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Induccion de caulogénesis indirecta en Eucalyptus globulus
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SUMMARY

Caulogenic induction was studied using mature seeds as initial explants. Four concentrations of BAP (0, 3, 5 and 7 mg L) in
the mediums MS, B5 and SP were evaluated for the callus formation. The callus formed in the previous stage was used for the
caulogenesis, evaluating the effect of two concentrations of ANA (0.1 and 0.5 mg L-!), maintaining constant the BAP (1.0 mg
L-!) and the nutritious media from which they came. In the callus formation, the best results were obtained with 7 mg L~ of BAP
(73%) when using the medium BS5; differing significantly from MS. For the caulogenesis, the medium SP produced the highest
values in formation of shoots (78%) differing significantly from the media B5 and MS. BAP-ANA’s combination (1.0-0.1 mg L)
was more appropriate for the formation of shoots (62%), although without statistically differing from the other combination. In
conclusion, the callus formation is directly related with the concentration of BAP and the nutritious media used. Also, the
concentration of BAP from which the callus and the combinations of BAP and ANA come, for the caulogenesis, do not influence
significantly in the formation of adventitious shoots, contrary to the used nutritious media.
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RESUMEN

Se estudié la induccién caulogénica utilizando semillas maduras como explantos iniciales. Para la callogénesis se evaluaron
cuatro concentraciones de BAP (0, 3, 5y 7 mg L) en los medios MS, B5 y SP. Para la caulogénesis se utilizaron los callos
formados en la etapa anterior, evaluando el efecto de dos concentraciones de ANA (0,1 y 0,5 mg L), manteniendo constante el
BAP (1,0 mg L") y el medio nutritivo del cual provenian. En la callogénesis los mejores resultados se obtuvieron con 7 mg L-!
de BAP (73%) al utilizar el medio BS, difiriendo significativamente de MS. Para la caulogénesis, con el medio SP se obtuvieron
los valores mas altos de formacién de brotes (78%) difiriendo significativamente de los medios B5S y MS. La combinacién de
BAP-ANA (1,0-0,1 mg L) resulté6 mds apropiada para la formacién de brotes (62%), aunque sin diferir estadisticamente de la
otra combinacién. Se concluye que la callogénesis estd directamente relacionada con la concentracién de BAP y el medio
nutritivo utilizado. Ademads, la concentracién de BAP del cual provienen los callos y las combinaciones de BAP y ANA para la
caulogénesis, no influyen significativamente en la formacién de brotes adventicios, a diferencia del medio nutritivo utilizado.
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INTRODUCCION

La bibliografia existente sobre micropropagacién de
Eucalyptus sp. ha abordado principalmente la biisqueda
de combinaciones hormonales y medios nutritivos ade-
cuados para cada etapa de la micropropagacién (induc-
cién de brotes, elongacién y enraizamiento) y para cada
especie en particular. Los primeros reportes de micropro-
pagacion de Eucalyptus sp. corresponden a Fossar et al.
(1974) en Australia, y a Franclet y Boulay (1982) en
Francia. Los trabajos se iniciaron en la empresa AFO-
CEL de Francia en 1973 con la produccién masiva de
clones de Eucalyptus sp. resistentes al frio. Wiecheteck
et al. (1989) encontraron que la combinacién éptima para

250

la proliferacion de brotes de Eucalyptus viminalis Labill.
fue de 0,2 mg L-! de BAP y 0,1 mg L' de ANA!. Para
la elongacién de brotes, la aplicacién de 1,5 gL' de
carb6n activo y 0,1 mg L' de AIB, resulta en el trata-
miento con mejores resultados, mientras que para la etapa
de enraizamiento, la aplicacién de 1,0 mg L-! de AIB y la
reduccion de la concentracién mineral del medio MS a la
mitad, produce el mayor porcentaje de enraizamiento!.

Abreviaciones: ANA: dcido naftalenacético; BAP: 6-bencilamino-
purina; B5: Gamborg, solucién mineral (Gamborg et al. 1968);
MS: Murashige y Skoog, solucién mineral (Murashige y Skoog
1962); SP: Barrueto, solucién mineral (Barrueto et al. 1999).
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Por otra parte, Das y Mitra (1990), en la micropropaga-
ciéon de Eucalyptus tereticornis Sm., establecen que la
mejor combinacién hormonal para la induccién de brotes
adventicios es 1,0 mg L' de BAP y 0,1 mg L' de ANA
en un medio MS. Para la elongaciéon de los brotes es
beneficioso disminuir las concentraciones hormonales
anteriores, o suplementar el medio de cultivo con carbén
activo y giberelina. Para inducir el enraizamiento, es ne-
cesario mantener los brotes en 1,0 mg L-! de AIB en un
medio Knop. Ademds, estos autores puntualizan que el
factor clave para la induccién rizogénica es mantener los
explantos por un periodo corto en oscuridad. Este tltimo
aspecto también es recalcado por Jambhale y Patil (1996),
aunque ellos obtuvieron mejores resultados con una do-
sis de 4 mg L-! de AIB por 72 horas, pero manifiestan un
marcado efecto clonal, tanto para la proliferacion de
brotes adventicios como para la induccién rizogénica.

Para el caso especifico del enraizamiento, pero en
Eucalyptus regnans F. Muell., Blomstead et al. (1991)
indican que es mds apropiado un periodo de 7 dias en 20
mg L-! de AIB en un medio Hogland o Woody Plant
Medium, que en MS. También puntualizan que es mejor
cambiar los explantos después del pulso hormonal, al
medio de cultivo suplementado con carbén activo dismi-
nuyendo la intensidad luminica.

Videla y Chung (1996), en un estudio de micropropa-
gacion de Eucalyptus globulus Labill. a través de seg-
mentos nodales, determinan el efecto directo del BAP
sobre la proliferacion y posterior elongacién de los
brotes inducidos, encontrando que una concentracién de
1,0 mg L' de BAP con 0,01 mg L! de ANA es mds
apropiada para la induccién caulogénica. Mientras que la
elongacién y multiplicacién masiva se puede realizar dis-
minuyendo la concentracién de BAP hasta 0,1 mg L'
manteniendo constante la concentracién de ANA.

La elongacién apropiada de los brotes inducidos sin
problemas de deformacién foliar es clave para seguir
proliferando material seleccionado, ya que un mayor
nimero de entrenudos permite obtener una mayor canti-
dad de brotes en las etapas de proliferaciéon. Por otra
parte, una elongacién de buena calidad aporta brotes con
caracteristicas de didmetro y longitud adecuadas para el
enraizamiento. Esto es demostrado por Calderén-Baltie-
rra (1994), al indicar que un tratamiento hormonal con
0,1 mg L' de GA; y 440 mg L' de calcio (normal en
MS), seguido por un tratamiento de oscuridad, es el més
adecuado para obtener brotes vigorosos para el enraiza-
miento. Sin embargo en Eucalyptus gunni Hook., Cor-
tezzi y Méndez (1989) logran elongar 2-2,5 cm con 0,1 y
0,5 mg L' de GA, en presencia de BAP y AIB antes de
enraizar. No obstante, no todos los véstagos elongados
logran enraizar, posiblemente por efecto directo del
genotipo del material.

Estudios mds recientes de micropropagacién en Eu-
calyptus sp. abordan la posibilidad de obtener mayores
tasas de induccién de brotes a través de la via indirecta,
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es decir, a través de la formacién de callo, en primera
instancia, y posteriormente induccién de brotes y elonga-
cién de ellos. Al respecto se ha estudiado el efecto del
tipo de explanto sobre la produccién de brotes (Bandyo-
padhyay et al. 1999, Barrueto et al. 1999, Hervé et al.
2001).

También se estudia la proliferacién masiva a través
de técnicas que combinan las condiciones normales de
cultivo in vitro con aplicacién de CO, en recipientes
cerrados (Zobayed et al. 2000) y finalmente el uso de
técnicas como inmersién temporal, en la cual los explan-
tos son sumergidos en medios liquidos con los requeri-
mientos nutricionales y hormonales necesarios para cada
etapa de la micropropagacion, ademds de la aplicacién
de aire fresco para evitar la hiperhidrataciéon de los bro-
tes (Castro y Gonzélez 2002). Esta técnica, conocida como
RITA (Aitken-Christie et al. 1995), ha permitido aumen-
tar considerablemente las tasas de micropropagacién en
varias especies.

El presente estudio tiene como objetivo estudiar la fac-
tibilidad de inducir brotes adventicios a través de una via
indirecta como técnica de propagacion de genotipos selec-
tos de Eucalyptus globulus Labill. Se determinar el efec-
to que tienen diferentes medios nutritivos y distintas con-
centraciones de reguladores del crecimiento sobre el proceso
de callogénesis y caulogénesis, obteniendo, de esta mane-
ra, una apropiada linea de induccién de brotes adventicios.

METODOS

Material vegetal. Como explanto inicial se utilizaron se-
millas maduras de E. globulus, procedentes del sector
Inzunza, Valle Colcura, cuya viabilidad y germinacién
fueron de 97% y 96%, respectivamente (Certificado Cen-
tro de Semillas Forestales, Corporacién Nacional Fores-
tal, Chillan).

Callogénesis. Las semillas se remojaron durante 24 ho-
ras y posteriormente se les aplic6 una asepsia superficial.
Esta consistié en un lavado en alcohol al 70% (v/v) por
tres minutos; lavado en agua destilada estéril por un
minuto; hipoclorito de sodio comercial al 50% (v/v) por
15 minutos y finalmente tres lavados con agua destilada
estéril de 1, 2 y 3 minutos de duracién. Para la induccién
de callo se utilizaron los medios nutritivos MS (Murashi-
ge y Skoog 1962), SP (Barrueto et al. 1999) y B5 (Gam-
borg et al. 1968), suplementados con sacarosa (20 g L)
y 6-bencil aminopurina (BAP), en las concentraciones
especificadas en el cuadro 1.

Cada tratamiento se suplementé con 40 mg L' de
PVP, el pH fue ajustado en 5,8 y se adiciond 2,5 gL-! de
Phytagel® (Sigma). La esterilizacién de los medios se
realizé en autoclave, a 1 atm de presién y a 120°C, du-
rante 20 minutos. Finalmente, las semillas completas, sin
cubierta seminal, fueron establecidas en placas de Petri
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Cuadro 1. Tratamientos de induccion de callo desde semillas
maduras de Eucalyptus globulus.

Treatments of callus induction from mature seeds of
Eucalyptus globulus.

Concentracién de

Tratamiento Medio Nutritivo BAP (mgL)
1 MS 3
2 MS 5
3 MS 7
4 B5 3
5 B5 5
6 B5 7
7 SP 3
8 SP 5
9 Sp 7
10 (Control 1) MS 0
11 (Control 2) BS 0
12 (Control 3) sp 0

con 25 ml de cada tratamiento inductor. Se sellaron con
parafilm y se mantuvieron durante 75 dias en condicio-
nes de oscuridad continua a 23 + 2°C.

Caulogénesis. Para esta etapa se utilizaron como material
inicial los callos formados en la etapa anterior, los cuales
se depositaron en frascos de cultivo, analizando el efecto
combinado de BAP y ANA de acuerdo a los tratamientos
descritos en el cuadro 2. Cada tratamiento se suplementd
con 40 mg L-! de PVP, el pH fue ajustado en 5,8 y se
adicioné 2,5 gl.-! de Phytagel® (Sigma). La esterilizacion
de los medios se realizé en autoclave, a 1 atm de presion
y a 120°C, durante 20 minutos. Los ensayos de caulogéne-
sis se mantuvieron durante 45 dias bajo fotoperiodo de
16 horas luz y 8 horas de oscuridad, a una intensidad
luminica constante de 3.000 Lux y a una temperatura de
25 £ 1°C.

Tipos de andlisis. En la etapa de callogénesis, fue evalua-
do el porcentaje de callos por tratamiento, mientras que,
en la etapa de caulogénesis, se evalud el porcentaje de
callos que presentaron formacién de brotes adventicios.

Diserio experimental. Para la etapa de callogénesis se
utilizé un disefio completamente aleatorio con un expe-
rimento factorial 3 x 4 (Montgomery 1991). Los facto-
res a analizar fueron medio de cultivo (tres niveles) y
concentracion de BAP (cuatro niveles). Para esta etapa
se ensayaron 12 tratamientos, cada uno con cinco repe-
ticiones y diez explantos (semillas) por repeticién. La
unidad muestral estuvo conformada por una placa de
Petri con diez semillas. Al analizar el nimero de callos
formados por tratamiento se utilizé el test no paramétri-
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Cuadro 2. Tratamientos de induccién de brotes, desde callos
formados en la etapa de callogénesis.

Treatments of shoots induction from callus formed in
callugenesis.

Tratamiento Medio Concentracion Concentracion de
.. de BAP (mgL™) BAP-ANA
Nutritivo original (mgL™)
1 MS BAP 3 1-0,1
2 MS BAP 3 1-0,5
3 MS BAP S 1-0,1
4 MS BAP S 1-0,5
5 MS BAP7 1-0,1
6 MS BAP7 1-0,5
7 B5 BAP 3 1-0,1
8 B5 BAP3 1-0,5
9 B5 BAPS 1-0,1
10 B5 BAPS 1-0,5
11 B5 BAP7 1-0,1
12 B5 BAP7 1-0,5
13 SP BAP 3 1-0,1
14 SP BAP 3 1-0,5
15 SP BAP 5 1-0,1
16 SP BAP 5 1-0,5
17 SP BAP7 1-0,1
18 SP BAP7 1-0,5

co Kruskal Wallis, con un nivel de significancia de 0,05
(o), ya que las variables no cumplian con la condicién
de normalidad. Al existir diferencias significativas en-
tre los tratamientos se aplicé el test de Dunn (Montgo-
mery 1991). Para la etapa de induccién de brotes tam-
bién se utilizé un diseflo completamente aleatorio, con
un experimento factorial. Los factores fueron medio de
cultivo (tres niveles), concentracién de origen (tres ni-
veles) y combinacién BAP-ANA (dos niveles), quedan-
do un experimento 3 x 3 x 2. Cada tratamiento tuvo
cinco repeticiones, con tres explantos por repeticion.
La unidad muestral estuvo conformada por cada frasco.
Al igual que en la etapa anterior, se utilizé el test Krus-
kal Wallis con un nivel de significancia de 0,05 (o).
Las diferencias significativas entre los tratamientos se
determinaron mediante el test de Dunn (Montgomery
1991).

RESULTADOS

Callogénesis. El porcentaje de callogénesis por trata-
miento fue mdximo en el tratamiento 6 (72%) y minimo
en los tratamientos 10, 11 y 12 (Controles), donde no
hubo formacién de callos y las respuestas observadas
fueron germinacién de las semillas. Por otro lado, los
tratamientos 5 y 9 presentaron un valor de 64% y 65%,



respectivamente, siendo éstos y el tratamiento 6 los me-
jores. Los demds tratamientos presentaron porcentajes mas
bajos, difiriendo significativamente con los que entrega-
ron valores altos (figura 1A).

En relacién al efecto del medio nutritivo, la menor
callogénesis se obtuvo en el medio MS, con un valor
cercano al 19%; en cambio, en los medios SP y BS5, se
alcanzaron valores de 40% y 44%, respectivamente, exis-
tiendo diferencias significativas entre MS y los otros dos
medios nutritivos ensayados (figura 1B).

Analizando la formacién de callos con respecto a la
concentracion de BAP, hubo diferencias significativas en
todas las concentraciones estudiadas, fluctuando entre un
0% en el tratamiento control (0 mg L-! BAP), hasta un
60% en la concentracién 7 mg L-! de BAP (figura 1C).
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Figura 1. Aspectos cuantitativos de la callogénesis.
A) Porcentaje de callogénesis por tratamiento de induccidn.
B) Porcentaje de callogénesis en funcién del medio nutritivo.
C) Porcentaje de callogénesis en funcién de la concentracién
de BAP. Letras distintas sobre las barras indican diferencias
significativas (* = P < 0,05).

Quantitative aspects of the callus formation. A) Percentage
in function of induction treatment. B) Percentage in function of
nutritious media. C) Percentage in function of the concentration of
BAP. Different letters on the bars indicate significant differences
(* =P <0.05).
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Con respecto a los aspectos macromorfolégicos obser-
vados en los callos, estos no difieren entre tratamientos.
Se observé que el callo principalmente se forma desde los
cotiledones y, en segundo lugar, desde el meristema radi-
cular. Inicialmente el callo tiene un aspecto friable y de
color blanco. Al final del periodo de induccién callogéni-
ca, su aspecto es compacto, presentando zonas con oxida-
cion fendlica, que le dan un tono café oscuro (figura 3A).

Caulogénesis. Los callos que presentaron formacion de
brotes alcanzaron valores muy variados dentro de los
tratamientos, encontrdndose diferencias significativas entre
ellos. Los porcentajes mds altos de caulogénesis se obtu-
vieron en los tratamientos 13 y 14 con un 100% de for-
macién de brotes en todos los explantos. Los valores mas
bajos se cuantificaron en los tratamientos 1 y 6, donde la
caulogénesis alcanz6 solo a un 20% (figura 2A).

De los callos con respuesta caulogénica, con respecto
al medio nutritivo utilizado, se observo que el medio SP
alcanzé el mayor valor de formacién de brotes, con un
78%, a diferencia de los medios MS y BS, los cuales
alcanzaron un 47% y 53%, respectivamente. El valor
registrado para SP difiere significativamente con respec-
to a los valores de MS y BS5 (figura 2B).

Al analizar el porcentaje de callos con formacién de
brotes con respecto al origen de los explantos, aquellos
que provenian de la concentraciéon BAP 7 mg L presen-
taron la menor formacion de brotes, con un 46%. A dife-
rencia de éstos, el mayor porcentaje se obtuvo en los
explantos que provenian de la concentracién 5 mg L1,
con un 68%. A su vez, la concentracién 3 mg L' alcan-
z6 un valor de 64%. Sin embargo, no existen diferencias
significativas entre las concentraciones iniciales de BAP
utilizadas en la etapa de callogénesis (figura 2C).

Del porcentaje de callos con formacién de brotes, con
respecto a la concentracién utilizada de BAP y ANA, Ila
combinacién 1-0,1 mg L-! (BAP-ANA) obtuvo un ma-
yor porcentaje de callos con formacién de brotes (62%),
a diferencia de la concentracién 1-0,5 mg L-! (BAP-
ANA), que alcanzé un valor de 57%. Sin embargo, las
diferencias sefialadas no son estadisticamente significati-
vas (figura 2D).

Con respecto a los aspectos macromorfolégicos obser-
vados en los callos que presentaron formacién de brotes,
su aspecto visual fue diverso, ya que hubo callos con zo-
nas blancas, verdes, cafés y rojas. Aquellas zonas de los
callos que originalmente eran blancas, después del periodo
de callogénesis adquirieron coloracién verde en condicio-
nes de fotoperiodo, formando pequefios brotes a los 20
dias de tratamiento. Estos alcanzaron una longitud prome-
dio de 1 cm al término del periodo de induccién caulogé-
nica (figura 3B, 3C y 3D). Se observé ademds que, duran-
te el transcurso del periodo de induccién caulogénica, los
callos que dieron origen a brotes fueron aumentando su
grado de oxidacién. Sin embargo, no se observo hiperhi-
dricidad en los brotes ni en las hojas inducidas.
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Figura 2. Aspectos cuantitativos de la caulogénesis adventicia. A) Porcentaje de caulogénesis en los diferentes tratamientos
B) Porcentaje de caulogénesis en funcién del medio nutritivo. C) Porcentaje de caulogénesis en funcién de la concentracién de
BAP original. D) Porcentaje de caulogénesis en funcién de la combinaciéon de BAP-ANA (mg L) utilizada. Letras distintas
sobre las barras indican diferencias significativas (* = P < 0,05).

Quantitative aspects of the adventitious caulogenesis. A) Caulogenesis percentage in the different treatments. B) Caulogenesis
percentage in function of the nutritious media. C) Caulogenesis percentage in function of the concentration of original BAP. D) Caulogenesis
percentage in function of the combination of BAP-ANA (mg L-!) used. Different letters on the bars indicate significant differences

(* = P < 0.05).

DISCUSION

Al utilizar BAP como citoquinina inductora de callo-
génesis, se obtuvieron resultados positivos, aunque en
valores menores que los resultados obtenidos por Barrue-
to et al. (1999), quienes alcanzaron formacién de callos
cercanos al 100%, utilizando como hormona de induc-
cién Tidiazuron (TDZ), en semillas del hibrido E. gran-
dis x E. urophylla. La rapidez en la formacién de los
callos y el tamafio al final del periodo de induccién estd
directamente relacionado con las concentraciones de BAP
aplicadas. De la misma manera, Barrueto et al. (1999)
concluyen que el incremento de las concentraciones de
TDZ influye directamente en la formacién de callos.

Para la etapa de caulogénesis, las diferencias signifi-
cativas obtenidas con respecto al medio nutritivo utiliza-
do se explican por la concentracién de amonio presente
en cada uno de ellos. Al respecto, Pierik (1990) indica
que la disminucién de la concentracién de amonio en la
solucién mineral es importante para estimular la forma-
cién de brotes adventicios desde una masa callosa. En
este estudio, el medio nutritivo SP es una modificacion
de MS, ya que las concentraciones de macro y micronu-
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trientes estan diluidas a la mitad. Por lo tanto, la concen-
tracion de amonio en SP es de 10,3 mM, siendo mas
adecuada para esta especie que las concentraciones de
MS (20,6 mM) y B5 (2 mM).

Los resultados presentados en la figura 2C indican
que no existen diferencias significativas entre los trata-
mientos de origen. Es importante considerar este aspecto,
ya que tiempos prolongados de exposicién a BAP pue-
den producir un agotamiento fisiolégico del material (Trin-
dade et al. 1990), lo que obligaria a mantener los explan-
tos en un medio base sin hormonas para liberarlos de
estas concentraciones, facilitando posteriormente su res-
puesta caulogénica. Este agotamiento fisiolégico se ex-
plica por un bloqueo de los receptores de membrana a las
altas concentraciones de reguladores de crecimiento apli-
cados (Gomez 2004). Otra respuesta posible la dan Mu-
hitch y Fletcher (1985), quienes establecen que, al enve-
jecer las células en cultivo, aumenta la probabilidad de
sintetizar productos nocivos para el crecimiento vegetal,
por lo cual la tasa de proliferacion decae a medida que el
nimero de subcultivos aumenta.

Para la etapa de caulogénesis, Pierik (1990) y Barrue-
to et al. (1999) indican que la formacién de brotes es
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Figura 3. Aspectos macromorfoldgicos de la induccién callogénica y caulogénica. A) Callo formado después del periodo de
induccién. B) Inicio de la formacién de brotes después de 20 dias en tratamientos de caulogénesis. C) Caulogénesis adventicia
a los 35 dias D) Caulogénesis al final del periodo de formacién de brotes. Flechas indican formacién de brotes. Barras = 1,0 cm.

Macromorphologic aspects of the callus induction and caulogenic induction. A) Callus formed after the period of induction.
B) Beginning of buds formation after 20 days in caulogenesis treatments. C) Adventitious caulogenesis to the 35 days. D) Caulogenesis at the
end of the period of buds formation. Arrows indicate formation of buds. Bar = 1.0 cm.

positiva al utilizar concentraciones mayores de citoquini-
nas que auxinas. Esto se corrobora en la combinacién 1-
0,1 mg L' (BAP-ANA) al alcanzar valores méds altos de
caulogénesis. Segiin Durand-Cresswell et al. (1982) y
Ahuja (1993), el desencadenamiento de la caulogénesis
in vitro resulta de la interaccién entre las citoquininas y
auxinas, pero esto siempre depende de la especie, el tipo
de explanto y su edad fisiolégica. Dicho proceso exige
una relacién citoquinina/auxina elevada; de esta manera,
el aumento en la concentracién de auxina puede necesi-
tar igualmente el aumento de concentracion en citoquini-
na, por lo cual la caulogénesis dependeria de una rela-
cién Optima entre las concentraciones totales de
citoquininas y de auxinas exdgenas y endégenas (Marga-
ra 1988, Pierik 1990).

Segun Trindade et al. (1990) la aplicacién de citoqui-
nina es importante para la cantidad y calidad de los bro-
tes de E. globulus inducidos in vitro. Sin esta aplicacion,
es posible obtener hasta un 75% de necrosis en los brotes
inducidos después de un cierto nimero de subcultivos.
Estos mismos autores indican que la aplicacion de BAP

en los mismos rangos de concentracién que kinetina pro-
duce promedios mds altos de formacién de brotes. Ade-
mds, con BAP es posible obtener brotes mds vigorosos
(figura 3D), mientras que kinetina induce hojas
deformes y pequeiias.

A pesar de que existe informacién importante sobre
micropropagacion en varias especies de Eucalyptus, son
pocos los reportes que profundizan en las causas fisiol6-
gicas, identificando el rol de cada uno de los reguladores
del crecimiento aplicados a los medios de cultivo (Trin-
dade et al. 1990, Bennett et al. 1994, Calderén-Baltierra
1994). Ademas, los procesos de control involucrados en
la multiplicacién no estdn del todo claros, ya que la
mayoria de los estudios da prioridad a la optimizacién de
los protocolos propiamente tal.

La formacién de brotes adventicios desde una masa
callosa se explica por la capacidad de algunas células de
responder a los reguladores de crecimiento aplicados y
expresar nuevas vias de desarrollo a través de la diferen-
ciacién de centros meristematicos. Azmi et al. (1997), en
la organogénesis directa de E. globulus, describen el
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origen de los brotes a partir de un grupo meristematico
de forma tetraédrica ubicado en las proximidades de glan-
dulas de aceite. Esta zona, altamente competente, se di-
ferencia directamente en brotes al ser estimulada princi-
palmente con BA, como también ha sido descrito por
Trindade y Pais (1990). De igual manera, en la organo-
génesis de E. gunni, Hervé et al. (2001) describen el
origen de brotes adventicios a partir de ciertas células
con alto contenido de clorofila, ubicadas en capas sube-
pidérmicas, al utilizar nudos y entrenudos, mientras que
al utilizar hojas la neoformacién implica participacién
del sistema vascular. A diferencia de lo que sucede en la
formacién de embriones somaticos (Muralidharan et al.
1989, Termignoni et al. 1996), el desarrollo de estos bro-
tes adventicios implica una fuerte unién con el tejido
materno a través del sistema vascular (Hervé et al. 2001).
Para Hartman y Kester (1987) la formacién de brotes
adventicios puede conducir a tasas muy elevadas de
multiplicacién, mds altas que las que se obtienen de ra-
mas axilares. Si esta formacion de brotes es a través de
caulogénesis indirecta, se puede producir un mayor nu-
mero de plantas por unidad de tiempo, en comparacién
con la organogénesis directa desde cualquier tejido vege-
tal, lo que implica una gran ventaja al momento de rea-
lizar la propagacion vegetativa de una especie de interés
econdémico (Aitken-Christie er al. 1995).

CONCLUSIONES

— En la etapa de callogénesis, la concentracién de BAP
y el medio nutritivo utilizado influyen significativa-
mente en la formacién de callos desde semillas ma-
duras.

— El medio SP presenta mayores porcentajes para la
induccién caulogénica, difiriendo significativamente
de los medios MS y BS5.

— En la caulogénesis adventicia, las concentraciones ori-
ginales de BAP y las combinaciones de BAP-ANA
no ejercen un efecto significativo sobre la cantidad y
calidad de los nuevos brotes.
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