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SUMMARY 

The effect of successive subcultures on the microshoots production from organogenic lines of cigotic material of Eucalyptus 
globulus was studied. Nodal segments were subcultured every 50 days on proliferation medium (MS + 4.4 μM BAP + 0.05 μM 
ANA) and the microshoots per explant were counted. The results indicated a decrease in the quantity of microshoots from the 3rd 

to the 6th subculture (1.58 to 0.18 microshoots per explant), accompanied by a high density of mass proliferation. This effect was 
reverted by maintaining the mass proliferation in a free hormone MS medium for 30 days and later transferring it to a shoots 
proliferation medium. The proliferation index increased from 0.18, in the 6th subculture, and up to 1.03 shoots per explant in the 
7th subculture. The results indicated that maintaining the explants in cytokinins and auxins presence during successive subcultures 
induces a decrease in the caulogenic competition and consequently, a smaller microshoots production. Transferring the explants 
to free hormones medium helps to recover the lost or diminished competition, allowing an increase in the microshoots production 
with exogenous cytokinins and auxins. 
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RESUMEN 

Se estudió el efecto de subcultivos sucesivos sobre la producción de microtallos desde líneas organogénicas de material cigótico 
de Eucalyptus globulus. Cada 50 días fueron subcultivados segmentos nodales en medio de proliferación (MS + 4,4 μM BAP + 
0,05 μM ANA) y se contabilizó el número de microtallos por explanto. Los resultados indicaron una disminución en la cantidad 
de microtallos desde el 3º al 6º subcultivo (de 1,58 a 0,18 microtallos por explanto), que fue acompañada por una compactación 
general de los macizos de proliferación. Este efecto se revirtió manteniendo los macizos en un medio MS libre de hormonas por 
30 días y posterior transferencia a medios de proliferación de brotes, con lo cual el índice de proliferación aumentó desde 0,18, 
en el 6º subcultivo, hasta 1,03 brotes por explanto en el 7º subcultivo. Los resultados indicaron que mantener los explantos 
durante subcultivos sucesivos en presencia de citoquininas y auxinas induce una disminución en la competencia caulogénica y por 
consiguiente, una menor producción de microtallos. El repicar el material a un medio libre de hormonas ayuda a recuperar la 
competencia perdida o disminuida, permitiendo el aumento en la producción de microtallos con citoquininas y auxinas exógenas. 

Palabras clave: subcultivos sucesivos, caulogénesis adventicia, microtallos, Eucalyptus globulus. 

INTRODUCCIÓN deamiento de los explantos usados, presencia de con
taminación fúngica y/o bacteriana y escasa tasa de ri-

Los principales problemas que se detectan en el pro- zogénesis. Además, los trabajos publicados se enfocan 
ceso de micropropagación del eucalipto, aparte del efecto principalmente a la búsqueda de combinaciones hor
edad, están relacionados con la respuesta específica del monales y medios nutritivos óptimos para lograr una 
genotipo, tipo de explanto, escasa eficiencia de la in- alta producción de brotes o raíces (Ahuja 1993, Tapia 
ducción, multiplicación y elongación de tallos, par- et al. 1998). 
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Con respecto a los efectos del subcultivo sucesivo 
sobre la caulogénesis adventicia, sólo existen reportes 
para Eucalyptus nitens Maiden desde material adulto re
vigorizado y no a partir de cadenas proliferativas desde 
material cigótico (Tapia y González 2000). Según estos 
estudios, la caulogénesis adventicia decrece desde el 8º 
subcultivo en un medio MS1 suplementado con ácido 
naftalenacético (ANA) y benciladenina (BA), existiendo 
una marcada respuesta clonal dependiendo de la edad del 
material. 

Este tema ya ha sido abordado en otras especies leño
sas y los resultados indican que la formación de brotes 
adventicios inicialmente aumenta con el número de sub-
cultivos, con lo cual se produce un efecto revigorizante 
sobre los explantos. Posteriormente, esta proliferación 
comienza a decaer desde un determinado número de sub-
cultivos (Sánchez 1996, Fernández-Lorenzo et al. 2001, 
Avilés 2003), no especificándose el efecto fisiológico de 
los reguladores de crecimiento exógenos sobre los teji
dos involucrados en la inducción de nuevos centros me
ristemáticos. 

La carencia de reportes que analicen este tema a par
tir de material cigótico en Eucalyptus globulus Labill 
sustenta el desarrollo de este trabajo cuando se quieren 
establecer líneas organogénicas desde germoplasma pro
veniente de huertos semilleros de polinización controla
da. Por lo tanto, el objetivo de esta investigación es ana
lizar el efecto del subcultivo sucesivo in vitro sobre la 
producción de microtallos de E. globulus. 

MÉTODOS 

Material vegetal. Se utilizaron semillas de E. globulus 
procedentes de Cauquenes (35º47’ S, 72º5’ O; cosecha 
temporada 98/99) donadas por el Instituto Forestal. Las 
semillas se desinfectaron con etanol 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 minu
tos y finalmente 3 lavados con agua destilada estéril de 
1, 2 y 3 minutos de duración. 

Germinación. Una vez realizada la asepsia, las semillas 
se depositaron en frascos de vidrio con 20 ml de medio 
MS (Murashige y Skoog 1962) libre de hormonas y con 
los macronutrientes diluidos en un 25% (p/v), durante 
21 días en oscuridad y a 24ºC ± 2ºC. Posteriormente 
fueron transferidas a condiciones de fotoperíodo de 16 h 
luz y 25ºC ± 2ºC, hasta que formaron dos pares de 
hojas y alcanzaron como promedio 5 cm de longitud. 

Abreviaciones: BAP – bencilaminopurina; ANA – ácido naftale
nacético; MS – Murashige y Skoog, solución mineral (Murashige 
y Skoog 1962). 

Luego se les escindió la raíz y los tallos fueron estable
cidos en medios de proliferación. 

Proliferación de brotes adventicios. Se inocularon cua
tro segmentos nodales de 2 cm de longitud en frascos 
de cultivo de 9,5 cm de alto por 6 cm de diámetro, 
conteniendo 20 ml de medio de proliferación MS suple
mentado con BAP (4,4 μM) y ANA (0,05 μM). Cada 50 
días se subcultivaron todos los microtallos de 0,5 cm de 
longitud, estableciendo nuevamente 4 segmentos noda
les en los medios de proliferación. Para el análisis cuan
titativo, se contabilizó el número de microtallos de 0,5 
cm de longitud obtenidos desde los subcultivos 1º al 7º 
y además se observaron las diferencias morfológicas de 
las hojas con respecto a su tamaño y el largo de los 
entrenudos de los brotes inducidos. Cuando fue imposi
ble subcultivar más microtallos, los macizos de prolife
ración se establecieron en medio MS sin hormonas du
rante 30 días y se repicaron posteriormente al medio de 
proliferación original durante 50 días, con el objeto de 
cuantificar el efecto de la carencia en la aplicación de 
reguladores exógenos. 

Análisis estadístico. Para los análisis estadísticos se apli
có el software Statistica 6.0. Los tratamientos correspon
dieron al número de subcultivo. La unidad experimental 
estuvo conformada por un recipiente de vidrio con cuatro 
explantos inoculados en medio de proliferación. Cada 
unidad experimental se repitió 20 veces. El ensayo se 
analizó mediante un diseño completamente al azar. Fi
nalmente se realizó un ANDEVA no paramétrico me
diante la prueba de Kruskal-Wallis para muestras no ba
lanceadas, evaluando como variable dependiente el 
número de microtallos por explanto en cada subcultivo. 
Cuando se detectaron diferencias significativas entre tra
tamientos, éstas se identificaron mediante comparaciones 
múltiples aplicando la prueba de Dunn a un nivel de 
significancia del 5%. 

RESULTADOS 

Los resultados indicaron una disminución del núme
ro de microtallos por explanto con el aumento en el 
número de subcultivos. Para los tres primeros subculti
vos no se encontraron diferencias significativas entre 
ellos, pero sí entre el 3º (correspondiente al valor más 
alto) y el 5º y 6º subcultivo, donde se obtuvieron los 
valores más bajos (figura 1). A medida que aumentó el 
número de subcultivos, los macizos de proliferación 
presentaron un aspecto compacto, con formación de callo 
basal e hiperhidratación de hojas. Además, la longitud 
de los entrenudos fue menor, razón que influyó directa
mente en la producción de microtallos al final del 5º y 
6º subcultivo. 
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Figura 1. Número de microtallos por explanto producidos 
desde el 1º al 6º subcultivo. Sobre las barras se indica la 
desviación estándar de los datos. Letras distintas indican 
diferencias significativas (P < 0,05). 

Microshoots number per explant formed from the 1st to the 
6th subculture. Standard deviation is indicated on the bars. Different 
letters indicate significant differences (P<0.05). 
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Comparando la producción al 6º subcultivo en dos 
condiciones, la primera manteniendo los explantos en 
medio de proliferación y la otra manteniendo brotes que 
procedían del 5º subcultivo durante 30 días en medio 
base (MS sin hormonas), y después 50 días en medio de 
proliferación, se obtuvo un aumento significativo desde 
0,18 a 0,99 microtallos/explanto (figura 2). 

Al realizar un 7º subcultivo, manteniendo los explan
tos durante 30 días en medio base, se obtuvo un aumento 
en la caulogénesis que alcanzó hasta 1,03 microtallos/ 
explanto, sin diferir significativamente del subcultivo 6º 
(figura 3). Con esta modificación, se facilitó la elonga
ción de los brotes, mejorando la calidad de los segmen
tos nodales obtenidos. Además se observó un aumento 
en la superficie foliar y una disminución de la hiperhidri
cidad de las hojas. 

Figura 2. Aspectos macromorfológicos de la caulogénesis adventicia en función de los diferentes 
subcultivos. A) Brotes del 1º subcultivo. B) Brotes del 2º subcultivo. C) Brotes del 3º subcultivo. 
D) Brotes del 4º subcultivo. E) Brotes del 5º subcultivo. F) Brotes del 6º subcultivo. Barras = 2 cm.  

Macromorphological aspects of adventitious caulogenesis in function of the different subcultures. 
A) Shoots from the first subculture. B) Shoots from the second subculture. C) Shoots from the third 
subculture. D) Shoots from the fourth subculture. E) Shoots from the fifth subculture. F) Shoots from the 
sixth subculture. Bars = 2 cm. 
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Figura 3. A) Número de microtallos por explanto producidos 
en el 6º subcultivo, comparando la producción obtenida desde el 
5º al 6º subcultivo en medio de proliferación (izquierda) y desde 
el 5º al 6º subcultivo, manteniendo los explantos durante 30 días 
en medio base y 50 días en medio de proliferación (derecha). B) 
Número de microtallos por explanto producidos en el 6º y 7º 
subcultivo manteniendo los explantos en medio base y 
posteriormente en medio de proliferación. Sobre las barras se 
indica la desviación estándar de los datos. Letras distintas indican 
diferencias significativas (P < 0,05). C y D) Aspectos 
macromorfológicos de la caulogénesis adventicia después de 
mantener los explantos en medio base durante 30 días y 
posteriormente en medio de proliferación por 50 días. Brotes del 
6º subcultivo en (C) y brotes del 7º subcultivo en (D). 
Barras = 2 cm. 

A) Number of microshoots per explant formed in the 6th 

subculture, compared with the production obtained from the 5th to the 
6th subculture in proliferation medium (left) and from the 5th to the 6th 

subculture; maintaining the explants during 30 days in basal medium 
and 50 days in proliferation medium (right). B) Number of microshoots 
per explant formed in the 6th and 7th subculture maintaining the explants 
on basal medium and later on proliferation medium. Standard deviation 
is indicated on the bars. Different letters indicate significant differences*. 
C) and D) Macromorphological aspects of the adventitious caulogenesis 
after maintaining the explants on basal medium during 30 days and later 
on proliferation medium for 50 days. Shoots from the 6th subculture in 
(C) and shoots from the 7th subculture in (D). Bars = 2 cm. 

DISCUSIÓN 

Los resultados indican un efecto directo de la acción 
de los reguladores de crecimiento exógenos aplicados. 
Según Durand-Cresswell et al. (1982) y Ahuja (1993), el 

desencadenamiento de la caulogénesis in vitro depende 
de una relación óptima entre las concentraciones totales 
de citoquininas y de auxinas exógenas y endógenas. Sin 
embargo, la respuesta es muy variable dependiendo de la 
especie y del tipo de explanto utilizado. Sánchez (1996), 
en estudios de micropropagación de nogal a partir de 
embriones aislados, encuentra una respuesta similar, ya 
que el coeficiente de proliferación disminuyó con el au
mento del tiempo que los explantos permanecen en cul
tivo (7º y 12º subcultivo). Esto pone de manifiesto un 
descenso en la capacidad morfogénica de los tejidos uti
lizados, lo que puede llevar a una menor respuesta a 
otros tratamientos efectuados, como por ejemplo, el pro
ceso rizogénico. De esta manera, Avilés (2003), al estu
diar el efecto de los subcultivos 7º al 12º sobre el enrai
zamiento de microtallos de castaño (Castanea sativa Mill.) 
de origen cigótico, encuentra que el número de subculti
vos afecta la supervivencia de microtallos y el porcentaje 
de enraizamiento. De igual manera, Vieitez et al. (1985) 
en la regeneración in vitro de castaño, establecen un efecto 
de los reguladores de crecimiento sobre el aumento de la 
vitrificación y la disminución de brotes en cada subculti
vo, lo que posteriormente afecta la supervivencia y el 
porcentaje de enraizamiento. 

Como consecuencia del efecto acumulado de la expo
sición de los microtallos a estas condiciones durante la 
multiplicación, se produce una disminución de la super
vivencia de los mismos durante el proceso de enraiza
miento. En cambio, Fernández-Lorenzo et al. (2001) al 
estudiar la micropropagación de castaño, utilizando ma
terial adulto, también encuentran una disminución pro
gresiva en la producción de microtallos, pero a partir del 
2º subcultivo. En E. globulus no se conocen estudios del 
efecto de los subcultivos sobre la proliferación de micro
tallos a partir de material embrionario. Tapia y González 
(2000) establecen una disminución de la proliferación de 
brotes adventicios in vitro de E. nitens adulto, a partir del 
8º subcultivo, indicando que existe una marcada respues
ta clonal y que la magnitud y rapidez de las respuestas 
dependen de la edad del material inicial. 

Para explicar esta declinación progresiva de la orga
nogénesis es posible basarse en dos hechos ya estudia
dos. El primero establece que los cambios genéticos pro
ducidos en el cultivo in vitro, principalmente poliploidía 
y aneuploidía, afectarían la competencia organogénica de 
los explantos. El segundo, que no excluye al anterior, 
hace relación a un agotamiento fisiológico de los explan
tos debido a factores endógenos hormonales y tróficos 
(Sacristan y Melchers 1969, Wright y Northcote 1973). 

Con respecto a la primera afirmación, Azmi et al. 
(1997), en un estudio de organogénesis in vitro desde 
hipocótilos de E. globulus, no encuentran evidencia de 
poliploidía en los regenerantes. Solamente constatan al
teraciones fenotípicas en los nuevos brotes inducidos a 
través de los distintos subcultivos. Al parecer los resulta
dos obtenidos se explican principalmente desde un punto 
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de vista fisiológico. Según Muhitch y Fletcher (1985), 
las células, al envejecer en cultivo, aumentan la probabi
lidad de sintetizar productos nocivos para el crecimiento 
vegetal, por lo cual la tasa de proliferación disminuye a 
medida que el número de subcultivos aumenta. Esta se
gunda hipótesis también ha sido corroborada por Sán
chez-Olate et al. (2002), al evaluar los contenidos en
dógenos de poliaminas en nogal, encontrando un descenso 
de poliaminas asociadas a la división celular (putrescina) 
y un aumento de aquellas asociadas al envejecimiento y 
maduración (espermina y espermidina), a medida que 
aumentaba el número de los subcultivos. 

Según Trindade et al. (1990), la aplicación de cito-
quinina es muy importante para la cantidad y calidad de 
los brotes de E. globulus inducidos in vitro, ya que sin 
ella, se obtiene hasta un 75% de necrosis en los brotes 
inducidos después de un cierto número de subcultivos. 
Estos mismos autores indican que la aplicación de BAP 
en los mismos rangos de concentración que kinetina, 
produce mayor formación de brotes. Más aún, con BAP 
es posible obtener brotes más vigorosos, mientras que 
kinetina induce hojas deformes y pequeñas. Bajas con
centraciones de BAP (0,4-1,1 μM) estimulan una rápida 
multiplicación de brotes, solamente en combinación con 
una alta concentración auxínica. 

Se concluye que el mantener los explantos durante 
los diferentes subcultivos bajo la acción de los regulado
res de crecimiento, origina una disminución en su capa
cidad caulogénica y por consiguiente una menor produc
ción de microtallos en cada subcultivo. Al repicar el 
material a un medio libre de hormonas, se recupera la 
competencia perdida o disminuida, permitiendo aumen
tar nuevamente la producción de microtallos al aplicar 
citoquininas y auxinas exógenas. Además, manteniendo 
los explantos en medio libre de hormonas durante un 
tiempo, se favorece la elongación de los entrenudos, ob
teniendo una mayor cantidad de explantos para el si
guiente subcultivo. De esta manera, la carencia hormonal 
exógena se puede utilizar como herramienta de control 
de la pérdida de vigor. 
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