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RESUMEN. 

Empleando ~pices aislados, segmentos de raíz, 
hipocOtilo y cotiledbn de Eucalvptus ~inerea F. v. Muell. 
bajo condiciones in Yl_tro se estudio el efecto del acido 
a-naftalenac~tico (ANA> y la 6-furfurilamincpurina IK) en 
la forrnaciOn de callos y su proliferación. Se encentro 
que la formac10n de callos depende de la presencia y 
concentraciOn de los reguladores del crecimiento en el 
medio de cultivo y que los diferentes explantes muestran 
distinta sensibilidad ante el efecto inductor de callo. 
La proliferacibn del tejido estuvo influenciada por los 
fitorreguladores e igualmente los diferentes explantes 
exhibieron patrones de crecimiento particulares. Bajo las 
condiciones de cultivo el ,;tpic:e tuvo un crecimiento 
desviado df,~l p.~tron norma.l de la plantula de s_. •:;:inerS@_. 

i 
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I • I NTRODUCC ION. 

Los eucaliptos son plantas originarias de 
Australia y 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 reforestación lo 9ue puede 
conducir a da~os ecolbgicos considerables pues las 
sustancias vol~tiles y solubles 9ue producen inhiben el 
desarrollo de otros vegetales (Jim~nez, 1983). Por otro 
lado, los eucaliptos son árboles de importancia económica 
en algunas partes del mundo entre las 9ue se cuentan 
Australia, Espa~a, Brasil y el sureste asi~tico, tal 
import.:O\nci.::1 t·.~1dic~. en 9ue proveen de aceites esenciales 
obtenidos p0r la destilación del follage, ~tiles como 
saborizantes Gn dentlfricos, en medicina y para la 
slntesis de mentol L\ otras e::.encii:1s (Jan1k et al., 1974; 
Schery, 1. 952) . 

Ante el ~umento en los costos y la escacez de 
combustibles f6s1les la producción de biomasa forestal 
puede presentarse como una alternativa viable, se estima 
9ue 1.:0\ demanda di? 1nci.der::i. para leña en India es de 150 X 
10~ ton. actualmente se obtienen 130 X 10~ ton. 
provenientes de tierras cultivadas y no cultivadas y de 
especies de ~rboles de rápido crecimiento, pertenecientes 
a los 8éneros Eucalyptus, Acacia, Prosopis, estre otros 
<Khuspe et al., 1987>; en los paises del Tercer Mundo la 
le~a y el carbOn representan el 90% de la energla 
disponible para millones de seres humanos de las zonas 
rurales. Sobre el uso de la le~a y el carbOn en México es 
poco lo que se sabe pero se piensa 9ue son parte esencial 
del consumo 9lobal de energéticos CGbmez-Pompa, 1985). 

Como vemos, las especies forestales con interés 
particular en las del género Eucalvptus, son fuente de 
materias primas para la industria quimica y afines, como 
fuente de energéticos representan un recurso importante 
<Khuspe et :il., 1987; Lakshmi Sita, 1982). En la 
actualidad las necesidades de productos forestales son 
muy grandes, se ha calculado 9ue los habitantes de 
Estados Unidos tienen el mayor consumo percápita de 
madera a nivel mundial con aproximadamente 204 pies tabla 
<volumen de un cuadrado de madera de 30.4 cm~ y 2.5 cm de 
grosor) por,habitante <Owen, 1984). 

Asl pues, es necesario contar con plantaciones 
forestales formadas por individuos 9ue posean las 
caracteristicas para cubrir las necesidades mundiales 
presentes y futuras de productos forestales. Se deberán 
tener entonces. plantaciones con individuos de 
crecimiento r~pido o de ciclo corto y aplicar sistemas 
que permitan la propagaciOn masiva de a9uellos individuos 
9ue manifiesten las caracteristicas deseadas: madera de 
buena c.:.11.ldad, troncos un1tormes, rápido crecimiento, 
ciclo corto, ~lto rendimiento del tronco con relación a 
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la b iomasa, resistencia a enfermedades y plagas, 
capacidad fisiolb9ica de aclimatacibn , facilidad de 
pr~cticas silv~colas y capacidad de fijaciOn de nitrOgeno 
(Villalobos et ,;d., 198.3). 

La clonación de individuos destacados y el 
mejoramiento genético son alternativas para legrar las 
caracteristicas antes mencionadas. Los métodos de 
propagacibn clonal en especies arbóreas son semejantes a 
las empleadas en agricultura y horticultura, pr~cticas 

como el injerto, enraizamiento de estacas y acodo no se 
han modificado en siglos y presentan la desventaja de gue 
las respuestas observadas dependen del estado fisiológico 
de la planta donadora por ejemplo, el comportamiento de 
las estacas gue se 9uiere enraizar tiene gue ver con la 
edad del :;¡rbol, ::u vigor, la p(JS:lción de la estaca en el 
árbol y la estación del a~o en la que es cortada, el 
tiempo de almacenamiento es otro factor a tornar en 
cLtent.::1. 

Los programas de meJoramiento tradicional son a 
largo plazo y requieren de grandes extenciones de terreno 
para probar los genotipos seleccionados. Desde la siembra 
de la semill2 h~sta la siguiente generacibn se reguieren 
tiempo::: de h3:st::1 1'.5 o 20 ::"\tíos, lo cua.l repr9senta uno de 
los mayores obst<'K1.úos paro.<. 1;:l inejoram1ento genético 
tradicional o convencional. 

Las técnicas de cultivo de tejidos vegetales 
abren una nueva dimensiOn para la propagaciOn clonal y el 
mejoramiento senetico de las especies arbóreas. 
Revisiones sobre la prcpagaci6n vegetativa de ~rboles por 
cultivo de tejidos han sido realizadas por Konar y 
Nagmani (1974), Bonga (1977) y Winton (1978). Algunas de 
las especies de las cuales se han regenerado plantas 
completas a partir de cultivos de células, tejidos u 
Organos pertenecen a los géneros Araucaria, Picea, Pinus, 
Cryptomeria, Pseudotsuga, Sequaia, Thuja, Tsuqa, Bcacia, 
Betula, Eucalyptus, Hevea, Liquidarnbar~ Populus, 
Santalum, Wlmus, entre otros. La regeneración de plantas 
in vitre para la mLtltiplicacion vegetativa puede ocurrir 
por dos caminos, la organo9enesis y la embriogénesis 
somática, con la formación previa o no de un callo 
<Tisserat, 1985). 

El potencial de mejoramiento genético en las 
especies forestales v~a cultivo de tejidos vegetales ha 
sido expues~o por Karnosky (1981). Lakshmi Sita et al. 
<1982) './ Villalobos et al. (1983). Las estrategi¿\s para 
el fitomeJoramiento son el cultivo de haploides. el 
,;:dslamiento y fusión i:je protoplastos=,, la m1_1tagc-~nesis. la 
embriogenesis somética y el manejo del ADN. 

Aunque se han reali=ado importantes avances en la 
microprcp0gac10n de plantas le~osas (en menor escala gue 
para las Gspecies no le~osas>, y el meJoramiento gen~tico 
por culti~o de teJidos 8S una posibilidad cierta, existen 
muchos fenbmenos biolb91cos involucrados todav~a no 
resuelto~ especialmente en lo que se refiere a la 
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diferenciación y desdiferenciaci6n celular en sus 
aspectos 9en~tico, bio9u~mico y fisiol09ico, 
principalmente, una vez 9ue se hayan resuelto se podr~n a 
su vez resolver los problemas presentes en la propagación 
masiva de los individuos sobresalientes, de los cuales el 
principal ha sido la baja capacidad cr9ano9énica de los 
tejidos maduros, que provienen de las plantas 9ue han 
mostrado ~:,u potencial genético ('v'illalobos. 1985). 

El proceso de la desdiferenciaciOn. 9ue conduce a 
la formaciOn de un callo (masa de tejido proliferativo 
que consiste predominantemente de células 
parenquimatosas), 2s inducido por un cambio en el 
ambiente c¡uimico d•? l.as (:élt.tl--:1s del e:·:pla.nte, t;<.d ca.1nbio 
puede eer debido a heridas y/o a la adicibn de sustancias 
estimuladoras del crecimiento, siendo esto 01timo el 
factor más important~ en la inducción y mantenimiento del 
callo. La inducción de la división celular va acompa~ada 
:=·or u.na. tr:..nsform,':lc:i¡:.1-, en su •::?structura, dicl10 cambio 
ret l E' j .:.:.1 

!. l p l el O'.S, 

1nod i ti o:~:\C i eme<:: 

•::: .:'\ t•n =:::·h L d r 3 f; •:•si, 
metabblicas 9ue 

.~.cidos nucJ.t-:~1cos .,, 
1.11volucr;~n: 

protel.n,:1s. La 
mayor parte de las investigaciones sobre Las 
!;rans·form.=>.c ;.one~~ 1net,::\l°Jb l ir~as ocurridas dut'.'"1.nt•:? la 
.induc::ción del o::..:ill•J h.J.11 €?Sta.do ro::!l,.:i,cie>no<.o:L:1·::.; c:o::in ,~~RN, {10N 
y pr1Jt<?l.1-1<:l.s / t·t.'.!r;:;tri.ngu:las :~ pe>CDS !:;ejidos 1 Yeoman y 
Fcrche, 1980; \eoman y McLeod, 1977). 

Hay ~vicienc1as gue indican gue la diferenciacibn 
celular en cultivo de tejidos es inducida por diversos 
factores nutricionales, ambientales y particularmente por 
los reguladores del crecimiento. El conocimiento acerca 
del mecanismo de inducciOn y control del proceso es 
escaso y en su mayor~a emp~rico. El cambio de 
concentraciOn de los reguladores del crecimiento en el 
medio de cultivo es el factor que más se reconoce como 
iniciador de la división celular, sin embargo se carece 
de conocimientos acerca de su concentración endbgena en 
los tejidos. Tampoco se entiende el mecanismo por el cual 
se producen las a.lter·aciones metabólicas 9Lte conducen a 
la embriogénesis o a la organog~nesis (S~nchez, 1985). 

El objetivo del presente estudio es determinar 
los efectos 9ue sobre diferentes tipos de explante, 
tomados de pl~ntulas de Eucalvptus cinerea, ejercen el 
~cido a-naftalenacético <ANA) y la 6-furfurilaminopurina 
<K>, presentes en el medio de cultivo, particularmente en 
lo gue se refiere a la formacibn y crecimiento de los 
callos y al crecimiento y desarrollo de los ~pices 

..:i.islados. 

II. ANTECEDENTES. 

1. Reguladores del crecimiento vegetal. 
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1.1 Generalidades. 
Se conoce como re9uladores del crecimiento 

vegetal (RCVl a los compuestos org~nicos distintos de los 
nutrientes gue ~n peque~as c3ntidades estimulan, inhiben 
o modific.~<.n 1.::u::.d·:¡u.ie1"· proci::so fisiclló·3icci i:m La.s plantas 
<Barba, 1987al. El crecimiento de 1as plantas es un 
proceso di n.~wn co, comp le? j c:i y r i guros amen te con t J'O lado, en 
·:d cuaJ. le:!::; 1·2·"JUL:~.c:lo1·e:::.: del crE·c1rn1E·nto ·1;23etal jueg,:\11 un 
¡:::.apE;-:! l prf?pCJndet·:::i.n te i;.:::i.nto i:211 ~? 1 org,::i.n i. ·:;mo 1.::omp l •.?to como 
;:;:n los 1'"ii'.·1~le::: ·'.11:~ 1.JJ·'•33.no, tejido ·,.: ccdul.::1 1.l.1Jareing y 
F'l1illtp:;._1 :973,i .. E:-0::; J"::?•=oncicido •1ue la. 1n.:;¡.yor ¡:;.=:;.rte d 1:? las 
3ctiv1d3.de:: fi~iolbsic2s de l3s plantas ~ todos los 
nivele:; :;;1:? d>.0s:?.1Tc·lL•.n por in·fluenc1a de J.:Js F:C~J~ -::?st«::..·s 
:::1_1::;t311c1.::..:: :::on :.;.ctt·.-.:,;¡s a concentr.::.i.ci.=·ne·:: ílLI'..' pe9u.erías y 
e .. ier(:en ::;1_1.:::: ~·:H:·-~1: 1:cis ';.:;..nto ::2n el 11..t'.'.,!-::u· d8 ":inte~-::i.s como (::;.n 

C) t I' ::. ,; ¡:o"°"·'"' t ¿.:;:; :.: >'.? !.,;;;, f' l. ~ .. n t .3 (Di d ¡-Je 11 ' .t ·=_179) ' e J·'C'S en t O:l.n un 
8'.5p1~~ctro ,:J • .::; ::'.CCl1'.in mu: . ./ o:t.mplici .-Ji•/;:r:::o. ':le conor:en 
¡::; t·cjmo te,-.~::·':: ·:h~ !. ·:: rc::i::: ri1 i en to :::: a1T1Ci: l :;\s: :e<.u :; : n,;.::.. •Ji be re 1 i n.::i~; 

.. :::itr:J;.::1.:··.1n.i .. ,~ :1-1hi.b;.dor.:::.,·:s: -~;:i.:Jo .;.b:::•::1.::::lco; 0::::1 
E:>': i l 0::?r-1D. ::. i. .: ' •. 1 ;,·:J. .,_; ·:: le h a.n '"·'::O i q n.;wc i.: ;·;n t •J 3.c t i ": 1 d c!.d es 
prcmotc:il":•.s: •:::•1ni:1 :~ ... hibich:ir.::i.s 1 :CidhHi?ll, 1779·,. 

t=::r-, .:.::d·::· J. ., ... n te .:;;;:: ·t 1··.;,:;. t .:?.l',j_ ·=:o J. ,::i.men tr.::1 de .l ,:!.3 .=,•.• . .1. :: 1 n.;:i.s i 
i:::Ltoc:in·!.'":-:::<.~ /c.". :·1ur2 O:t.demi:?.:5 de :.:;er loo.: '31·'1.1Pc:i:s •::ol::J.jeto de 
eete estu.d1~ ~on los gue más han ~ido estudiados en 
cultivo de tejidos. 

1..2 i-\u:~1nas. 

El ~cido indol-3-acético IAIAl es la au:dna 
natural m~s frecuente en las plantas superiorDs, se 
sintetiza a partir del aminoácido triptbfano. Otras 
aLl:dna.s n'.:.<.tur.=1.les ::cm f?l ind1::il-.:.\cet::i . .Ldehido, t'?l ~.r.:ido 

indolpiri'.1•,'j.co O:P1ff'). el i.ndol.":'lcetcmitrilo IIAN) :-; el 
indoletanol, adema~ existen compuestos sintéticos 9ue 
presE?nt.J.n :0<.c:tiv1dad .::;.u:d.nica 1:Fig. 1) (Rojas y Rov.alo, 
1985). la ~uxina Ee ~intetiza ~n el meristemo ~pical 

caul inax·. ··emas / -?pi ces de c1··ecimienti:::i de L:ts hojas, de 
esta·::; rr.::giones 1ner1stematica5 es tr.ansport.~1da. E~n forma 
basl.pet::1 \Bal"I:::::.•., !'=?8?-:::1:i. La polarid.ad del transporte se 
mantiene a~n si el tallo 85 cortado y colocado de manera 
invertida (8idweel, 1979). Las velocidades a las 4ue sen 
conducidas las auxinas son lo suficientemente altas como 
p.;.:;.ra 11ue el. p1·i.ncipal proceso de desplazamiento sea 1.::.1 
di-fusibn. ::<.dem::i.:;, 13.s -~-:i.u:-:in::i.s sr.? pueden moV(.?.r ,,?n contra. 
de un (.:.11···::i.dÍ(~1"1t.::.· de 1::or1cGntraciones, por lo 9ue :::e ha 
pensado que an ~u transporte interviene energ~a 

1net2bóJ.ic? .• E::J. '110·,-.iiniento de J.::1s ¿fü;-:inas en la planta 
QCU.rre de 2 maner3s: una depende de la energ~a metabblica 
/la otrD. ::c1 ~'G=:..li::,:<. por di·fLl'::ión :;impJ.e. CiE~vlin (1980) 
=.=eñ;:;.l~<. ·:1ue .:·:~l 1nD'-/1,11ientu de '\.::,s ~.u;<in,:::i.5 por difusión 
~= i mp 1. f.:? (Je ur r·=~ •:'n -::: ·::ind i e i. c:m es :::1na1-e1··rJb i -~<.s, mi. entras 9ue 
Roja3 y Pov~lu 1 1º85) clantean 1ue ~n l~s plantas ~l 

pr1.n·::i¡:,1°.:i .-1~~ ,:u. de::::¡1···rotlo lc:;¡.s; .::•.u:-:i.n:':i.·~:; '::e mue·-;en c:on e<:e 
mecanismo j 0n !~~ plantas desarrolladas es a trav~s del 
floema .i~nto c~n l~= productos de l~ fotos1ntes1~. 
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El transporte bas~peto de la auxina es un hecho 
sumaments conoc1do, trae como consecuencia la formación 
de un gradiente de concentrAcianes desde el ~pice del 
tal.ltJ hc:\st":\ l,::i. r.,=.\1.;; .. :3us dc:ti\'icJ,:.··.des" inc:luyen l:antD 121 

1~·~s-;-~:i.m•Jl.:":'.ción t:C)iOCJ :! .. ::i. ::.nhibit:i.:.Jn del i.::l"'ecirnir~nto :./ 1.:3. 
111 j !:1flld 1.: él Ll L.::1 ·:-:- ·':'~-; 1.~ l""'l.tc tur<:\ pLlecle •e>d1 i b ir respuestas 
diversas oependienda de su concentracibn. Eventos ~ue van 
: .1 t:~sd e;~ l ,,·1.:=:: 1· . .,,,ac t.: L c:in r,,,,.,, •:::n z i mc\l. ti e -"'-5 :. nd i vi tj ua 1 ~:?s hasta 1 a 
divisi6r1 celular y formación de órganos, son estimulados 
1:; Lnhibido~; por L'\ .:;..Ll::ina 1 sola o en con-iLtnción con 
otros RCV. As~, sus efectos son diversos (Tabla 1), la 
•.:1ue constituye un prr:ibJ.em¿' de impo1·'t:,.ncia relevante en 
fisiolag~a vegetal, esto Gs. ¿de gué manera una molécula 
f''""'-l'-\f.:fña 'I relati'/.::i.mente ::;imple tiene tantos efectos 
•.Hf1.:H'ente·::; ~:/ cómo ·,:1? coordinan todr.Js el los p,::i.ra r::onduc:1r 
~-un crecimiento y desa.1-roll.n ordenados? (8id~Jell. 1979). 

F'i:H'.-.:i. "i":t''.::i.t .. ::¡.r rle t·esponder '°'la c1_1estión c.-:..nterior 
much<::is 1.nvef:5tiqa.cjr:lt'>:'S ··:c:1 h¿'n diri.(Jido haci.;¡ L::i. b1:ts9ueda. 
Je un efecto de cantr~l 0nico. ~l lugar m~s lbgico para 
l·)L.t-::.c<::ir u.n 1·2-t·•?.i:ti:J a.:cil. ::?:::: i?.l nJ.V('?.1 13enet1co: el rP.primir. 
;Jesrrepri.mir, ::e.i.i:=Jc:c1on.::;.r •.J moclifi.c:.;::i.r los ..J1vl=:!rso':; 
¡::: rrJcw .. :::1rni:i.S di::~ l ::.lr-:?<;:,;~rro 11 •J con tf:?íl idos ~n e J. ;3enoma de [ ,:.\ 
célula. en otr~s pal2br~s en ei metaboltsmo de los acidos 
n1-tcle:Lco':5 (l1Ja.re1nC;J y F'h1llips, l973; Bidweil, 1.9791. 

En eiecto. desde 1953. ¿~o en que Skoog y sus 
col. observaron yue el crecimiento, inducido por auxinas, 
de los te,iidos ·~~n cultivo L!J. yi.tro est.::iba .:;¡soci.::::~da con un 
aumento en la s~ntes1s de ARN y ADN, muchos trabajos se 
han realizada para estudiar la influencia de las auxinas 
en el metabolismo de los Acidos nucleicos (8idwell, 
19'79). En los estudios rie cultivo de l;e.jidos 9ue se 
realizaron posteriormente se comprobb ~ue efectivamente 
l'-m los te~jiclcis !;¡·'atados •:on -aLudnas se estimula lr..1-
s~ntesis de ADN, ~RN y las proteinas necesarias para la 
proliferación ~elular. Su influencia en la 
diferenciaci~n, l3 cual requiere de expresión gen~tica 

diferencial, sug:i.ert:~ c:¡ue la "reacción maestra" se 
encui::mtra al nivel. de la t"eplicacion y/tJ transcr··ipcibn 
del 9enoma CEverett et al., 1978). 

1.3 Citocininas. 
La palabra citacinina se refiere a aquellas 

sustancias 9uimicas 9ue estimulan la división celular a 
citocines:Ls. L_a,' rnaycirí.::\ de L.o\s c1tocininas conocidas, 
naturales y sintet1cas. ~en derivados de la adenina (Fig. 
2). DLlra.ntfo) muc:hDs é-:1nos <:;:e <::::é.~bl.<::\ c:¡ue sust¿~nc1as de est¡: 
~:lpo eran necesart~s para la división celular en cultivos 
de teJidos u Organos pero hasta la década de los 50's se 
logro i:2l ::nsl.:1h11entci 0,:2 1_1.n ¡:irodLlct·:::i de i.J;;?t_:iradac1bn del 
ADf\1 ::\n11fü':i.l !~:;,sper:rk\ de :1.1··enc:p_.lEU i::on t¿'l e·fectcl. se 
1·;ri:1t .. 3.IJ¿\ 1:1f2 : .. ::"! .;:.-·+u.rfut·i.i..::1m1nopu1·'ina u kinet1n;:1. Un 
~J8mplu Je citocinind sÁntética es la 6-
~enci laminopur1na. Hasta ahora se ha podida aislar un 
¡.: ec1uf:?.iJ, 1.J n i:trnt':!l"'U r:\(·? 1~: .i. t oc: :;.11 i nas n .~1t uro:\ 1 f?S c. omo i ::i. ;:.:ea ti na 
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del endospermo del 
encuentra ampliamente 
(FicJ. 3). 

maJ.z, J.ea mays, 
distribuJ.da en el 

al parecer se 
reino vegetal 

Las citocininas tienen menor movilidad en las 
plantas 9ue las auxinas, existe evidencia de que se 
forman en las raJ.ces y se transpórtan a hojas y tallo 
(8id1tJel 1, 1'779), la sJ.ntesis natural 110 ~:;e conoce pero 
9uimicamente basta sustituir con ciertos grupos el N. Je 
la adenina para conferirle actividad citocinJ.nica <Rojas 
y Rovalo, 1985). Además de estimular la div1sion celular 
median un amplio rango de respuestas <Tabla 2). 

i:::,1 Li:_tual c:¡ue L~.s ,:;i.Lt:dnas. un i::tspecto muy 
relevante de su estudie han sido las investigaciones 
encaminaJ~s ~ esclarecer su mecanismo de accibn en el 
nivel 9enetico. Hasta el momento no es conocida dal todo 
[Jlen ·:;;u ::i.ctivid.;.:..cl ·ft_tndamental. ·o::e p1ensa 9ue se 2idhiere 
al ARNt ~ cuando ~sto sucede en determinados sitios, 
provoca el +unc1onarniento de ciertos codones controL2noo 
•. ~ii:2 •. ~s ta ,n.::-..n12r '''· J..:~. ·:: 1 n t;~= i. ·:; de ::i l gun ;:-..·;_; ::.,ro i:.:(;? :L r ·1 ::i.-:::, 

, :¡~ J. 1n J. ':3 mD • .':>? lv:i. ¡:i rnp u esto 1::¡ Lt1.? 'º'· ·;- (::11:: t.:,;, l .. ::\ s ~ n tes: :t ::;. ,·J 12 r< DN 
•'. :3k DCl8 y ,:1 rms t rf1r1 c.1 i !. c;.7,::1 :; .. \.._ :=.. ·:·: Cl l u.e 1 6 n ,~~ 1 !'.'rob i. r::mc:.. .. ~ ¡~ 1 

mee an i s:ff11;¡ • .. h·? :::.1.:: el (:O n '1 c2 .L s.s e: .L t oc in i. n ¿<.-'; a eb f.~ e:: on s 1 de r,;;.r su 
¡:::r'1?~:i·:·:nci::i. 1;;~n 'i''.·l (.J"<l\lt o~.·.::i ·:~CJfilO •::·:l h\:icho de qU•::? s:e ha 
demostrado gue facilitan e incrementan la sintesis de ARN 
y de las proteJ.nas (Wareing y f;'hillips. l973~ 8id1-ieil, 
1979) • 

2. Cultivo de tejidos vegetales. 

2. 1 Concepto. 
El cultivo 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 un medio nutritivo apropiado y en condiciones 
asépticas podemos cultivar plántulas (cultivo de 
plántulas>; brganos aislados como ápices de raiz, tallo, 
primordios foliares, yemas florales inmaduras o frutos 
inmaduros (cultivo de órganos>; embriones maduros e 
inmaduros <cultivo de embriones>; segmentos de órganos de 
tallo y hoja y de los tejidos derivados de su 
proliferación <cultivo de tejidos o cultivo de cállos>; 
de r:elulas , aisladas o pec¡ueños agre~1ados r:eluiares 
creciendo en medio llqLtido (cLtltivo de célLtlas en 
suspensión> y de estructuras haploides lcultivo de 
anter.:..ols y poit:ml \Str8et, 1977). Otra modalidad del 
cultivo de tejidos ve9etales es el cultivo de 
protoplastos. esto es. la obtención y mantenimiento en 
cultivo de células vegetales desprovistas de su pared 
celular 1 Evans y Cocking, 1977; Barba, 1987b). 

El CTV ha sido empleado con exito en las 
investigaciones de fis1ola9ia ~egetal (Street. 1977), 
b1ogu~mica. genética v en las investigaciones sobre los 
procesos de clif1::~1·'encL;i.c1ón celLtlar .1 tisular !Sd\nchez. 
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1985). Lo anterior se debe a que el CTV hace pasible 
disponer de sistemas experimentales reproducibles y 
cuantificables, lo que simplifica la experimentación en 
biolo9ia vegetal. 

En un sentido más práctico el CTV tiene diversas 
aplicaciones: preservación de germoplasma~ propa9acibn 
masiva y clonal de especies de alto valor económico, de 
lenta o deficiente pl"'OFJ<:ig<.ición 1~n condiciorn~s 1v~tur,3les i:J 
t:n pelic:1rrJ de t?:-:tincion; producción de metabolit1Js 
secundarios; abtenci~n de plantas libres de patógenos y 
el m<.:!.JCH'¿unú2nto '~(enético (Robert, 1(7'85; F:obert y Loyola, 
1985). 

El primer fuerte impulso 4ue tuvo el cultivo de 
tejidos se diO en 1902 cuando el fisiblogo alemán G. 
Haberlanct formulo e~pecificamente el concepto de cultivo 
de tej 1dos r·ea.l L:'.ó los pt•imt:!ros e:-wet'imentos con 
cultj.vos clr?. te.i idos dt? plc1ntas, .~1 ~=u vez. intrClduce el 
concepto d~ 0 Cltipotencialidad celul¿r, ~sto es, ~ue las 
•::él.u]as ,.?.n ·:u.lti.'11J ·:::.:in •:.:::i.pac:es: ,.:il~ rec.::\PLi::ul;;; .. r 1::1s 
·:::;¡.;~c:ur2nc1a.\s di:el •.J1.::'::.::.;,r1·(!ll.o \/f'?g(~t::i.1 ll•Jhite, 1·:14::;¡. 

E:nl::1"~:·: 1.os ::,rimeros .:<.spe\.:i:os 1·: .. s·tudi:::te.ios se 
~~ncw.:::>n t 1 ···~\l'i .L c::i·::; t 'l·o>•::¡u.12 r 1m1 i-:?n \;o:; n u t r :i. 1.: lona. l.·:~·:; q u•:: f.:<. vo r'.?.C: en 
1=l l:rc0cJ.1r11er:1.:1:·¡ 12n ;_:ull:i•.:1'J d(?. lEtS ci?luJ.,::¡s ,,,1,egeta.J.es. Sdck:; 
y KnDps c•11 L:k1 l (e i t.::1dos por li,Ji·1 i te. 1943) , •JtJserv.::i.ron que 
las plantas t•equieren de sustancias inorgan1cas para su 
nutrici.ón, 1:.:>i.los 1?.l2l1orat·on Ltna solución nutritiva cLtya 
formulac1~n ~igue siendo empleada hasta nuestros dias 
<Nav<:wro v 'Jera., 1987). Investigacione:; posteriores 
incluyeron sustancias or9~nicas como vitaminas del 
complejo 8 y AIA, descubierto en 1937 por Went y Thiman 
(citado prJr Navarro y Vera., 1987), siendo White en 
Estados Unidos y Ncbecourt y Gautheret en Francia los 
primeros en reportar un crecimiento indefinido de 
callosidades de ra~z (White, 1943; Navarra J Vera,1987). 

El descubrimiento de la 6-furfurilaminopurina 
Ckinetinal se realizo en 1956 por Miller, Skoo9, Okamura, 
Saltza y Strong <Street, 1977). Anteriormente para 
obtener actividad citocinlnica se empleaban suplementos 
orgánicos de composición compleja como el agua de coco 
(actualmente se sigue usando aun9ue su empleo no se 
recomienda por su variada composición qulmica seg~n el 
estado fisiolbgico de la planta de la cual proviene el 
coco>, los primeros en emplearla fueron Oberveek, Conklin 
y Blakeslee. p¿i.ra. ,:21 ;:::ultivt.J de embri.ones 1:le Datura 
(\>Jhi te. 1<74::;.;.. 

En 1q57 Skoog y Miller postulan que el mecanismo 
regulador cas1cc de los eventos organog~nicos en CTV es 
el balance aux1na-c1tocinina, de tal manera gue la 
formación d(e t'-3.ic:o:es cicur1"·e can un decremento en la 
•:onc•?ntr.~:.i.t.::i.i'.i11 de i::ii;c:ici.111n,':i. mientr.:i.s que su :.<.umento en 
reL:i.cibn :,.\ i . .::i. :;,u::: Ll"la. i.ndL1CE' la. +ormac1on c:Je brotes 
\Navi::u··ro '/ 1 

.. 't::~r::i~ l'i~-l7). L..:i.s investJ.LJacicmes ':iubsecLtentes 
permitieron ·l::(?rH?t'• un mayor 0:onocimiento acerca de l.1.Js 
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factores 9ue controlan el crecimiento y desarrollo de las 
células vegetales CBteward, 1963). 

Estos trabajos fueron algunos de los 9ue 
permitieron :i.lu~,;trcH'' lc-:1~.:; c:e1nd:lciorH:~s p<:1ra el cn?Cimiento 
ilimitado de las células vegetales a partir de tejidos 
diferenciados en el cual ocurre el proceso conocido como 
desdiferenciaciOn que conduce a la c:onstituciOn de una 
masa de células indiferenciadas (callo). También ilustran 
sobre algunos de los mecanismos involucrados en los 
procesos de diferenciaciOn celular y formación de 
Organos, asimismo apoyan fuertemente la idea de 
Haberlandt acerca de la totipotencialidad celular. 
Finalmente muestran las posibilidades que brinda el 
emplee de las técnicas de cultivo de tejidos vegetales 
como sistema experimental para el estudio de la biolo9la 
vegE~ta l. 

2.2 Cultivo de tejidos en especies del genero 
Euca l_y_e tL!§.· 

El genero !;.h!r&lYE..'!i .. ~~§. es un grupo en el c:¡ue se 
realizan esfuerzos considerables en muchas partes del 
mundo para desarrcill<':ll'' tf.:cnicas de cultivo .in yj_tr_Q c:¡ue 
faciliten una propagaciOn clonal eficiente y procuren 
sistemas 9u~ permitan el mejoramiento 9enetico. Aunc:¡ue en 
la mayorla de los reportes se tiene como principal 
objetivo la micropropa9aciOn, tales trabajas aportan 
informaciOn f isiblogica. 

Bachelard y Stowe (1963>, en Australia realizan 
estudios con el fin de determinar los re9uerimientos para 
el crecimiento i:D.. ~_i_!;1'_g_ de api.ces radiculares de Acer 
rubrufil y S• S.9iDi\lQ.1,,1Jer12.is.2.· En f... fB.IJlaj_dulensis 
encontraron que un estracto de levadura (0.01%) es un 
inhibidor del crecimiento, el ANA (50 )Jg/l) no ejerce 
ning~n efecto sobre el crecimiento mientras 9ue el agua 
de coco <14i~) lo e!sti.mula. El e·fecto df::l agua de coco se 
viO disminuido al ser combinada en el medio de cultivo 
con los otros 2 componentes. Apoyan la idea de 9ue el 
agua de coco induce el crecimiento por la interacci09 de 
SLlS t.=.:~n e ic:1 ~-; p rt':?~":lel"d; t;)~; E.rn su e ornp o~'5 i e i O n, 1 as cu a 1 es 
incluyen amino~cidos libres, una fracciOn inactiva 
"neutral." y u.na fracción activa 9uE? contiene sL1stancias 
promotoras del crecimiento. 

Aneja y (Hal (1969), rm Indi.á:\ realizaron 
investigaciones con el fin de propagar clonalmente a 
i nd i vi. el u.os rk:> ~· fJ .. :.\: . .r:.t9_(.~,9_!:·:.~~ con un<.1 c-d ta productividad de 
aceites esenc:ialE~Ei. l_a p1'opc.19ac:io11 a partir de estacas no 
tuvo ~xito, por lo 9ue optaren por la tec:nica de cultivo 
de tejidos. Cultivaran tejidos del tallo principal, de 
lignotub~rculos <lignotubers en la biblio9raf~al y del 
<'.~pice de la t·'<l:Lz c.IE? sr.~milla~5 f:.lf?rminadas J.o. Y..i.!!.C.fl· En los 
cultivos de talla y bpice de ra~z se formo una masa de 
callo y solamente en el de ra~z observaron la fcrrnaciOn 
de ra~ces. A partir de los cultivos de li9notub~rculos 

; ., 
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obtuvieron tambi~n un callo, del cual se originaron 
brotes aéreos -.rerdes de los 9ue .::ilfjLmos fc:irmarcm t'al.z. 
Finalmente~ establecen que en un medio con la misma 
composiciOn la habilidad para la formaciOn de plántulas 
es inherente al tejido del cual proviene el callo y 9ue 
la habilidad de los lignotubérculos de ~- ~itrladora 

para 13 formacibn de pl~ntulas 1n vitre ofrece un 
potencial explotable en el cultivo de clones de alta 
product i.'./ i.d~d. 

F·aton et ·J.l. d970i. c:n 1~ustr=tli2. determ1na.n L:.~ 

existencia de un inhibidor del enraizamiento de e::t3cas 
pres~:ntr:: i:-:n las plantci.s ¿~dLtltas de:· l:i:_ .. :Jrandi_§.. Sugieren 
gue el. des::.<.J'J'ollo cintogenétic:o dr: ¡;.;_. •JJ.::..,:i.ndi5_ involucr::.i. 
una .::<.soci:o:<.ci.l~n dirr:?r::t.::i y 13r::i.du:>.l .::~1 ntre la. dis:;n11nuc1on rm 
la capacidad del ~nraizamiento de las estacas un 
1nc1"emento en .l.os rn•/e:l::.=:= del ·[.nhih:i.clor, Ellos: ¡or:J::tu1::i.r1 
•11-Jf.? .L•JS piJtirr?:::; i"?sult,:-:..do= •:ibt2n1dc:i<~ h.~·;:;ta (?.l ;nomen':D •2n 
.. ,, 1 '"7:fi r.~\ l :: :::..mi •:.?f'i t: (::J ;:J •'? e:: t :,;,e .=i. ::: o-J •:? :~.t,,.\c ::•. tiP t U'.:;; ~'e d.::::b ¿ .. , '!. :: •. 
?l"'e.':::enc:1?1 :Jel inltibidtJr q1.1e ·¡·~"- <::·:::impl;':!tc.. ·i.nh1b~cir:in 

•Jcut·re cu.andD <::?. 1~ciman e:;:::t.::tc:J.s ::i¡Jf·' ;;u'ri.IJa dt:?l nuc.io •;1.tme1·'0 
l. 4 ='.? n ~.. J.!.:.P· r.~7J .. :~ .. ~} • 

de FJsEard et 31. 11974), en Australia obtienen 
c~dlas de S.· l;l:i.nc1·-·~Jft:i.i_ a p¿wtir" del •:ultiv1'.j cJ;: l·eiidos 
de tallo y lignotubérr::ulos, experimentan con 175 
c:ombinac1ones de auxina/citocin1na y con ninguna de ellas 
lo9ran la rediferenciaciOn de las células del callo. 
Realizan cultivos mezclados de callos de tabaco con 
callos de [:;_. gancroHii, ¡;_. r::irandis, s.,. nichol.li, ¡:;_. 
melliodcrª ; ~· Jaevopinea con el fin de 9ue la 
rediferenciacibn en tabaco dirigiera la formacibn de 
brotes en ~ucalvptus, con el resultado de ~ue en ninguno 
de los casos se obtuvo lo esperado. Por otro lado. 
realizaron el cultivo de explantes nodales provenientes 
de pl.~ntuL:.-:..s ele ~- qrandi·:s obtenidas io.. vitro, para 
disminuir la cantaminacibn microbiana tan Frecuente 
cuando se utilizan explantes de individuos gue han 
crecido e11 el campo y par¿.. ·?:·:t1'i01.Pala1' los result.ados 
obtenidos en plántulas a los árboles adultos. Mediante el 
cultivo de Organos nodale5 tornados de plantas de 7 meses 
de edad inducen el enraizamiento y la farmacibn de 
pl~ntulas en un medio de cultivo con AIB 5 X 10-~ M. 
Finalmente concluven 9ue los callos de lignotubérculo 
son probable~mente. los !~ejidos m¿.i,s F>rom1sari.i::ic,; r«?.I'a lc.1 
redifererv:i,:i.ción. ·::e debe conti.nLE11·' l.:~ i.nvestic:1acion con 
material Joven y con la exposicibn secuencial del 'ejido 
:J. dif•:?rente~. 111edios' el•.'? cultivo. •::on l'•:?S¡"Jec:to al ._:uitJ.vo 
ele f'? :< P L:n·1 tes n ad i::t l ;:~-:; .-J f:.''? ~- ::lr...S"IJ:0j i:::; :::;eñ a 1 an que ... e han 
tEn1do ,::;_·,-,.::-.nc€·:s cc:m:::1de1-·<,:·.bles a. p.:\rt:ir 1Je lo:: f:T.o"lbajos 
hechos ~on pl~ntulas, de ~sta manera 3e determinaron el 
medio y l~s condiciQnes de incubacion adecuados para ~sta 
~~·::pec:J.;:0• :!.c;s: ~:::p;'?rimeni:i:.;:;:; t'e:?.li:·:a.dos= pci1· -=?stos: 
inv;=?.st1g:,).do1-;;?:= rnuestr.J.n ·:¡ue 1::.. mi.cropropi:'•.':Ja.cil.'.in 4•c::: r.:. 
·J.r ::.IJ.~Ü . .§. 1:·. uec.1 r::: '.':>·:? r P•'JS :i. b .l. 2 r.: on 1:~ 1 ;:: u l ti './O .je ,, ;: p 1 :.;.n t <2::: 
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nodales de plantas con más de 15 nudos. 
tiene li9notub~rculos. 

!;_. grandis no 

Cresswell y Nitsch (1975), en Francia logran la 
formación de plántulas a partir del cultivo de explantes 
nodales de ~. qrandis, utilizaron como explante nudos por 
arriba del nümero 14 el cual hab~a sido establecido como 
l~mite para el enraizamiento. En la t~cnica que 
desarrollan, los e:·:plantes son '3umergidos en agua 
destilada estéril durante 2 horas, al extraerlos el agua 
hab~a ad9u1r1do una coloración amarillenta y el pH se 
modific:O de 5. 6 e\ 6. :L. las ,,~utor.-3.s SLtponen .-·~ue en C:!sa 
agua se encontraba el inhibidor y por tal razón lograron 
la micropropagac:ibn partiendo de tejidos adultos, aun9ue 
no realiz2t'o11 nin<;:~un<:i. prueb.:;¡ 9ue ::+.poyr:> su hipótesis. 

L_ü:shmi Sita (1979), en India pudo realizar L.,;.. 
microprop:;.9.=i.c:ión .Je ~- ~itrj_9_9_qr:=1 por medio de la 
regenerac i ('.Jn de h rott"?s (::>n .::211 cJ":: de 1::at i. 1 f2d ón y ·:::u 
posterior enr31zamiento. En callos obtenidos del brote 
;J.pi.cal v :ie ho.J-::<.S d1? pl~ntB.·:=. de 1 s.i1ci de E .. jad no ob·::;er'- 1 .:3. 

]. . .;:, .form¿1cU•n de Lrotes 1J r-::i.J.;c. Detf.':!rminb ·:1ue 1:21 
crecimient 0::1 del ·=~'llhi e:::t::'.t. i.nfluenc:L~dD fJOr 17:?1 tipo y 
concentrac10n ~e reguladores del crecimiento en el medio 
de culti·-"J :··.• por ;:itro la.do, los hrotes difer~nc:l.:;.dos c-?n 
el callo coc1ledonar no provinieron de un meristemo 
preexistente. La diferenciaciOn se llevo a cabo en el 
medio de 1 .. :uJ.ti'-/O suplementado c:cin 10iIA (0.2 mg/U y 

zeatina (1.u mg/l) y el enraizamiento con AIA o AIB Ci.O 
mg/l). Este es el primer reporte sobre diferenciación de 
brotes de ~- citriodara en cultivos de callos 
coti ledon.=-.res. 

Bennett y McComb (1982), en Australia describen 
una t~cnica de micropropagación para la producc:lOn de 
!~neas el.anales de ~· marqinata a partir de tejidos de 
pl~ntula. la cual est~ basada en la formaciOn de brotes 
en callos de cotiledón con AIA <0.5 M>, los brotes no se 
formaron en callos de peciolo. La informacibn sabre el 
medio de cultivo y las condiciones adecuadas para la 
diferenciación se brotes la aplicaron a explantes 
provenientes de árboles maduros, de estambres obtuvieron 
callos y de ellos nuevos brotes. Un problema frecuente 
cuando se 8mplean tejidos maduros es el alto porcentaje 
de contaminacibn el cual fu~ abatido con el empleo de 
e:·:pL:.l.ntes rJe; +ilamento de estambre. Los brotes obtenidos 
fueron 1.1.ev¿:..rJo~~ .:;i. un 1ned i.ci de enr2\i zo.<.miento, con una 
sobreviv1211cü~ 1nl.nima de ~30/.. El porcentaje de 
enraizamiento de los brotes de tejidos maduros fu~ bajo 
comparado con el. de los provenientes de explantes de 
plántula. Desarrollaron una t~cnica basada en la 
<"-:~pl.ic:e:1c1ón i:it2 los resul.tddos t'i::~;¡istr.::i.dos en e:·:plantes de 
pl~.n1;u]..::¡ .. ,.;. •.:'>:pldntr2~:::. toma.dos \:11~ plant,;;i.~:; madura:.:;, (~'StCJ es 
de~ 13ra11 i.1npci1'i:.,;;;.nci.0A porcp .. te 1,2.J. 1_1so de f2>'.P1ant<=s cH? c~.rboles 

1na.duros ¡:::-1.1.ede i:en;;-:1·' un .;::i.lto potenci.~1.l en 1.::t c:J.on.;;i.ci.On i:je 
individuos ':ubr1:•~;al ii:;?ntes. <.1cl€~m¿,1,:; P.·:: e.I. primer l'eport;e de 
r·¡:~r~enr::~r:;:.ci.on de l::ircil:;es ;;m c:.;.:dlr::i':; de un 1;e.1ido ··~lc:ir.::d. 
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Oka et al. <1982> en Canad~, con se9mentos de 
hipocotilo de ~· Rlobulus como explante obtienen la 
formaciOn de brotes y ra~z. con formaciOn o no de calle. 
El desarrollo de los brotes fué mejor al transferirlos a 
un medio sin fitorreguladcres. Hacen un examen 
histológico durante la formación del brote lo 9ue revelo 
que la iniciaciOn del proceso empieza con la divisiOn de 
las células ep1dermicas y subep1d~rm1cas. lo cual conduce 
a la formaciOn de tejidos meristemcides. algunos de los 
cuales se desarrollaron en un brote foliar. 

Diallo y Duhoux (1984>, en Sene9al cultivando 
explante~ de pl~ntulas de E. ~amaldulens1s en un medio 
suplementado con ANA y BAP obtienen la formación de 
brotes por organoc:p:!rn'?sis:. Se logró la 1nLlltiplicac:ion 
desptu~s del -~isl.:.l.11t:i.t-?nto ·..r CLtl ti vo de los brotes 
c.1riginados ::.'obrE: coti ledbn. F·.-::ir otro lado, los callos 
regeneraron brotes ~in una transferencia previa 3 otro 
111>~di.o. La h~cn1;:::?. d~~s1:rita PDr los :;;.1.1tores puede :=er 
1.1.tili;:.o;;.i.:i.:~ ... '?n ;d me,Jc:ir;:i.mientc:> .,.. ··:lon<'l.ci•:'.in dt·? plan~·::.:\S 

::1t.~ l 1:1c e 1 !Jn a.da.·,:: • 
I\;:;.mL;:..no >~t -J.L. (1'?:36), •'?n ItaJ.i.:~ re.:;.l i:::::1.ron 

mu:roi.njertos •.1e F ql .. \.Q.[lii •.:olcK::<.ndo .·!.pi1:0~s d1:"? 2 ~ 3 rnm 
sobre pL:;.ntu.1~«'3 •:1e 2 1:¡ =~ 25 di::i.s a L~s i::u,:des ·:::e les 
practicó una p1291.H'?n.a inci•sibn. El i.n.1ertCJ crer::ir.:l sc:ibre i:!l 
mismo medio. 

Curir et a.l. <1.986), en Italia obtienen ~ . .!J.. Y .. l:tra 
19 clones de ~- ·?.tu~rt i i:i.na. y 18 de s_. qunn_i i, con i:::l fin 
de probar sus velocidades de multipicacibn. Los 
resultadas mo5traron que las velocidades difieren tanto 
entre las dos especies como dentro de ellas. Despu~s de 
agregar KN03 al medio basal y con 2 subcultivos registran 
diferencias entre los clones, otro factor que tnfluvb en 
tales diferencias fué la modificación en la CDncentracibn 
de sacarosa (0.0 - 40.0 9/l). Para ambas especies el 
porcentaje de enraizamiento estuvo entre O.O y 40.0%. 
Indican 9ue los resultados se deben a una alta 
heteroci9osis dentro de las especies. 

McComb y Wroth (1986), en Australia logran 
propagar vegetativamente ~- resinitera por 2 caminos, el 
primero fu~ el enraizamiento de estacas bajo condiciones 
de invernadero. la poda fué realizada entre septiembre y 
enero, el máximo de enraizamiento ocurriO en los meses de 
febrero v '::.,,gasto, L::-1 mayor longitud de r.:,1.l.z se encontró 
en f12brrero .. L.a. h;:i.b i l :i.d':~.d mo~;trada por li:-1·::; ;::.~::;tac<:i.S de s_. 
reeinifera para el enraizamiento disminuvO casi hasta 
cero despues de 12 meses de hecha la poda: el segundo fu~ 
la micropropa9acion ~on explantes de plántula~ lo cual no 
fué Fosible con los explantes de Flantas maduras. Las 
;:'?~Sta.e a.·:; •.:1 •'2 F~.· i!.!ª·c: u...L:L!::.:''ª. no p rod u.e .;-::~n r .:11. z IJ .;:., j •:J • .. : iJn di e: 1 en es 
de invernadero pero se m1cropropago ~ traves del 
!2n r ::i. :i. ::: ·'"<.rn 1 E!l"i t ,.J 111 '/....!:._\; 1·'.~:~.. I~.. .~'e~ü!J.2: . ...!..51. .. r a E'::; 11.1¡ ,':\ ·?·:sp e,1c i '=? en 
l.::1 ·::iu€~ ;:H ;:;•n1···~i1::.~"lrn:i.>:0r·,·l;;,J de .,,~s-cac::;.·:; ::~·= frecu.E;-:nte, 

·::: on s ti 'l;u\11-:,1n c:10 1._1n¿:t ·~ot'mt:~ de p rop .:::1c.Ja.c i ('.Jf'l •ier.1 f?t.=.:t ti. va., ;:;ar 
·J t ro 1 .:::;. do · .:.. :::1 r 1:. n .::;-.. q ·':~.e i. o n ':..!.:!. / .. J: .. L.t.9. ·e·: r,¡ .L 'J •':·~ ·;:; : .•. J q t~ C<. d J. •: ·:m 
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te .i id c:>s .i u ven i 1 t? s, ¡:;,.. fJ.!sc:_t,!}_<~tS:. cm . e <.11nb :i. a 
Y..5-tt:P. a pr:ll'tir de e:·:pl.:1n\;t~~, dt~ arbole~; 
trabajo muestra 2 t~cnicas para la 
i nrl i vi clL1Dr.; ~;oh l'r::·~:;a 1 i. r:n te?!';. 

f:?s p rD~'i '"8 ad a J..L!. 
líl<:\dUt'0!5, t::;;te · 

Cl.l1r1<\Cion de· 

11L.ll'i:d. i.cJl·1<J1'an y 1"1€:\~;;c¡:.u"t:-:-!f'lh<J.s; <l9ff7) .1 nn Ind i.a 
t'c~por·t,:1n la !.:Jf:JrH!l"i'IC::ihn dt:: pl~u1tul.<.i.s pcw la. ·frn"rn,:;\c:ión de 
brt1tes <.•.d'IE·mt:lc:io:> l'?f'l c:,,,\J. lo::; ch~ 0::·:pl<::1nti:~s; de hoji.'.\ tomr.:1dcis 
de cultivos dLl v~sta9os de individuos soleccionados de[.'• 
~;E.m-ªJ-~L'::~.l?:.!J.~_L?.~, L. n ~:; e: ¿~ .l 1 ci é'i •, s:; r.: ·1: o r rn ,, ro 1 1 ce 11 1 a. os e u r i d i:J. d 
sobt'e un mi:·?clio con hi.clrol.i.':·:i.~do d<.? cr.:i!éjei.na (l.0 pj/U, Al\lf-i · 
c::s.o íllFJ/l) l Et(..'1 ((>.1 ril!]/ll y Si::'\Ci-.'.\.t"DSa (~~ .. !)';<.) l la ;fClt'líl<H:ion 
de los brn·l;f:~; oc.:urri ('¡ <:d l :Levar lo~; cal los a lc.1 .luz y a 
un medio con asua de coco (10.0%), BA (0.5 mg/l) V 
s a e a t' os .::.i. ('.2 • O 1; ) • lJ b s r2 l "i .:.1r o n . en f:.. f..i .. t.t~J_qg_g..l~.ª-· 
ernbri.onem2si.s ~;om,!).l.;ic:a en cul·tivos dfJ é'mbr:ionc2i; cigoticos 

. cuanclo se lc~s; m¿mtuvo en la or.;;cu.ricJ¿HJ sobre. un medio 
suplementado con ANA (3.0 m8/1) y sacarosa (5~0%). en lo· 
re-fet'enb'~ a C:Jt''f;JCH'lClf:JÓl"\e~;¡:i.!:3 1 lc>s'i éH.ttores proponén Ltna· 
t~cnita 9ue permite ~vitar el problemQ de la 
contaminacibn cuando se toman explantes de hoja y peciolo 
di.rectarnentr:·? clr1~l .jrbcil. clcm<:i.clor, adern.'.1~; de la· pr<:2f;enc:ia· de ... 
e:·:udarJos c.1ur:: p t"nvnc: an l..:'\ muc;~r t; f? d '"' 'i tr:.> .i i. r.Jo •. Este t r<.\b aj.o 
es import.=rnte y¿1 c:¡1_11,~ cnntri.buye a la tni.c:ropropiJ.gacUrn de 
indi.vic:luos s1:>bt"f.?.~;;::diE·nti:"·:;. r-'1poy,:u1 J.,-;i, ich2a cJe' 9ue :le":\ 
' l - • l - .. , 1'] •.'.'.\ "" \ \.=> rj .... ., fJ '.'\ I"' '"' l '" (··0 rnl·i t" i' í')C'j ;, l"l pr.- 1' C" ' e- í)f[).·~ t· i' e a' ' 8'f1' ·1:1!c.n1ca íl\d'::• <-'-""1. ....... ~. e:., ... ·"" ......... t ...... 1 •• .) _,_ ::1 - ., 

l<.1s· anr:.;1ic1~;perm<:E5 lt::iVio~sa!:.; c:IG:·be e~;tar basc:.1cla (m el· cultiva 
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de tejidos :h.tve:nilE'~'s,. ta.lf!~'i como lc:i:; F:mhr·i.orH~s ci9ótir:os •. •· '"··"·· ,. ., .' .· 
El reportr: e~; unD. de! las h<J.!5E~5 p¿,11-a la. Lltil:i:·:ación de las t'. ··~· .· 

• • 1 ' ··,· 

t~cni~as ele. cultivo de tejidos vegetales en la seleccibn · · . . . .. ,e !·: 
el~: v.':'\ r i c:"ii1'1;es ~'iClfrl<.u:: l i:Jrl ¿,\l r~~:i '" n·i ve J. e:~" lula r · fü'l r2f:';¡:> 1~c i e~> · el t'? 1 : . ,. . . , 

e E l t ' .. 1·' ... ú.· t 8 . ne ro -~.\:l.Sª-.: .. .YJ:.'. .. ~:.~:L'.~. • . : .'- ,.. . . . , 
· But'8(·:1·' (198'7l, · t::in E~;·l;,'::l.dos Unidos lo!Jra· la'' .. "·., ·,· /:· .. 

micropropagació'n cJi..:>. f. ~:;irh21··o:·:~lnn a trav.~s; de la . ,· .. '':· 
~J t'ClffiOC: i (Jf1 y p t'O 1 i f f:?t''.ÓC.: Í Ó n CJ ·~~-b~:::~~·:;;;s;··-·-~~-;.~ :i. l. r.\t'!:.:!S t~f'\ t:/i.:'p 1 an' t.· t .. ?S ' .. 
r - : , . :.: '.· .'. . ; , ' :~· ! 
nndali:>S de .:i.ndi.vic.lt.\Ci!i:i mc::\c:ll..tt'D~> 'bc::\jo 1.::\ inflLwncia' de' BAP· "'. 
( 2: o - tj." o M) y . rll\l1'.'..\ ( (>" ~5 - . 1 • o ¡v¡) • E.: 1 A I F;I,. el E·?íll('.J>:d; r ó 5 e r . 1 ::· •· • : • :1 ;'. 

· 1 
mt;~; E.'!{e<:tivc.1 quo '"l if.'11"1{.1 P•'Wé.\ C!~>t:imulf.H" 'le:\ forrn.:\c'ión ck::".: .'.'··· · 1 

r<üces advEmtic::ic).Si C!l'l lns; b1'otc:.'f:; a Lll'1<2' t::oncent;r,T~c:i.ón d!,~: ·1'. .: .. '.· 1¡ 
10. 0 M. 1 

f<l1 L.l ,op O (1.987),· en InrJ:i .• :• E~r:;tuc:li.o/'1r::.. 
I 

p ro d u e e i o n d i::~ b :l Cl rn D.~:¡ D. c:I (·'; p 1 ,::\ n t r.:\ ~; el E! f~.. J~~~u.:.~!.t.J...~:=.r:~t:n .. .L.2. 'J s . . 
t<~t~l lj_.Q.~E~ cil::> t c::n i. c!a. s pe:> r e u l. t :L VD el(? 'l; E! :i i c:I e¡·:;, l. ;1 s; e: Dmp¿,\r ;::1n 
e: c:in t 12!5 t i f.J CJ !::; c1 l.H'! e o n ~'i :i. !::> \; :i. .::·"ro l"l C'l"l p li:"\11 t .:.u::; uh b::!n :i el r,,\ ~; por J.<°" 
!31? rm :i. n ac:. i ó n el e: s:; c·m i l. l i:':\ "'; .. 1::: l. e t''E'C :i. rn :i. E,11·¡ l.;c:i el t"! 1 <.\ s ¡:> 1 '" 1 .. 1 t <:\ ~; ·se·· 
rt~.::i J. i ;:~ ó b ,;;. :i c.i '.? el C::'l"l !:,; :i d i:':\cl E!!:'> Uf::: p ol:l 1 <'.iC i ó n. Le>s.; e 1.t l \; i VDf?. el€? 

tr.diclo~-; h\\:~ro:"1 i.ni.ci;:;;.tlu·,; º' p:::1r·ti1" c:IF: :i.ndi.viduos 
S€·.:' J. E·C: e: .i Ol"l i'.lc.f c:i·:::; e:: Cll'l un i::I. p ! '(:Id uc e: i. ó n c:I r:· l.,) i. c:>1n¿1 ~:;¿:1 :lo \f(::'.•C E·:s. 
mayor 9ue el prnm8cilo .. íl0spubs de 34 masas de haber·sidc 
i.n:i.r.:i.¡:\cli:.1~;:; li:l.\'ii pldnl:a.c::i.cinuF, la p1··od1..tc:c::ión d1::! biornar;;,;1' ··fu(! 
rn,:,..1yor ;~"n 1.<::1.f.:i pl<::<1"1ti:!.:::; p1··u"/F!ni.c:n'i:; 1;:; .. ;:¡·cl!:;l c:u.1.tivo cl0~ tejidos· 
y t~ri lt1s Fli:).r<:::ul•·"'·'; e.un mt1yo1·· c:IGinr,;:i.r!;,:1cJ ele-? peibl;;.1.ción (0.!5 
plc.\nl;,;\/rn!•:), L.<1 C:i'.ll"'D.cl:;c'l"~1.~:'>t:i.c::c¡. rn:i.1yor ¡:i1"nducc:'i.ón c:IE'! l:JiomiI\Sa 
d (·~ . l. C> f::i J. n d :i v i d t \o !:1 ~> E~ 1. E·! e e i c:i n .::t d C1 ~; E~::. e : : p r E~~; ..:1 d <A en . · 1 e":\ 

d !::! \1) e:€·? n d t? ne i '3 .. ·fo r m ·=1 c:I a p c:i t' l a~; p 1 <.1 n ta~'• p ro v E? n i i:.~ n t t'? s 'c.I E' 1 , · 
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cultivo de tejidos, evidencia que apoya 
posibilidad de utiliz~r las técnicas 
tejidos vegetales p~ra la prcpagacibn 
meJoree individuos. 

fuertemente la 
dr-:! cul.t:ivc:i de 
i::lonal de los 
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CA) 

COI -COOH 2 . 
~ ~ 

~ !2-COOH 

~ _¿, 

(C) 

(B) 

Figura 1. Estructura de AIA y de 2 auxinas sintéticas 
(Rojas y Rovalo, 1985). A: Acido indolacetico <AIA>; B: 
Acido 2,4~~iclorofenoxiac~ticc <2,4-D>; C: Acido 
a-naftalenacético <ANA>. 
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Tabla 1. Resumen de los efectos de las auxinas (Bidwell, 
1979). 

Formación de órganos <interactúa con citocininas) 

Organización de tejidos (interact~a con citocininas) 

División celular (interactúa con citocininas) 

Alargamiento i::elul2.r 

Relajación de la pared celular 

Sintesis de ARN y proteinas 

Produccibn de etileno 

Efectos enzimáticos 

Respuestaa trópicas y n~sticas 

Dominancia apical 

Prevención de la abscisión 

< 
H 
1'1----t 

N..._ __ _.. N 

NH 

Fi91 .. tra 2. Ptdenina t'.Barba, 1987a). 
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{A) 

CCl 

Tabla 2.· Resumen de los efectos de las citocininas 
<Bidwel 1, 1979). 

Formación de órganos <inter~ct~a con auxinas) 

División celular 

Alargamiento celular 

Contrarresta el letargo 

LiberaciOn de la dominancia apical 

Prevención de la senescencia 

Movilización de los nutrientes 

Regulacibn de los polirribosomas 

OH OH 

H N~ N 
o < l N N 

<¡ ,CH3 

17 

Gil 

'LN NI-I-CTI 2-CH= r 
CH20II 

¡CH
3 

I 

N r 

N -cH2-CI-I=C '\: H 

~ 
. 'CH H 

3: N N 

<N ( 'N N 

~~2-0'. 
Figura 3. Citocininas naturales y sint~ticas <Rojas y 
Rovalo, 1985). í-4: Isopentenil adenina (natural>; 8: 
Zeatina (natural>; C: 6-furfurilaminopurina <sintética>; 
D: Benciladenina Csint~tica). 
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III. MATERIALES Y METODOS. 

1. Especie estudiada. 
Posición taxonOmica <Lawrence, 1951; Bold, 1957>: 

Reino: 
División: 
Subdivisión: 
Clase: 
Subclase: 
SLtperorden: 
Orden: 
Suborden: 
Familia: 
SLib f .::i.m i 1 i a: 
Genero: 
Especie: 

Plantae 
Antaphyi;a 
Angiospermae 
Dicotyledonae 
Cotyloideae 
l~popetalae 

Myrtales 
Myrtineae 
Myrtaceae 
Leptospermoideae 
EL1calvptus 
~· cinerea F. v. Muell. 

~· cinerea es un ~rbol pe9ue~o, de corteza 
fibrosa J persistente. en la parte exterior presenta una 
coloración parduzca y canela en la parte interna. Las 
hojas son aovadas, subcordadas en la base, sésiles, 
opuestas, de 4 a 8 cm de largo, est~n cubiertas por una 
pruina plateada. Las nervaduras son muy notorias en la 
parte del haz, las secundarias divergen en ángulo de 45° 
o menor con respecto a la central; las terciarias estan 
.:i.nastomosadas •. Las flores son subsésiles o brevemente 
pediceladas y est~n dispuestas en umbelas axilares con 3 
flores cada inflorescencia, sostenida por un ped~nculo a 
veces muy suavemente comprimido. El diámetro de lo~ 

brotes florales es de 5 a 6 mm, con opérculo cónico, algo 
convexo y apiculado con el tubo del receptáculo obcónico 
tan largo como el opérculo; las anteras son ovoides con 
las tecas paralelas y una 9l~ndula en el tercio superior; 
todos los estambres son f~rtiles y se hallan doblados en 
el botOn floral. Los frutos, turbinados, miden unos 8 mm 
de di~metro, can el reborde ancho separada del tubo del 
recept•culo por un pe9ue~o canal~culo; tienen 3 a 4 
valvas triangulares, apenas exertas; las semillas son 
oscuras y rugosas <Bentham, 1866; Man9ieri y Dimitri, 
1-871) 

Es una especie afin a E. pulverulenta Sims, por 
otra parte e~ bastante cercano a ~· cephalocarpa Blackely 
(sin. ~· cinerea var. multiflora Maiden). ~· cinerea es 
originario de la región monta~osa de Nueva Gales del Sur 
y de Victoria, en Australia, desde los 33° a los 37° de 
latitud Sur, asociado con s_. gjves entre los 150 y 1100 
m.s.n.m. Es uno de los eucaliptos gue crecen mejor a~n 
cuando se cultiva en condiciones poco favorables, en 
Argentina ha sido introducido para plantarse en par~ues ! 
ja.rdines y es cultivado con fine~; comerciales para la 
venta de sus ramas ~n florer~a <Mangieri ! Dimitri, 
1971); en M~xico se le cultiva con el mismo fin en el 
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Munici~i~ de Villa Guerrero, Edo. de M~xico y se le d~ el 
nombre de "dolar", la propagación se realiza por medio de 
semillas por la que la variabilidad 9en~tica dentro de 
las plantaciones es muy grande <Carmena, A., com. per.). 

2. Material biolbgico 
Se utilizb como fuente de explante pl~ntulas de 

~- cinerea de 10 d~as de edad obtenidas a trav~s de la 
germinación de semillas in :litro. Tales semillas f1.~eran 
colectadas durante el mes de abril de 1987 en el 
Municipio de Villa Guerrero, Edo. de México. 

3. Medio nutritivo. 
Se empleó el medio nutritivo de Murashi9e y Skoog 

(1962), ·::o::in 3.0'.·~ de sacarosa, (1 .8/. de a¡3a1· y 1nodifi.c¿-:,do 
en ~u ccmposiciOn de rGguladores del crecimiento vegetal, 
el pH -f• .. ié ::> .. iustado .::t 5.:3 ~ 0:•.005 ·=on l\l:lOH LO 1<1 / HCl 1.0 
¡,¡, todas l.;:;.s Gustancia.s fueron 1:-¡rado reactivo (Tabla 3). 
Lcis l'(~Cipi~~nt~~':5 de r.:u.lti\'0 fueron frascos "i)erber" 1-::ada 
una con ~O ml de medio Je cultivo, se cerraron con 
tapones de material pl~stico para ~er por 0ltimo 
esterilizados en autoclave a una presibn de 1.0 ~g/cm2 y 
121ºC durante 15 a 20 minutos. 

4. Siembra del material en los frascos de 
cultivo. 

4.1 Semillas. 
La~ semillas fueron desinfestadas mediante el 

siguiente procedimiento: se sumergieron en alcohol 
et~lico al 90/. durante 10-15 segundos, posteriormente se 
lavaron ~gitando continuamente en cloro comercial 
Ccloralex) al 1.0% durante 10 minutos, para eliminar el 
cloro se lavaron 3 veces en agua destilada esterilizada. 
Luego se colocaron sobre la superficie del medio de 
cultivo sin RCV. Todo lo anterior se hizo en una c~mara 
de flujo laminar de aire. Las frascos de cultivo 
conteniendo a las semillas fueron llevados a una c~mara 
de incubacibn y mantenidas bajo un fotoper~odo de 12 
horas de luz con una intensidad luminosa de 400 pies 

I 

candela y a,una temperatura de 25 ± 3 °C. 

4.2 Disección y obtencibn de explantes. 
Una vez germinadas las semillas y a la edad de 10 

d~as se procedió a la disecciOn de las pl~ntulas <Fig. 
S>, ¡ a la siembra de los explantes en el medio de 
~ultivo dentro de la campana de flujo laminar. Cada 
pl~ntula +ué extraida del frasco v sumergida en una 
solución Je cloro comercial (cloralex> al 0.5% y 
enseguida lavada en 3gua destilada esterilizada. La 
disección Fu.é :-"obre p-'1pel filtrn esteriliza.do, de r.:?sta 
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manera se obtuvieron los ápices, se9mentos de raiz, 
hipocOtilo y cotiledOn, con un peso fresco promedio de 
1.1, 5.5, 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 c~mara de incubación. Fueron incubados bajo 
las mismas condiciones de fotoper~odo, intensidad 
luminosa y temperatura 9ue las semillas. Los instrumentos 
de disecciOn (pinzas y bistur~es) se mantuvieron 
sumergidos en alcohol etllico al 90% y fueron flameados 
en el mechero antes de cada manipulaciOn, asimismo para 
disminuir el riesgo de contaminaciOn microbiana se 
recurriO al uso de cofia, cubreboca y guantes de 
cirujano, tanto para la siembra de semillas como para la 
disecciOn de Las plántulas ¡ siembra de los diferentes 
explantes. Por otro lado se mantuvieron en incubaciOn 
algunos cultivos de pl~ntulas obtenidas por la 
aerminac1bn de semillas in vitre. 

5. Fitorreguladoree. 
El ~studio de los efectos de las auxinas y 

citocininas en el cultivo in vitro de los explantes de 
plántulas de ~- cinerea se realizo mediante el empleo de 
la auxina ~cido a-naftalenacético <ANA> y la citocinina 
6-furfuri laminopurina (kinetina, ~:::>. Lo:; diferentes 
tratamientos de RCV se aplicaron en experimentos donde la 
concentracibn de K se mantuvo constante y el ANA se 
administro en concentraciones variables, asl se tuvieron 
las combinaciones de auxina/citocinina que se muestran en 
la tabla 4. Todos los tratamientos se aplicaron pbr igual 
a las explantes ~studiados, teniéndose un m~nimo de 4 
repeticiones por tratamiento y por explante. Se reviso a 
las 3 semanas para observar cantaminaciOn microbiana y a 
las 8 semanas para la evaluaciOn de los cultivos. 

6. EValuaciOn de los cultivos. 
Para evaluar la inducción de callo 

(desdiferenciaciOn> se considero el porcentaje de 
explantes de ralz, hipocOtilo, cotiledón y épice 9ue lo 
desarrollaron en relación al nOmero total de explantes 
sembrado en cada uno de los tratamientos, corroborando su 
signif icancL~ con el empleo de la prueba estad~stica x~, 
cuyo modelo ~s <Daniel, 1982; Mendenhall et al., 1986): 

donde: 

i~.2::í: -------·-----

i=l E:1. 

0:1.=frecuencia observada en el i-ésimo tratamiento 
E:1.=frecuencia esperada en el i-ésimo tratamiento 
k=n~mero de tratamientos 
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Las hipótesis de la prueba fueron: 

Ho: Las respuestas observadas se deben Onicamente 
al a.zar 

HA: Las respuestas observadas se deben al efecto 
de tratamiento 

El criterio para emplear x~ fu~ que la respuesta 
"pareen taje de indL1cc i bn de cal lo" se comporta como una 
variable discreta ya 9ue en cada t1'atamiento e:-:istieron 
::;ólo 2 posibilidades, ·formación o no de callo, por lo 
tanto el par~metro considerado en la realización de la 
prueba fué la proporción muestra!. 

La proliferación de los explantes se evaluó 
midiendo su peso fresco y seco en todos los tratamientos 
a 135 8 semanas de cultivo. Con el fin de determinar la 
si9nificanci~ entre los dtferentes efectos de tratamiento 
en las respue·:;t;;..¡s 1nedidas se ;:;1plico la técnica 
estadistica del 3náli~is ~e ~arianza para un dise~o 

completamente 2leatori=2do 1oan1el, 1982; Mendenhall et 
:.!.l., 1986; t/er¿;.., 1·~87): 

donde: 

Y,J=i-ésima observaciOn en el j-ésimo tratamiento 
µ=media del grupo 

TJ=j-~simo tratamiento 
e,J=error en la i-ésima abservaciOn del j-ésimo 

tratamiento 

Se considero la siguiente prueba de hipótesis: 

Ho: Los tratamientos tienen el mismo efecto 

HA: Existen al menas dos tratamientos con efectos 
diferentes 

En los casas en que el an~lisis de varianza 
mostrb la existencia de diferencias significativas entre 
los efectos de; tratamiento se realizo una prueba de 
comparaciones mOltiples, la cual fu~ la prueba de Fisher 
o diferencia minima significativa CDMS o LSD, por sus 
siglas en inglés) !Daniel, 1982; Mendenhall et al., 1986; 
'··'era, 1987) . 

El crecimiento y desarrollo de los ápices se 
evaluó adem~s considerando el aumento en la longitud del 
eje principal ~ en el n~mero de hojas por ápice mantenido 
en culti~o. La ai9nificancia se determinó igualmente con 
el an~lisis de varianza y la prueb~ DMS. Con fines de 
comparacibn del crecimiento ¡ desarrolle del ~pice ~e 
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evaluo el peso ·fresco, peso seco, longitud del eje 
principal y n~merc de hojas en los cultivos de pl•ntulas 
9ue se mantuvieren en cultive sin RCV, ya que ~stas al 
igual 9ue les ápices portan al meristemo apical caulinar. 
La medicion en las plántulas de las caracteristicas 
enumeradas fué a partir del nudo cotiledonar. Se aplico 
el mismo an~lisis estadietico. 

Para todas la pruebas estad~sticas se uso un 
nivel de si9nificancia de ~=0.05. 
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Tabla 3. Composición del medio de cultivo <Murashige y 
Skoo9, 1<?62). 

MACF:ONUTR I E~lTES (mg/l) 

NH""t,~tJ'.,: 1650.0 
~:J·,JO:,; 1900.0 
CaCl2 º21-biJ 440.0 
MgSOJ.., ?HdJ 370.0 
l:::H2P04 170.0 
Na-..:EDTA 37.3 
F(:S04 7H20 27 ~ f.1 

MICRONUTF:IENTES ( m9/l) 

H::sBO::s 6.2 
MnS04 4H 2 0 

r;.f'"\ ..,. 
¿_,¡(.. • • ,;.1 

ZnSO"" 7H20 8.6 
KI (l.83 

Nad1o04 H:<!O (l.25 
CL1S04 5H20 0.025 
C0Cl2 6H20 0.025 

CONSTITUYENTES ORGANICOS 

Glicina 2.0 mg/l 
mio-inositol 100.0 mgíl 
Ac:ido nicotl.nico o. 5 mg/l 
Pirido:dna-HCl 0.5 mg/l 
Tiamina-HCl 0.1 1119/l 
Saca rasa 30.0 gil < 3. O'l.) 

.Asar 8.0 9/l ((l.8/.) 
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1 

Tabla 4. Combinaciones de ANA y K. La letra entre 
paréntesis indica la denominaciOn del tratamiento. 

REGUU~DORES DEL CONCEMTRACION < mg / l) 
CREC I MI Ei'lTO 

ANA o.o (>. 1 1. o 2.0 5.0 

I< l). o o. (l o. o ').o (1. (l 

1 
1: .:i.) ( b) <.e) ( d) (e) 

14NA 1), o o. 1 1 • <) 2.0 '.5. <) 

f··· ... o. 1 o. 1 o. 1 o. 1 o. 1 
( f) ( 8) (h) ( i) ( j) 

ANA o.o o. 1 1. o 2. o 5. (l 

f··· '· 1. o 1. (l 1.0 1. o 1. o 
0::) ( 1) (m) <n) (o) 

ANA o. o 0.1 1.0 2. (> 5.0 

V ... 2.0 2. (l 2.0 2. (> 2.0 
(p) ( 9) (r) <s) ( t) 

ANA o. o o. 1 LO 2. <) 5.0 

f"' "· 5.0 5. (l 5.0 5.0 5.0 
<u> (v) <w> ( :-:) (y) 
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IV. RESULTADOS. 

El callo apareciO entre las 2 a 3 semanas de 
cultiva. La forrnacibn de callo inducida por ANA y K en 
los 4 explantes estudiados se encuentra registrada en las 
figuras 5 a 8. En el caso de la raiz y del ~pice no se 
presento la desdiferenciaciOn siempre 9ue la auxina 
estuvo ausente, la mismo ocurriO en los tratamientos b, 
c, 1, m, ·~( e:¡ en raiz, a, f, k, ~( u en hipocOtilo, a, b, 
f, ::;¡, 1::, ~.: 1 en cotiledOn y a, b, f, 9, k, 1, m, p, 9, r, 
u, ~( V en apice. La formaciOn del callo inducida 
~nicamente par K se llevo a cabo en los tratamientos p en 
hipccOtilo y p & u en cotiledOn. Porcentajes de 100% se 
elcanzaron con lDs trat;:i.mientos j, n, o g1. y en 1"aiz, j, 
a, t, 1.,., :·: ;~,, 'I ~m hipocOtilo, j, n, a, t, :: ·~( y en 
cotiledOn / j, I; ~! y en apice. Todo·::; los dem~s 

tratamientos tu~ieron porcentajes de respuesta variables 
en los 4 explantes. 

Se observa 9ue l~ desdiferanciaciOn se da como un 
efecto de la presencia ; concentraciOn de los RCV en el 
medio de cultivo. por otro lado, afectaron de distinta 
inaner3 i:.\ 10~'5 di-h2renb:!S r~:-:plantes, a.si vernos ·:1ue r~l 

aumento en el porcentaJe de formaciOn de callo ocurre 
Junto con el incremento en la concentraciOn de ANA en 
todos los niveles de Y, excepto cuando se cultivan 
segmentes de ra~= en el nivel de 2.0 mg/l de K, asimismo, 
los diferentes e:-:plantes responden de manera distinta 
ante el est~mulo 9uimico, se puede ver en la figuras 4 a 
8 9ue no todos los tratamientos provocan callo9énesis en 
los 4 explantes, de tal manera 9ue el hipocOtilo es el 
explante que muestra mayor sensibilidad, siguiéndolo en 
orden descendente el i:.:otiledOn, la raiz y el apice. 

Los callos se iniciaron sobre 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 ~pice y amarillo café en raiz. 
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LJ Nt.'1, D.ü mg/1 

f;2] .1\N.t\ ü. i m;i/1 

[2J N'l" 1. f1 rrq/l 

Eill ,11.j·{.'I, 2.·~I mg./I 

[fil N·~·" 5,f1 r,·q/1 

Figura 6. Efecto de ANA y K en la formacibn de callo en 
e:<plantes de hipocotilo de E. cinerea <:·:~ g. l.=3; 
1.X=O. 05; n=4>. 
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Figura 7. Efecto de ANA y K en la formacibn de callo en 
explantes de cotiledbn de E. cinerea Cx 2 9.1.=3; ~=0.05; 
n=4>. 
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Las figuras 9 a 16 muestran la influencia de ANA 
y k en el peso fresco y seco de los segmentos de ra~z, 
hipocótilo, cotiledon y los :'.\pices a.is:l,;;1.dos, la t<.~bla 5 
corresponde a los resultados encontrados para el cultivo 
de plántulas en ausencia de reguladores del crecimiento, 
la longitud del eje principal del tallo y el n~mero de 
hojas de los cultivos de ~pice se encuentran en las 
figuras 17 y 18. En todos los casos se presentan valores 
promedio. 

El aumento en biomasa <peso fresco y seco) de los 
explantes se viO influenciado por la presencia y 
concentacibn de ANA y K en el medio de cultivo y por la 
naturale::a propia del P-:'.plant.e, de tal manera c¡ue los 
<::.pic:es son lo:; ·4ue e·:dlibieron una mayor biomasa en todos 
los niveles de K probados, en cotiledón fué mayor que en 
hipocotilo excepto en los niveles de 1.0 y 5.0 mg/l de K 
., en t'óÚZ ,::e r··egi:;traron los menores. :_a tendencia 
:iener¿..l fué t?l ::iumento •?n la biomasa conforme la 
concEmtr:::o.ción rJ12 ¡::;NA ~e incrementó. El peso Tt'esco y St~c:o 

medido en l::1s pl.¿rntuL:¡:; :;uperó :d =tlc:anzado por los 
~pices soL<.menl:e cuandC'J la .Et.u::ina >?stuvo ::<.L•.sente~ 

excepto en los niveles de 0.1 y 5.0 mgil de~ y con la 
auxina y citocinina ambas a 0.1 mg/l. 

Eventos morfogénicos como el desarrollo del tallo 
y la farmaciOn de hojas 3e observaron solamente en los 
cultivos de ~pice. La longitud se viO afectada por ANA y 
K, encontr~ndose 9ue unicamente en los niveles de K de 
2.0 y 5.0 mg/l existieron diferencias significativas, la 
longitud alcanzada por el tallo en las pl~ntulas, medida 
a partir del nudo cotiledonar, fué mayor a la alcanzada 
por los ~pic:es, esta diferencia fué significativa. Asl, 
en todos los tratamientos se observó una disminuc:iOn en 
la elon9acibn del tallo con respecto a lo encontrado en 
la plántula. La formaciOn de hojas es otro evento 
morfogénic:a llevado a cabo por los cultivos de ~pice, se 
encontraron diferencias significativas en el n~mero de 
hojas formadas en las concentraciones de K de O.O, 2.0 y 
5.0 mg/l. El n~mero de hojas originadas en el cultivo de 
plantulas fué menor a los máximos encontrados en los 
cultivos de ~pice, con excepciOn del nivel 0.1 mg/l de K, 
donde el maximo (3 hojas) coinc:idiO al registrado para 
p lantulas. 
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Figura 11. Efecto de ANA y K en el crecimiento de 
explantes de hipccOtilc de ~- cinerea a las 8 semanas de 
cultivo (GLEG=4, GLDG=15; a=0.05; n~4>. 
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expl&ntes de hipocOtilo de ~- cinerea a las 8 semanas de 
cultivo <GLEG=4, GLDG=15; a=0.05; n=4). 
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Ld .~Nt\ 1 .. :;1 rrt;J/i 

Figura 13. Efecto de ANA y K en el crecimiento de 
explantes de cotiledón de ~. ~inerea a las 8 semanas de 
cultivo CGLEG=4, GLDG=15; ~=0.05; n=4). 
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Figura 14. Efecto de ANA 
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y K en el crecimiento de 
~· ~inerea a las 8 semanas de 

i:x=O. 05; n=4). 
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c=i .. ~N•\ D. (1 rn.:;¡/I 

~ .M·~.f\ ü. ·¡ mg./I 

[8j .~.N.~ 1. {I m:;u"I 

~ .•\No\ 2. O m:;i./I 

Figura 18. Efecto de ANA y K en el n~mero de hojas en 
ápices ai~,;lados de ~-. cinerea a las 8 semanas de CL1ltivo 
(GLEG=4, GLDG=15; a=0.05; n=4>. 



Tabla 5. Respuestas de un cultivo de plántulas de ~· 
cinerea sin reguladores del crecimiento medidas a partir 
del nudo cotiledonar. Periodo de cultivo 8 semanas. 

Media(n=4) D. s. 

Peso fresco (m9> 10.4 1.39 

Peso seco (m9) 7.4 0.65 

Longitud (cm) 1.8 0.38 

No. de hojas 3.0 o.o 
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V. DISCUSION. 

En el presente trabajo se estudió la influencia 
de diferentes concentraciones de ANA y K en distintas 
e:·:p 1 i:Hl tes de ~.· S..:L.11§'..!:'...E:?.E\; en 1 o 9ue se reH ere a l ¿-1 

formación de callo los resultados de estos experimentos 
muestran 9ue la iniciación del callo en raiz y ~pice 

depende de la presencia de la auxina, mientras 9ue la 
citocinina sola es suficiente en una concentración de 2.0 
m9/l para hipocótilo y a 2.0 y 5.0 mg/l para cotiledón, 
asimismo, la mayor producción de callo se encuentra a las 
mayores concentraciones de la auxina en todos los niveles 
de la citocinina, de tal manera que parece ser 9ue el 
factor crucial en la inducción del callo es la auxina y 
la ci.tocinina jLH?ga un papel complementario. En las 
figuras 4. a 8 se puede observar gue porcentajes de 
formación de callo del 100% se encuentran desde la 
concentración de 0.1 mg/l de K combinada con el nivel más 
alto de ANA, ~ste porcentaje es más frecuente al aumentar 
la concentración de K por lo 9ue es probable 9ue su 
efecto sea el de magnificar la acción inductora de la 
auxina. Resulta importante destacar 9ue en ning~n 

explante hay formación de callo cuando ambos reguladores 
están ausentes. 

El ~pice resultó ser el explante menos sensible 
al efecto inductor de ANA y K , probablemente se deba a 
9ue es el lugar de sintesis del AIA. Es probable 9ue el 
AIA compita en condiciones favorables con el ANA 
impidiéndole su acciOn inductora <en los niveles 
probados) a~n cuando se trata de otra auxina. Se ha 
observado 9ue la actividad auxinica de algunas sustancias 
se debe a su composición y a su conformacibn espacial 
(Wareing y F'hillips, 1973) y siendo el AIA la au:·:ina 
natural, adem~s de existir enzimas especificas para su 
de9radacibn existen sitios especificas y particulares 
para su reconocimiento. El cultivo del meristemo apical 
sin primordios foliares (lugar de máxima sintesis de 
AIAl, en presencia de AIA, ANA y citocininas exbgenos 
podria ser de gran utilidad para intentar resolver este 
problema, ya 9ue se ha visto 9ue el meristemo solamente 
crece y se desarrolla ante auxinas y citocininas exOgenas 
presentes en el medio de cultivo <Navarro, 1987). 

La formacibn de callos inducida por reguladores 
del crecimiento ha sido reportada en varias especies del 
género Eucalyptus, a partir de partes de la plántula en 
!;_. citriodora <Aneja y Atal, 1969; Lakshmi Sita, 1979) ,en 
!;_. marginªt~ <Bennett y McComb, 1982), ~- globulus (Oka 
et al., 1982) y s_. camalg.b!_lensis <Diallo y Duhow:, 1984). 
La formación del callo ha sido a partir de ápices 
radiculares, lignotubérculos, segmentos de hipocbtilo y 
cotiledbn en ~· citriodora, de cotiledón en ~· marsinata 
y ~· ~amaldulensis y de hipocótilo en ~· slobulu§, como 
vemos, ésta es la primera ocasibn 9ue se estudia este 
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proceso cultivando el apice del talle de la plántula en 
una especie del g~nero. 

Las caracteristicas morfológicas y estructurales 
de los callos varian dentro de la misma especie y 
dependen del estado fisiológico del explante original y 
particularmente de las concentraciones de reguladores del 
crecimiento, en este trabajo, bajo las condiciones 
proporcionadas a los cultivos se encontraron diferencias 
en la pigmentaciOn de los callos, tales diferencias 
indican diferencias metabólicas en la sintesis de 
clorofila y pigmentos accesorios. El estado fisiol69ico 
propio de cada e:·:pl.ante '.la. ;:.. determinar la rf?!:spw2sta i!J. 
vitro_ de l.a.s c~luli:rn c¡uc'? lo componen y J.¿¡_':; 

caracter~stic2s del callo formado. 
La proliferación celular 9ue representa la 

segund~ fase par3 el estableci.m1ento de los cultivos de 
·=,Etllo·:s, ,;•? ..:2.ra.ctr:2ri::.o.•. pDr t::·l crecimif.::ntc> cont).nuo del 
tejido acomra~ado por un incremento en la tasa de 
::;;~nt·:=·:::.1·::; ;:J;.:? .9.c.i.dos nu.c:lei.cn·::; :¡ prote1nas (,·:1i t(:hi.·::;on et 
.::d., 1777) .. L:~ •::.ivc:duacion de la L<.<::e de proliferac:ión se 
tJ¿,s; .. j en l.c~. pt'oducción de biomasa r-)or •:a.da e;-:pl::ini;e en 
i:::c:ida u.no. rJe 1 dS comb i nac i c:mr~s de f·~¡·.fA y 1::, a J. f inc:1 l del 
periodo de incubaciOn. 

En los 4 tipos de explante la proliferación se 
inició en la superficie del corte lo cual parece ser un 
patrón ~3enera l i zadC) iTran y Tri nh, 1978) . F'ara e 1 
establecimiento del callo juegan un papel importante los 
niveles endógenos y exOgenos de reguladores del 
crecimiento en el cultivo. 

En la literatura consultada sobre el género 
Euc_al vptus solamente el trabajo de de Fossard et al. 
'1974) aporta datos acerca de la proliferación de los 
callos, ellos encontraron 9ue la biomasa de callos de 
t.al lo de s_. pancroftj,J_. aLlmt:mta conforme aument<rn las 
concentraciones de ANA y K en el medio de cultivo. Aunque 
se trata de especies y explantes distintos, con una edad 
y estado fisiolbgico diferente, el efecto de ANA y K es 
similar al encontrado cuando se cultivaron segmentos de 
ra~z e hipocOtilo, no as~ en el caso del cotiledOn y el 
~pice. En efecto, en las figuras 9 a 12 podemos observar 
en general, el aumento en peso fresco y seco a la vez 9ue 
aumentan los niveles de ANA y K y en las figuras 13 y 14 
'cctiledbn) .es posible apreciar 9ue la tendencia al mayor 
aumento en la biomasa se detiene en el nivel de K de 2.0 
mg/l. y ·?n l¿\s: fic3ura~s J.5 y 16 !c~\pice) 5t:~ tiene menor 
proliferacibn en las niveles de K de 1.0 y 2.0 m9/l, con 
un incremento de la biomasa en el nivel de K de 5.0 mg/l. 

L::l ti.po de ·:~::pl<rntc·2 fué un t"::\ctcir <-1ue in·fluyó en 
la proliferaciOn de los cultivos ante las mismas 
•:oncE:n ·1.~ , .. :;ic :i. Drlff:: d<e¿ (:1~.¡{:1 y I< p robc.~cL\s, vemos .:¡u.f.:? el te.Ji do 
,,,eno~; p1-ol.lfr~1···2\1;ivD ·h.t~' l.a 1··aL:, :::;i<3uiéndo.le t-:m orden 
~scendente 01 hipocOtilo, el cotiledOn y el ~pice, ~sto 

se debe probablemente 0 las caracteristicas metabólicas 
:-·rap1;::1s ·Je c:.;i.da u:-~pL::i.nt1.? \/,:;\ c1ue el nivel de 
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diferenciación corresponde a la posiciOn de la células en 
el cuerpo de la plántula. Los cotiledones y el ápice 
poseen c~lulas especializadas en el metabolismo 
fotosintetico, en meno1' grado el hipocoti lo mientras 9ue 
la ra~z carec~a de tal especializaciOn. Podemos notar 
entonces 9ue los nutrientes aportados por el medio de 
cultivo no fueron suficientes para sostener en la raiz un 
incremento de biomasa de la misma magnitud 9ue el 
alcanzado por los otros explantes. 

El patrOn de crecimiento encontrado en la ra~z 
mostró una dependencia hacia la cátocinina, los 
diferentes valores de peso fresco y seco tendieron a 
aumentar con la presencia y aumento de la concentración 
de la citocinina, el análisis de varianza mostró 9ue no 
existen 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 y seco encontrados fueron estad~sticamente 

iguales. Este comportamiento caracteristico nos indica 
9ue la citocinina está actuando al nivel de la división 
celular en conjunción con el ANA pues vemos en las 
figuras 9 y 10 9ue los mayores valores de peso fresco y 
seco ocurren a la concentración de 5.0 mg/l de ANA en 
combinación con todos los niveles de K. 

El hipocbtilo desarrolló una tendencia hacia el 
incremento de la biomasa conforme el ANA es proporcionado 
en mayor cantidad en el medio de cultivo a~n cuando la K 
est~ ausente. En ausencia de K el crecimiento celular 
está determinado por el 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 lo cual sugiere una tasa de 
divisibn celular alta por efecto de la citocinina, as~ 

como efectos sinérgicos de los reguladores. 
En el cotiledón no se observo una tendencia 

gradual de aumento en la biomasa al incrementar la 
concentración de la auxina. Los mayores valores de peso 
fresco y seco se encontraron en los niveles de 0.1, 1.0 y 
2.0 m9/l de K, con una disminución a la concentración de 
2.0 mg/l de ANA, ésto sugiere 9ue en esta concentración 
la auxina posiblemente act~a como un inhibidor del 
crecimiento de ~ste explante. 

Estudios bio9u~micos podrán aportar datos acerca 
de las modificaciones producidas por el ANA a 2.0 m9/l 
combinado con los niveles de K , mencionados en el 
párrafo anterior, sobre el metabolismo 9ue provocan una 
menor producción de biomasa. El crecimiento por 
elongación celular y aumento en volumen ocurrió 
influenciado por ANA a 5.0 mg/l con O.O m9/l de K en 
cotiledón. La división celular por otro }¿~do, es 
aumentada fuertemente en todos los niveles de K excepto 
el de O.O m9/l, a partir de la concentración de 1.0 m9/l 
de ANA, con un decremento en el nivel de 5.0 m9/l de K, 
esto sugiere interacciones sinérgicas entre la auxina y 



la citocinina para inducir el crecimiento a partir de la 
concentración de 1.0 mg/l de ANA y 0.1 de K, en el rango 
de concentraciones probado, tal efecto se hace negativo 
al llegar al nivel de K de 5.0 mg/l. 

En el caso del ápice los valores más altos de 
crecimiento es encuentran en los niveles de K de O.O, 0.1 
y 5.0 mg/l, siendo los niveles de 1.0 y 2.0 mg/l los que 
produjeron los menores. En todos los niveles de K, a la 
concentración de ANA de 5.0 mg/l se encontró la mayor 
producción de biomasa. Vemos 9ue concentraciones altas de 
auxina y citocinina provocan un alto crecimiento, al 
nivel de 2.0 mg/l de K sufre una inhibición y en ausencia 
de K la biomasa se incrementa como efecto de la auxina 
en el alargamiento y aumento del volumen celular. El 
crecimiento de los explantes con ANA a 1.0 y 2.0 y sin K 
es considerable, indicando 9ue el ANA es activo en estas 
concentraciones cuando no hay citocinina en el medio de 
cultivo. 

Un factor muy importante en el crecimiento fu~ la 
formación de callo. Las figuras 5 a 8 nos indican 9ue no 
en todas las combinaciones de fitorreguladores se dió la 
desdiferenciaciOn, por lo 9ue el crecimiento alcanzado se 
debió al aumento de la biomasa del callo o al crecimiento 
del explante manteniendo su estado de diferenciación, en 
el caso del ápice en más del 50% de los tratamientos, 
especialmente en a9uellos donde el ANA estaba ausente o 
en concentraciones bajas (0.1 y 1.0 mg/ll, se diO el 
crecimiento del explante sin formacibn de callo, los 
tratamientos 9oe tampoco produjeron callo en los otros 
explantes fueron igualmente los carentes o a bajas 
concentaciones de la auxina. 

Los valores de peso fresco y seco para el cultivo 
de plántulas fueron menores a los encontrados para el 
ápice e:-:cepto en los tratamientos a, b, j, k, o, p, ~(u, 

es decir, en los tratamientos con baja concentraciOn de 
la auxina y para el tratamiento i (2.0 mg/l de ANA y 0.1 
mg/l de K>, este resultado muestra 9ue la producción de 
biomasa es mayor en cultivo de tejidos en presencia de 
ANA y K a concentraciones de 1.0, 2.0 y 5.0 m9/l 9ue en 
la planta completa. Lo anterior puede ser causado por el 
efecto estimulador del crecimiento y de la divisibn 
celular de los RCV sobre el explante. 

Los eventos observados en el ápice relacionados 
con la morfogénesis fueron la elongación del tallo y la 
formaciOn de hojas (consecuentemente, alargamiento de los 
entrenudos). El análisis de varianza se~ala 9ue para los 
niveles de K de O.O, 0.1 y 1.0 mg/l no existieron 
diferencias significativas entre las alturas registradas 
en cada tratamiento, mientras que en los restantes 
niveles los tratamientos r & u fueron los 9ue provocaron 
una elongaciOn significativa. No obstante, la tendencia 
general es la disminuciOn de la elongación del tallo 
conforme aumenta la concentracion de fr.:, lo 9ue puede 
verse en la figura 17. Vemos entonces que la citocinina 
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está posiblemente actuando a manera de contrarrestar el 
alar9amiento celular y consecuentemente del tallo. La 
longitud alcanzada por el cultivo de plántulas fué muy 
superior al encontrado en los cultivos de ápice, ésto nos 
se~ala diferencias morfol09icas de los ápices en cultivo 
in vitro con respecto al patron general de desarrollo de 
la plántula, diferencias posiblemente debidas a que el 
ápice está creciendo fuera del contexto del organismo y a 
la influencia de los re9uladores del crecimiento. 

La formaciOn de hojas fué otro evento morfo9énico 
observado. En los niveles de K de 0.1 y 1.0 mg/l no hubo 
diferencias significativas, mientras que en ausencia de K 
el análisis estad~stico se~ala que con ANA a 2.0 mg/l se 
dá un máximo del n~mero de hoja~, 4.0 7 con K a 2.0 mg/l y 
ANA a 1.0 se alcanzaron 3.5 hojas y con 5.0 mg/l de K y 
1.0 de ANA se tienen 4.5 hojas, siendo este n~mero el 
máximo alcanzado en todos los niveles de K. Dicho evento 
morfogénico es influenciado ~nicamente por el ANA en los 
tratamientos a al f, k, p, & u y debe ser controlado por 
los niveles endOgenos de auxinas y citocininas del 
explante. Todos los demás tratamientos indican una 
interacciOn entre el ANA y K para el evento morfogénico, 
encontrándose que el mayor n~mero de hojas producidas 
ocurre cuando la relaciOn auxina/citocinina favorece a 
ésta ~ltima. Al comparar con el n~mero de hojas en el 
cultivo de plántulas vemos que al igual que con la 
longitud, el desarrollo de los ápices se aparta del 
patrOn normal debido quizá a la presencia en el medio de 
cultivo de los reguladores el crecimiento. 

Por ~ltimo, cabe se~alar que el cultivo de 
tejidos vegetales ha demostrado ser un modelo 
experimental efica= para la investigaciOn en fisiolog~a 
vegetal. La revisibn de literatura mostrO 9ue en diversas 
partes del mundo diferentes grupos realizan 
investigaciones que utilizan el CTV con el fin de 
desarrollar t~cnicas biotecnolOgicas de propa9aciOn 
clonal de especies de Eucalyptus. Los resultados de estos 
trabajos han mostrado algunas de las condiciones para la 
regeneracibn de plt:i.ntulas in vitre en' algunas de las 
especies 9ue componen al género Eucalyptus, como son ~· 
citriodora <Aneja y Atal, 1969; Lakshmi Sita, 1979; 
Muralidharan y Mascarenhas, 1987), ~· s.r:.andis (de Fossard 
et al., 197L~; Cresswell y Nitsch, 1975), S• marsinata 
<Bennet y McComb, 1982), S,. slobulus <Oka et al., 1982), 
fu_camaldulensis <Diallo y Duhou::, 1984; Muralidharan y 
Mascarenhas, 1987>, S,. resinifera <McComb y Wroth, 1986>, 
~· maculata <McComb y Wroth, 1986) y ~. sideroxylon 
<Burger, 1987). 

Pl~ntulas de ~. tereticornis y ~· torelliana han 
sido obtenidas in vitre y cultivadas en plantaciones 
controladas, para posteriormente ser comparadas en su 
crecimiento con individuos obtenidos por la germinación 
de semillas <KhL1spe et al., 1987). Los resultados 
obtenidos en este trabajo apoyan la idea de utilizar las 
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t~cnicas de cultivo de tejidos vegetales en la 
prapagaciOn clonal de aquellos individuos que manifiesten 
caracteristicas sobresalientes. 
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VI. CONCLUSIONES. 

La formaciOn de callos en los cultivos de ápice y 
segmentos de raiz, hipocotilo y cotiledon de S· cinerea 
depende del suministro de re9uladores del crecimiento 
vegetal en el medio de cultivo. Es excepcional 9ue la 
formacion del callo ocurra en ausencia de ANA mientr~s 
que en ausencia de K es más frecuente, dentro del rango 
de concentraciones probado, y no ocurre en ausencia de 
los dos reguladores del crecimiento. 

Los mayores porcentajes de formación de callo 
ocurren conforme aumenta el nivel de K y en conjunción 
con las mayores concentraciones de ANA, dentro del rango 
de concentraciones estudiado, por lo 9ue 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 y K, 9uizá debido a su estado 
fisiolOgico y de diferenciaciOn particular. El explante 
más sensible a la inducciOn de callo fué el hipocótilo, 
el menos sensible el ápice, probablemente a que porta al 
meristemo apical caulinar, y en grado intermedio se 
encuentran el cotiledón y la raiz. 

El crecimiento de los diferentes explantes se viO 
influenciado por los reguladores del crecimiento 
empleados, en ausencia de K el ANA promovió el 
alargamiento celular y el aumento de volumen de las 
células, la K sola y junto con ANA promovió la división 
celular, igualmente, los mayores valores de peso fresco y 
~eco. se encontraron en las concentraciones más altas de 
los reguladores, para raiz e hipocbtilo; el cotiledOn y 
el ápice exhibieron un comportamiento diferente, el mayor 
crecimiento del cotiledón se encontrO en los niveles 
bajos e intermedios C0.1, 1.0 y 2.0 mg/l) de la 
citocinina y para el ápice en ausencia de citocinina y en 
sus niveles de 0.1 y 5.0 mg/l, pero en ambos explantes 
siempre en el nivel más alto de ANA, excepto con ANA y K 
a O. 1 mg/ l. 

Los valores de peso fresco y seco de los 4 
explantes estuvieron relacionados con la formación de 
callo, as~, los valores más bajos de peso fresco y seco 
correspondieron generalmente a los tratamientos donde no 
hubo producción de callo, mientras que los més altos a 
los que si condujeron a su formación. 

El crecimiento fué diferente se9~n el explante 
cultivado, las mayores biomasas correspondieron al ~pice 
y al cotiledón, les siguió el hipócótilo y el que menor 
crecimiento manifestó fué la raiz. Se pudo ver entonces 
que las caracter~sticas propias de cada explante provocan 
respuestas diversas, tanto en la inducciOn del callo como 
en su crecimiento. 

El desarrollo de los ápices exhibió desviaciones 
del desarrollo normal de la plántula de ~· cinerea como 
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efecto de los re9uladores del crecimiento utilizados, 
tales desviaciones correspondieron a un incremento en la 
biomasa, disminuciOn de la longitud del tallo y n0mero de 
hojas distinto (mayor o menor se90n el tratamiento 
aplicado). 

Este es el primer trabajo realizada empleando 
cultivos de tejidos de ~· 5inerea, es necesario continuar 
la investi9acibn particularmente en le 9ue respecta a sus 
aspectos citol69ico, histolOgico~ bio9u~mico y 
fisiológico, principalmente, para poder contribuir al 
mejor· conocimiento de la biolo9~a de esta especie en 
particular y en general de las especies forestales. 
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