantula en
E. citriodora (Aneja y Atal, 1969; Lakshmi Sita, 1979),en
E. marginata (Bennett y McComb, 1982), E. globulus (Oka
et al., 198%) y E. camaldulengis (Diallo y Duhoux, 1984).
La formacion del callo ha sido a partir de apices
radiculares, lignotubérculos, segmentos de hipocotilo y
cotileddn en E. citriodora, de cotiledon en E. marginata
y E«. camaldulensis y de hipocotilo en E. globulus, como
vemos, ésta es la primera ocasidn que se estudia este




proceso cultivando el apice del tallo de la plantula en
una especie del género.

Las caracteristicas wmorfoldgicas y estructurales
de los callos varian dentro de la misma @sspecie v
dependen del estado fisioldgico del explante original y
particularmente de las concentraciones de reguladores del
crecimiento, &n este +trabajo., bajo las condiciones
proporcionacdas & los cultivos se encontraron diferencias
en la pigmentacion de los callos, tales diferencias
indican diferencias metabdlicas en la sintesis de
clorofila v pignentos accesorios. £1 sstado ftisiolodgico
propio de cada explante va a determinar la respuesta in

vitra de las celulas Jque 1o COMPONEN Y las
caracteristicas del callo formado.

la proliferacion celular gue repraesenta la
segundz fase para el establecimiento de los cultivos de

callos, @se caracterica por el cracimiento continuo del
taeiide sacompadnado por un dingremento en la  fasa de
acidos nucleicos v proteinas (Adibtchison et

| La evaluacion de la fase de proliferacion se
basd an la produccion  de biomasa por Tada  explanta en

cada una de las  combinaciones de
periondo de incubacidn.,

En los 4 tipos de explante la proliferacion ze
inicid en la superficie del corte lo cual parece s=r un

I

aHA v B, al Final del

i

patron generalizado (Tran vy Trinh, 1978). Fara el
establecinmiento del callo jusgan un papel importante los
niveles esndbgenos Yy exogenos de reguladores del

crecimiento =2n el cultivo.

En 1a literatura consultada csobre el género
Eucalvpius solamente el trabajo de de Fossard et al.
(1974) aporta datos acerca de la proliferacidon de los
callos, 2llos encontraron que la biomasa de callos de
tallo de E. bancroftii aumenta conforme aumentan las
concentraciones de ANA v K en el medio de cultivo. Aungue
se trata de sspecies y explantes distintos, con una edad
v estado fisiolégico diferente, =l sfecto de ANA y K es
similar &l encontrado cuando se cultivaron segmentos de
raiz @ hipocotilo, no &asi =n el caso del cotiledon y el
spice. En =2fecto, en las figuras 2 a 12 podemos observar
=N general, el aumento en peso fresco vy seco a la vez que
aumentan los niveles de ANA v K v en las figuras 13 vy 14
footilaedon) es posible apreciar que la tendencia al mayor
aumento en  la biomasa se detiens en 21 nivel de K de 2.0
mg/sl. y  2n las  figuras 15 v 14 lapice) se tiene menor
proliferacion en los niveles de B de 1.0 y 2.0 mg/l, con
un incremento de la biomasa en 2l nivel de [ de 5.0 mg/l.

El tipo de sxplante fud wun factor que inftluye en

la proliferacion dea  los cultivos ante  las  mismas
concaentraciones de  GNA v F o probadas, vemos que el btegido
menos proliferativo fue la  ralz, siguiéndole en orden
ascendenta a2l hipocdtilo, =21 cotiledén vy =l apice, é&sto
=2 debe  probablemente o las caracteristicas metabolicas

peopiag de cada  axplants ) i =3 niveal je
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diferenciacidon corresponde a la posicién de la ceélulas en
el cuerpo de la plantula. Los cotiledones y el apice
poseen celulas especializadas =13 el metabolismo
fotosintetico, en manor grado el hipocotilo mientras que
la ralz carecia de ftal especializacién. Fodemos notar
entonces que los nutrientes aportados por el medio de
cultivo no fueron suficientes para sostener en la raiz un
incremento de biomasa de la misma magnitud que el
alcanzado por los otros explantes.

El patron de crecimiento encontrado en la rai:z
mostrd  una dependencia hacia la citocinina, los
diferentes valores de peso fresco vy seco tendieron a
aumentar con la presencia y aumento de la concentracidn
de la citocinina, el analisis de varianza mostrd que no

disten diferencias significativas en el crecimiento de
los explantes ante las diferentes concentraciones de ANA
cuando la K estuvo ausente, es decir, los promedios de
peso fresco vy seco encontrados fueron estadisticamente
iguales. Este comportamiento caracteristico nos indica
que la citocinina esta actuando al nivel de la division
celular en conjuncidn con el ANA pues vemos en las
figuras 9 y 10 que los mayores valores de peso fresco y
seco ocurren a la concentracidn de 5.0 mg/l de ANA en
combinacidn con todos los niveles de k.

El hipocotilo desarrolle una tendencia hacia el
incremento de la biomasa conforme el ANA es propotrcionado
en mayor cantidad en 21 medio de cultiveo alin cuando la K
esta ausente. En ausencia de K el crecimiento celular
estd determinado por €l aumento en la longitud y el
volumen celular influenciados por la auxina. En  los
niveles de K de 1.0, 2.0 y 5.0 mg/l el crecimiento se
incrementa considerablemente 1o cual sugiere una tasa de
divisidén celular alta por efecto de la citocinina, as:i
cono efectos sinérgicos de los reguladores.

En 21 cotiledén no se observd una tendencia
gradual de aumento en la biomasa al  incrementar la
concentracion de la auxina. Los mayores valores de peso
fresco y seco se encontraron en los niveles de 0.1, 1.0 vy
2.0 mg/l de K, con una disminucion a la concentracion de
2.0 mg/1l de ANA, ésto sugiere que en esta concentracion
la auxina posiblemente actia como wun  inhibidor del
crecimiento de éste explante.

Estudios bioguimicos podran aportar datos acerca
de las modificaciones producidas por el ANA a 2.0 mg/l
combinado con los niveles de kK, mencionados en el
parrafo anterior, sobre el metabolismo que provocan una

menor  produccion de biomasa. El crecimiento par
elongacidn celular y aumento en volumen ocurrid
influenciado porr ANA a 5.0 mg/1 con 0.0 mg/l de K en
cotileddn. La division celular por otro lado, es

aumentada fuertemente en todos los niveles de K excepto
el de 0.0 mg/l, a partir de la concentracion de 1.0 mg/1
de ANA, con un decremento en el nivel de 5.0 mg/l de K,
gsto sugiere interacciones sinergicas entre la auxina y
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ta citocinina para inducir el crecimiento a partir de la
concentracion de 1.0 mg/l de ANA vy 0.1 de K, en el rango
de concentraciones probado, tal efecto se hace negativo
al llegar al nivel de K de .0 mg/l.

En el caso del apice los valores mas altos de
crecimiento es encuentran en los niveles de K de 0.0, 0.1
y 3.0 mg/l, siendo los niveles de 1.0 y 2.0 mg/l log que
produjeron los menores. En  todos los niveles de F, a la
concentracion de ANA de 3.0 mg/l se encontrd la mayor
produccién de biomasa. Vemos que concentraciones altas de
auxina y citocinina provocan un alto crecimiento, al
nivel de Z.0 mg/l de K sufre una inhibiciéon y en ausencia
de K la - biomasa ze incrementa como efecto de la auxina
en el alargamiento y aumento del volumen celular. El
crecimiento de los explantes con ANA a 1.0 v 2.0 y sin K
es considerable, indicando que 21 ANA es activo en estas
concaentraciones cuando no hay citocinina en el medio de
cultivo.

Un factor muy importante en el crecimiento fue la
formacion de callo. Las figuras 3 a 8 nos indican que no
en todas las combinaciones de fitorreguladores se did la
desdiferenciacion, por lo que el crecimiento alcanzado se
debid al aumento de la biomasa del calleo o al crecimiento
del explante manteniendo su estado de diferenciacion, en
el caso del apice en mis del 30741 de los tratamientos,
pspecialmente en aquellos donde el ONA estaba ausente o
en concentraciones bajas (C.1 vy 1.0 mg/l), se dio el
crecimiento del explante sin  formacién de callo, los
tratamientos qoe tampoco produjeron callo en los otros
explantes fueron igualmente los carentes o & bajas
concentaciones de la auxina.

Los valores de peso fresco vy seco para el cultivo
da plantulas fueron menores a los encontrados para el
apice excepto en los tratamientos a, b, i, k, o, p, & U,
es decir, en los tratamientos con baja concentracion de
la auxina vy para el tratamiento i (2.0 mg/1 de ANA y 0.1
mgsl de ), este resultado muestra que la produccidn de
biomasa es mayor en cultivo de tejidos en presencia de
ANA y K a concentraciones de 1.0, 2.0 vy 5.0 mg/l que en
la planta completa. Lo anterior puede ser causado pot el
efecto estimulador del crecimiento y de la division
celular de los RCY sobre el explante.

Los eventos observados en el apice relacionados
con la morfogeénesis fueron la elongacidén del tallo y la
formacion de hojas (consecuentemente, alargamiento de los
entrenudos). El analisis de varianza sefala que para los

niveles de K de 0.0, 0.1 y 1.0 mg/l no existieron
diferencias significativas entre las alturas registradas
en cada tratamiento, wmientras que en los restantes

niveles los tratamientos r % u fueron los que provocaron
una elongacion significativa. No obstante, la tendencia
general es la disminucidn de la elongacion del tallo
conforme aumenta la concentracion de K, 1o que puede
verse en la figura 17. Vemos entonces que la citocinina
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gsta posiblemente actuando a manera de contrarrestar el
alargamiento celular y consecuentemente del tallo. La
longitud alcanzada por el cultive de plantulas fud muy
superior al encontrado en los cultivos de dpice, ésto nos
sefala diferencias morfologicas de los apices en cultive
in vitro con respecto al patrdn general de desarrollo de
la plantula, diferencias posiblemente debidas a que el
apice esta creciendo fuera del contexto del organismo y a
la influencia de los reguladores del crecimiento.

La formacidn de hojas fué otro evento morfogénico
observado. En los niveles de K de 0.1 yv 1.0 mg/1 no hubo
diferencias significativas, mientras que en ausencia de K
el analisis estadistico sefala que con ANA a 2.0 mg/l se
da un maximo del nimero de hojas, 4.0, con K a 2.0 mg/l y
ANA a 1.0 se alcanzaron 2.5 hojas y con 5.0 mg/l de K vy
1.0 de ANMA se tienen 4.5 hojas, siendo este nimero el
maéximo alcanzado en todos los niveles de K. Dicho evento
morfogenico es influenciado dnicamente por el ANA en los
tratamientos a &l ¥, k, p, % W vy debe ser controlado por
los niveles endogenos de auxinas y citocininas del
explante. Todos los demas tratamientos indican una
interaccion entre el ANA vy K para el evento morfogénico,
encontrandose que el mayor niumero de hojas producidas
ocurre cuando la relacidn auxina/citocinina favorece a
esta ultima. Al comparar con el numero de hojas en el
cultivo de plantulas vemos que al igual que con la
longitud, el desarrollo de los . Apices se aparta del
patréon normal debido quizd a la presencia en el medio de
cultivo de los reguladores el crecimiento.

For altimo, cabe sefalar que el cultivo de
tejidos vegetales ha demostrado sar un modelo
experimental eficar para la investigacion en fisiologlia
vegetal. La trevision de literatura mostrd que en diverzas

partes del mundo diferentes grupos realizan
investigaciones gque utilizan el CTV con el fin de
desarrollar técnicas biotecnoldgicas de propagacién

clonal de especies de Eucalyptus. Los resultados de estos
trabajos han mostrado algunas de las condiciones para la
regeneracidn de plantulas in vitrg{en' algunas de las
especies gque componen al género Eucalyptus, como son E.
citripgdora (Aneja y Atal, 1969; Lakshmi Sita, 1979
Muralidharan y Mascarenhas, 1987), E. grandis (de Fossard
et al., 1974; Cresswell y Nitsch, 1975), E. marginata
(Bennet y McComb, 1982), E. globulus (Oka et al., 1982),
E.camaldulensis (Diallo y Duhoux, 19845 Muralidharan y

Mascarenhas, 1987), E. resinifera (McComb y Wroth, 1986),
E. maculata (McComb y Wroth, 1986) y E. sideroxylon
(Burgetr, 1987),.

Flantulas de E. tereticornis y E. torelliana han
sido obtenidas in vitro y cultivadas en plantaciones
controladas, para posteriormente ser comparadas en su
crecimiento con individuos obtenidos por la germinacidn
de semillas (Khuspe et al., 1987). Las resultados
obtenidos en este trabajo apoyan la idea de utilizar las
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técnicas de cultivo de tejidos vegetales en la
propagacion clonal de aguellos individuos que manifiesten
caracteristicas sobresalientes.
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VI. CONCLUSIONES.

La formacion de callos en los cultivos de apice y

segmentos de raiz, hipocdtilo y cotileddn de E. cinerea

depende del suministro de reguladores del crecimiento
vegetal en el medio de cultivo. Es excepcional que la
formacion del callo ocurra en ausencia de ANA mientras
que en ausencia de kK es mas frecuente, dentro del rango
de concentraciones probado, y no ocurre en ausencia de
los dos reguladores del crecimienta.

Los mayores porcentajes de formacitn de callo
ocurren conforme aumenta el nivel de K y en conjuncion
con las mayores concentraciones de ANA, dentro del rango
de concentraciones estudiado, por lo que el papel
asignado a la K en esta especie y en estos explantes es
el de aumentar el efecto inductor del ANA.

Los diferentes explantes son afectados de manera
distinta por ANA v ¥, quizad debido & su estado
fisiolégico y de diferenciacion particular. El1 explante
mas sensible a la induccion de callo fué el hipocétilo,
el menos sensible el Apice, probablemente a que porta al
meristemo apical caulinar, y en grado 1intermedio se
encuentran 21 cotiledon y la raiz.

El crecimiento de los diferentes explantes se vid
influenciado por los reguladores del crecimiento
ampleados, en ausencia de kK el ANA promovid el
alargamiento celular y 1 aumento de volumen de las
células, la K sola y junto con ANA promovid la divisién
celular, igualmente, los mayores valores de peso fresco y
teco. se  encontraron en las concentraciones mas altas de
los reguladores, para raiz e hipocbtilo; el cotiledon y
el apice exhibieron un comportamiento diferente, el mayor
crecimiento del cotiledén se encontrd en los nivelesg
bajos e intermedios (0.1, 1.0 vy 2.0 mg/l) de la
citocinina y para el apice en ausencia de citocinina y en
sus niveles de 0.1 y 5.0 mg/l, pero en ambos explantes
siempre en el nivel mas alto de ANA, ejxcepto con ANA y K
a 0.1 mg/l.

Los valores de peso fresco y seco de los 4

explantes estuvieron relacionados con la formacidon de
callo, asi, los valores mas bajos de peso fresco y seco
correspondieron generalmente a los tratamientos donde no
hubo produccion de callo, mientras que 1os mas altos a
los que si condujeron a su formacion.
' El crecimiento fué diferente segin el explante
cultivado, las mayores biomasas correspondieron al apice
y al cotiledén, les siguid el hipocotilo y el que menor
crecimiento manifestd fué la raiz. Se pudo ver entonces
que las caracteristicas propias de cada explante provocan
respuestas diversas, tanto en la induccion del callo como
en su crecimiento.

El desarrollo de los apices exhibid desviaciones
del desarrollo normal de 1la plantula de E. ginerea como
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afecto de los reguladores del crecimiento utilizados,
tales desviaciones correspondieron a un incremento en la
biomasa, disminucion de la longitud del tallo y numerao de
hojas distinto (mayvor o menor seguan el tratamiento
aplicado).

Este es el primer trabajo realizado empleando
cultivos de tejidos de E. cinerea, es necesario continuar
la investigacion particularmente en lo que respecta a sus
aspectos citoldgico, histologico, bingquimico y
fisiologico, principalments, para poder contribuir 3
major conocimiento de la biologia de esta  especie  en
parbticular v en general de las especies forestales.
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