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RESUMEN. En la actualidad se reporta la semilla artificial a partir de yemas y apices en la conservacion de
germoplasma de especies forestales, frutales y embriones somaticos de citricos, asi como ornamentales,
plantas medicinales y otros cultivos. El objetivo del trabajo fue evaluar la respuesta a la encapsulacion de
yemas axilares y apices in vitro de eucalipto (Eucalyptus urograndis). Se trabaj6 con plantas in vitro provenientes
de yemas axilares y apices de arboles adultos de eucalipto (Eucalyptus urograndis) cultivados en campo. Las
que fueron escindidas en condiciones estériles y encapsuladas en gel de alginato de calcio enriquecido con el
medio basal MS (Murashige y Skoog, 1962) con los siguientes tratamientos: Control sin encapsular, control
encapsulado y tratamientos con MH-5 (analogo de brasinoesteroides) a 0,01 mg/L y AIB (acido indol butirico)
a 1,0 mg/Ly 3,0 mg/L. Los tratamientos de AIB (1 mg/L y 3 mg/L) fueron los que presentaron los mejores
resultados en cuanto a germinacion, tanto en apices como en yemas axilares. Mientras que sélo el AIB indujo
formacion de raices en los érganos encapsulados, aunque esto se logré solamente en los apices, los cuales,
a su vez, también produjeron callos. Los porcentajes mas bajos en todos los indicadores evaluados se
encontraron en el tratamiento con MH-5.

Palabras clave: Cultivo in vitro, brasinoesteroide, encapsulacion, Eucaliptus urograndis, semilla artificial.

ABSTRACT. At the present time one reports the artificial seed from buds and apexes in the conservation of
germoplasma of forest species, fruit and somatic embryos of citruses, as well as, ornamentals, medicinal
plants and other cultures. The objective of the work is to evaluate the answer to the encapsulation of axillary
buds and apexes in vitro of Eucalyptus (Eucalyptus urograndis). One worked with axillary buds and apexes of
in vitro plants of adult trees of Eucalyptus (Eucalyptus urograndis) obtained in field conditions. Those that was
cutin sterile conditions and encapsulated in gel of calcium alginato enriched with MS (Murashige and Skoog,
1962) basal media with the following treatments: Control without capsule, control encapsulated and treatments
with MH-5 (analogue of brassinoesteroid) at 0,01 mg/L and IBA (indol butyric acid) 1,0 mg/L and 3,0 mg/L. The
IBA treatments (1 mg/L and 3 mg/L) were those that presented the best results as far as germination, as much
in apexes as in axillary buds. Whereas only the AIB induced formation of roots in the organs encapsulations,
although this was only obtained in the apexes, which, as well, also produced calluses. The lowest percentage
in all the evaluated indicators was in the treatment with MH-5.

Key words: In vitro culture, brassinoesteroid, encapsulation, Eucaliptus urograndis, artificial seed.

INTRODUCCION

eventualmente crecer, tantoin vitro como ex vitro,
hastaconvertir en plantacompleta

Latecnologiadelasemillagintéticao semillaartificia
seencuentradentro delastécnicasmas avanzadas
en labiotecnologiadelas plantas. Ladefinicion

origind deunasemillaartificid o antéticafuedada
por Murashigeen 1978, quienladefinié como ‘un
embridn somatico simple encapsulado’, o sea,
un producto clona que podriaser mangjadoy usado
como una semilla real para el transporte, €l
almacenajey lasiembray que, por tanto, podria

Inicidmentelasemillasntéticaselimité aagregados
deembriones sométicos (Kitto and Janick, 1982) o
embriones sométicosal dlados (Redenbaugh et al .,
1984). Bapat et al. (1987) propusieron incluir
dentro de este concepto la encapsulacion de
diferentes propagul os derivadosin vitro, como por
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gemplo, yemasaxilaresencgpsuladas, peroladefinicion
mésrecientefuedadapor Aitken-Chridtieet al. (1995),
quienescondderanlasamillaartifica comoembriones
somaticos, brotes, u otros tegjidos encapsulados
artificidmente | os cuaes pueden ser usados parala
sembrabg o condicionesinvitro o exvitro.

Enlaactuaidad sereportalasemillaartificia apartir
deyemasy &picesenlaconsarvaciondegermoplasma
deespeciesforestdes(Maruyamaet al., 1997; Gardi
etal., 1999) frutales(Capuanoet al., 1998; Piccioni,
1997; Micheli et al. 1998) y embriones sométicos
de citricos (Germana et al., 1999). Rao et al.,
(2000) refieren latecnologiadelasemillasintética
aplicadaafrutaes, vegetaes, ornamentales, plantas
medicinaesy otroscultivos Enéarbolesfrutaescomo
la manzana se ha estudiado el encapsulado de
explantesunipolaresenun programadirigido haciala
proliferacion, € enraizamientoy laelongacion cond
objetivo del intercambio entre laboratorios y la
propagacion enviveros. (Piccioni, 1997)

El objetivo del trabajo fueevaluar larespuestaala
encapsul acion en perlas de alginato de calcio de
yemas axilares y apices in vitro de eucalipto
(Eucalyptusurograndis).

MATERIALESY METODOS

Setrabg 0 con plantasin vitro provenientesdeyemas
axilares y apices de arboles adultos de eucalipto
(Eucalyptusurograndis) cultivadosen campo seglin
lametodol ogiadescritapor Daguintaet al. (2000).
Lasyemasy picesfueron escindidosen condiciones
estérilesy encapsuladosengel dedginatodecalcio
enriquecido con & medio basal MS (Murashigey
Skoog, 1962) conlostratamientos.

1- Control sin encapsular
2- Control encapsulado
3- MH-50,01 mg/L
4-AlIB 1,0mg/L

5-AlB 3,0mg/L

Lasdossdel andogo debrasinoesteroidesy deAlB
se seleccionaron atendiendo a los resultados
descritos por Rodriguez (2000) y lostratamientos
empleados respondieron aresultados precedentes
obtenidos por Piccioni (1997) y Daguinta (2000)
entrabagjosdecultivoinvitro.
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Cedatratamientofuereplicadotresvecesy cadaréplica
conté con 10 cgpsulas. Lascgpsulassemantuvieron
por 20 minutosenclorurodecacio10mg/L y luego
selavaron por 10minutosend medio correspondiente
paradiminar losexcesosdecadio. Seevaudun contral
sin encapsular y otro encapsulado carentes del
regulador hormond.

L ostratamientos se mantuvieron enlaoscuridad por
6 diasatemperaturade 25 + 2,0 °C, posteriormente
fueron colocadosasmilar temperaturay unadensded
deflujo defotones(FFF) de80mol. m?s?. bgjoluz
blancafluorescente con unfotoperiodode 16 hluzy
8 hoscuridad.

Alos15y 30diasseevduaronlosépicesy yemasque
sEmantenianverdes lasquemurieron, losguecrecieron,
geminarony enraizaron, ad comolaformaciondecdlos
y lamasafrescadelasplantasobtenidas.

El disefio utilizado en los experimentos fue
completamentedegtorizadoy d nlmeroderepeticones
empleado seexpresd encadaunodedlos El andliss
estadistico delosresultados se redliz6 mediante e
Paguete Estadistico Satgraphics (Version 2.0 para
Windows). Los datos obtenidos se procesaron
mediante un andlisis de varianza (ANOVA) de
dasficacidnsampley enloscasosenquesepresentaron
diferenciasestadisticas seprocedid agecutar € Test
de Rangos M ltiplesde Duncan (p0.05). Losdatos
porcentud es setransformaron mediantelaecuacion
X =2arcain((x-100)%%).

RESULTADOSY DISCUSION

A los 15 diasdeencapsul ados, tanto | osdpicescomo
las yemas axilares se mantenian verdes y no se
presentaban capsulascond Grgano necrosado. Lamegor
respuestaen cuantod crecimientoy lagerminacionlo
presentaronlostratamientosconAlB, mientrasqued
tratamiento con MH-5 presentd lamenor respuesta,
comparado cond control encgpsulado. (Tablal)

A los 30 diasdel experimento se mantuvo similar
respuestaentodos|ostratamientos. El AIB enambas
concentraciones ensayadas es €l que presentd |os
mayoresporcentgesdegerminaciony d tratamiento
con e brasnoesteroides (MH-5) losinferiores. Con
unarespuestasimilar parayemasaxilaresy apices
meriseméticos. Esdesefidar queenlostratamientos
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Tabla 1. Respuestadelasyemasaxilaresy apicesde eucalipto encapsuladosen perlasdealginato
alos15diasdesometidosalosdiferentestratamientos

Apices
Tratatmiento Verdes %) Creciendo (%) Genminadas (%40)  Muertas (3%9)
Control 3/E 100 93a 83a 0
Control Encapsulado 100 53c ilc I
MH-5 0.01 mgL 1ao 3 id 0
ATR 1 mgil 1ao 97a 50k 0
ATR 3 mgil 1ao Téh 5Th 0
Sigmificacidn NE * ok ok NE
Yemasaxilares
Tratatrento WVerdes (M%) Creciendo (%) Germninadas (%) Muertas (3%)
Control 5/E 100 &7a fifa 0
Control Encap 100 40d 22d a
MH-5 0.01 mg/L 100 10e 13 0
AIB 1 mg/L 100 5 47h 0
AR 3 mg/L 100 b 33c 0
Significacidn WS o o N3

Letras diferentesindican diferencias significativas entre las medias, para un grado de confiabilidad del 5 %
paralapruebade Student-Newman-Keuls (n = 20).

conAlB seobservo formacion decalloenlabasede
agunasplantulasgerminadas, fundamentamenteen
las procedentes de yemas axilares. Esde sefidar
quelostratamientosconAlB, alos 30 dias, no solo
habian germinado, Sno que presentaban raices, end
caso delos apices, mientrasque en € resto delos
tratamientosy enlasyemasaxilaresno seobsaervola
presenciadelasmismas. (Tabla2)

Laencapsulacién de 6rganosunipolaresde arboles
foresta esesunatendenciamundia enlosprogramas
deme oramiento genético, tanto paralaconservacion
del germoplasmacomoparad intercambiodd mismo
entrelaboratoriosy bancosde semilladedicadosala
produccidn deespeciesédite. Enlaactudidad sereporta
paraédrbolesforesta espor; Maruyamaet al. (1997);
Gardi et al. (1999), en frutales por Capuano et al.
(1998); Ficcioni (1997); Michdi etal. (1998) y citricos
por Germandet al. (1999). Rao et al. (2000) reportan
estatecnol ogiaen vegetales, ornamentales, plantas
medicinadesy otroscultivos

Noteseenlafigura2 € vigor que presentan dgunas
plantasobtenidasapartir delospicesencapsulados,
asl comolapresenciaderaices, unaspectoimportante
paralaadaptacion delasmismasacondicionesde
invernadero o casasdecultivo.

El tratamiento conladosisméshgadeAlB (1 mg/
L) esdl quemuestrael mejor comportamientoenla
germinaciony lacalidad delasplantas. (Figura2)

La puesta a punto de esta tecnologia para su
utilizaci dn en especiesdeforesta estropica espuede
ser unaherramientaparalapropagacion deespecies
deinterésgenéticoy comercid.

CONCLUSIONES
1. LasconcentracionesdeAlIB 1 mg/L y 3mg/L

presentaron |os mejores resultados en cuanto a
germinacion, tanto en picescomo enyemas.
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Tabla2. Respuestadelosapicesy yemasalos 30 diasde encapsulados

Apices

Tratamientos Verde: Crec. Germ Muert Enraiz  Eaices Plantas

%) ) (%) (% (%) Promed con calle (%0)

Control SEncaps. 8%3a  93a %932 M Oc Oc Oc
Control Encaps. 674 60d  &04d 23k Oc Oc Oc
LH-50.01 mgL 41e 4le  41c 28a  Oc Oe Oc
ATE 1 mg/L Jac T3¢ T3c 22c l4a 0.25a 11k
ATE 3 mg/L 83%b B3 B3b  17c 3b 0.05k 19a

Significacidn ** ok i ok *E ** **

Yemas axilares

Control SEncap 87a  %la  93a 3d 10 0z ]

Control Encap 24 ddc 44c 4éb 0 0 0

IH-50.01 mg/L 4 304 30d 0 63a 0 0 0

ATE 1 mg'L 530 43¢ 43c 47h 0 0 0

ATE 3 mg/L T 63k 63k 23c 0 0 16
significacidn ** i o wx

Letras diferentesindican diferencias significativas entre las medias, paraun grado de confiabilidad del 5 %
paralapruebade Student-Newman-Keuls (n = 20).

AHFICTES

29 X

Awh &

Fig. 1. Apicesy yemasdeeucalipto encapsuladosen gel dealginato
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Fig. 2. Aspectodelasplantasapartir deapicesen losdostratamientosquetuvieronla
mejor respuesta. A)AIB 1 mg/L yB)AIB3mg/L.

2. LostratamientosconAlIB fueronlosUnicosque
lograroninducir raicesenlosGrganosencapsul ados,
aunque esto selogro6 solamente en los &pices, los
cuales, asuvez, también produjeron calos.

3. Los porcentajes mas bajos en todos los
pardmetros evaluados se encontraron en el
tratamiento con MH-5.
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