INVESTIGACION

MICROPROPAGACION DE EUCALIPTO (Eucalyptus grandis Hill
ex Maiden) EN EL SISTEMA DE INMERSION TEMPORAL!

Eucalyptus (Eucalyptus grandis Hill ex Maiden) micropropagation
in a temporary immersion system

Dagoberto Castro R.? y Justo Gonzilez O.?

ABSTRACT

A new procedure is described for in vitro multiplication using the temporary immersion system for
plants (Eucalyptus grandis Hill ex Maiden) coming from elite trees. The optimum multiplication
frequency was established at every 12 h with a duration of 3 min. The additional application of a
stream of fresh air every 6 h for 3 min diminished the hyper-hydration of the plants during the
process. The procedure involved two steps: shooting and elongation of buds. The best treatment for
induction of axillary buds was obtained in the culture medium MS (Murashige and Skoog) with the
nitrates reduced to half strength plus 0.5 benciladenin (BA) mg L', with volumes of 55.5 mL per
group of buds for three weeks. The elongation took place in the MS culture medium plus indol
butiric acid (IBA) 1.0 g L' for three weeks. The use of this protocol allows producing an average
of 260 competent plants of E. grandis. Shoots taller than 2 cm were positively related with higher
survival during the acclimatization phase.
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RESUMEN

Se describe un nuevo procedimiento para la multiplicacion in vitro mediante el sistema de
inmersion temporal de plantas de eucalipto (Eucalyptus grandis Hill ex Maiden) procedentes de
arboles elite. La mayor eficiencia de multiplicacion se establecié a una frecuencia éptima de
inmersién cada 12 h con una duracién de 3 min. La aplicacién adicional de un flujo de aire fresco
cada 6 h durante 3 min disminuy6 la hiperhidratacién de las plantas durante el proceso. Este
procedimiento comprendi6 dos pasos: la brotacion o multiplicacién multiple y la elongacion de
brotes. El mejor tratamiento para la induccion de brotes axilares o multiplicacién se obtuvo en un
medio de cultivo MS (Murashige and Skoog) con los nitratos reducidos a la mitad + 0,5 mg L' de
benciladenina (BA), con volimenes de 55,5 mL por grupo de brotes durante tres semanas. La
elongacion tuvo lugar en el medio de cultivo MS mas 4cido indolbutirico (AIB) 1,0 g L', durante
tres semanas. La utilizacién de este protocolo permitié obtener un promedio de 260 plantas
competentes de E. grandis. Las plantas con tamafio mayor a 2 cm se relacionaron positivamente
con una mayor supervivencia durante la fase de aclimatizacion.
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INTRODUCCION

La propagacion vegetativa de los eucaliptos
tiene gran importancia en sumejoramiento para
asegurar ganancias genéticas inmediatas. Los
clones superiores de eucaliptos seleccionados
cuidadosamente a partir de poblaciones naturales
o mejoradas, pueden ser propagados masiva-
mente a bajo costo. Posteriormente, los rametos
deesos clones seleccionados podran ser utilizados
directamente en plantaciones para asegurar que
las caracteristicas superiores de crecimiento sean
retenidas (Vichnevetskaia, 1997). Estatecnolo-
gia estd muy bien establecida en algunos paises
como Brasil, donde de la produccién anual en
viveros, es decir 175 millones de plantas,
aproximadamente 30% proviene de estacas
enraizadas.

Lamicropropagacion de eucalipto se ha desarro-
llado en mas de 55 especies, y en un gran nimero
de hibridos, utilizando técnicas convencionales
de organogénesis a partir de tejidos juveniles
como cotiledones y embriones, y de arboles
adultos empleando brotes epicérmicos, nudosy
rebrotes como fuente de explantes (Jones y van
Staden, 1997). La aplicacion aescala comercial
de estas técnicas se ha visto limitada por factores
tales como las bajas tasas de multiplicacion, ca-
lidad de los explantes, y altos costos ocasionados
por el uso intensivo de mano de obra en las eta-
pas de multiplicacion y enraizamiento (McComb
y Bennett, 1986).

La automatizacion de una o mas etapas en los
procesos de micropropagacién es una opcion
para lareduccion de costos de manipulacidn, re-
ducciéndel espacio, e incrementar volimenes de
produccion. La utilizacion de medios de cultivo
liquidos es unacondicion para lograr desarrollar
esta alternativa (Aitken-Christie et al., 1995;
Kurata, 1995). Teisson et al. (1996) desarrolla-
ron un equipo sencillo de inmersiéon temporal,
cuyo nombre comercial es RITA® (récipient a
immersion temporaire automatisé), el cual ha
sido empleado para el cultivo de microesquejes
y embriogénesis somatica en varias especies de

interés horticola, con altas tasas de multiplica-
cion, lo cual ha permitido disminuir los costos
de produccién y reducir riesgos de contamina-
ciones.

En Cuba, a partir del desarrollo del primer sis-
tema semiautomatizado de inmersion temporal
en 1997, se hanrealizado investigaciones sobre
la aplicacion de esta técnica en la proliferacion
de meristemas de cafia de azicar (Saccharum
spp.) (Lorenzo et al., 1998), y micropropagacion
de pifia (4nanas comosus) (Escalonaetal., 1999).

El objetivo de la presente investigacion fue
evaluar algunos factores criticos del proceso
como son laduracidny frecuencias de inmersion,
volumen 6ptimo de medio de cultivo por explante,
y duracion de las fases de proliferacion y elon-
gacion que tiendan a optimizar la produccion y
calidad de los brotes de Eucalyptus grandis.

MATERIALES Y METODOS
Descripcion del sistema de inmersion temporal

Se utilizaron explantes procedentes de micropro-
pagacién convencional de un clon de Eucalyptus
grandis Hill ex Maiden procedente originalmente
de arboles elite.

El sistema de inmersion temporal empleado fue
el propuesto por Alvard et al. (1993), con algunas
modificaciones. Como recipientes se utilizaron
frascos de 1 L de capacidad, los cuales se inter-
conectaron por parejas mediante mangueras de
silicona. En un frasco se colocd el medio de
cultivo liquido y en el otro los brotes. Se debe
aclarar, que en todos los casos, el volumen de
medio de cultivo es constante durante cada fase
y las pérdidas por evaporaciéon son minimas
debido a que es un sistema cerrado. Cada frasco
se conectd a un sistema de entrada de aire
proveniente de un compresor, el cual se acciond
por un programador automatico para el control
de lafrecuencia, la duracion de las inmersiones,
la luminosidady el flujo de gases. El aire entrante
o saliente se esteriliz6 a través de filtros hidro-
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fobos de 0,2 mm, de tal manera que cada reci-
piente se manipulo independientemente sin ries-
gos de contaminacidn.

Determinacion del tiempoyla frecuenciadela
inmersion

Se utilizé un experimento bifactorial en disefio
completamente al azar con tres repeticiones, los
factores correspondieron aduracion de la inmer-
sion (1 y 3 min) y frecuencias (3, 6, 12,y 24 h)
durante tres semanas, lo que totalizo6 ocho trata-
mientos. El volumen total del medio de cultivo
fue 500 mL y se inocularon seis grupos de ex-
plantes. Cada grupo estuvo compuesto por cinco
brotes axilares. Posterior a la evaluacion del
primer ensayo se utilizaron inmersiones cada 12
h con una duracién de 3 y 6 min. También se
evaluo el efecto de lainyeccion adicional de aire
durante 3 y 6 min cada 6 h y un testigo sin
inyeccion de aire. Las variables que se evaluaron
correspondieron a numero total de brotes y
porcentaje de brotes hiperhidratados.

El medio de cultivo utilizado consistié en las
sales minerales de MS (Murashige y Skoog,
1962) con el nitrato de amonio y nitrato de
potasio diluidos a la mitad. Los constituyentes
organicos incluyeron las vitaminas MS, L-
glutamina (500 mg L"), sacarosa (30 g L") y
benciladenina (BA, 0,5 mg L'); como agente
preventivo de la oxidacion se utilizé polivinil
polipirrolidona (PVPP) en concentraciénde 250
mgL'. Entodos los casos el medio de cultivo se
esterilizé por autoclave (25 min, 121 °C); el pH
se ajusto previamente a 5,8 + 1 con NaOH. Los
cultivos se incubaron a 24 + 1 °C con un foto-
periodode 12 h luz: 12 h oscuridad. Como fuen-
te de luz se emplearon bombillos de luz fluores-
cente (75 umol m2s),

Influencia del nimero de explantesy volumen
del medio sobre la tasa de multiplicacién y
calidad de los brotes

Se utilizé un experimento bifactorial en disefio
completamente al azar con tres repeticiones,
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donde se evaluaron los factores correspondientes
a namero de brotes: 3, 6, 9y 12 grupos de ex-
plantes cada uno compuesto por 5 brotes axilares;
y el volumen del medio de cultivo: 250, 500 y
750 mL, lo que dio un total de 12 tratamientos.
La frecuencia de inmersién fue cada 12 h con
una duracion de 3 min cada una. El medio de
cultivo tuvo la misma composicion sefialada
anteriormente. Los indicadores evaluados fueron:
coeficiente de multiplicaciony relacion entre las
masas seca y fresca.

Evaluacion del efecto de volumen del medio
de cultivo y duracion de la fase de elongacion
sobre el erecimiento de brotes de eucalipto

Para la etapa inicial de la multiplicacidn se em-
pled lamisma composicion del medio de cultivo
anterior, y se sembraron nueve grupos de explan-
tes. Cada grupo estuvo compuesto por cinco
brotes axilares por recipiente durante un periodo
de tres semanas; transcurrido este lapso de tiempo
se inicié una segunda etapa cuyo objetivo fue
lograr la elongacion de los brotes.

Elmedio de cultivo utilizado en la etapa de elon-
gacion correspondio a las sales minerales MS
con el nitrato de amonio y nitrato de potasio di-
luidos a la mitad, vitaminas MS, mas L-gluta-
mina (500 mg L), sacarosa (30 g L") y acido
indolbutirico (AIB) (1,0 g L!).

Se utilizo un experimento bifactorial en un disefio
completamente al azar con tres repeticiones,
donde los factores fueron: volumen del medio de
cultivo: 250,500y 750 mL; y nimero de semanas
después de la siembra (duracion de la fase): 1,2
y 3 semanas con un total de 9 tratamientos. Los
indicadores evaluados correspondieron a coefi-
ciente de multiplicacion, relacién entre masas
secay fresca, y altura de los brotes. También se
evalud el porcentaje de supervivencia de las
plantulas en invernadero 30 dias después de
transferidas a las casas de aclimatizacion.

Las variables analizadas se sometieron a la
prueba de normalidad y andlisis de varianza
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mediante las pruebas de Cochran y Bartlet
(Montgomery, 1991). La informacién obtenida
se proceso por analisis de varianza de un disefio
completamente al azar con arreglo multifactorial
y prueba de rangos multiples de Duncan para la
comparacion de medias.

RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacion del tiempo y la frecuencia dela
inmersion

En el proceso para establecer una metodologia
de propagacién de plantas en el sistema de
inmersién temporal, la determinacion del tiempo
y la frecuencia de inmersion son dos factores
fundamentales para lograr el mayor coeficiente
de multiplicacion y mejor calidad de las plantulas.
De acuerdo con los resultados obtenidos (Figura
1A) se presentaron interacciones entre la dura-
ciony la frecuencia de inmersion sobre el numero
de brotes por explante. La inmersion de 3 min
presentd mayor numero de brotes en relacion
con 1 min. Las frecuencias de 12 y 24 hmostraron
el mayor numero de brotes, significativamente
superior a los tratamientos donde se emplearon
3y 6 h. Con relacién a la calidad de los brotes
seevaluo el porcentaje de brotes con sintomas de
hiperhidratacion (Figura 1B), no se encontraron
interacciones entre los factores evaluados; de
igual manera la duracion de la inmersion de 1 y
3 min no presento diferencias significativas. Las
frecuencias de 12 y 24 h mostraron la menor
hiperhidricidad en comparacion a la frecuencia
de 3y 6 h. En E. grandis la hiperhidricidad es
una anormalidad fisiologica que se caracterizé
porque las hojas mostraron una apariencia tras-
licida, himeda, gruesa, un color verde claro, y
una apariencia muy tirgida de las plantas. De
acuerdo con los resultados obtenidos se seleccio-
naron como mejor tratamiento las inmersiones
con una frecuencia de 12 h con una duracion de
3 min.

Las condiciones optimas de inmersion dependen
de la especie, pues en el caso de café¢ (Coffea
canefora) cuando se emplearon cuatro inmer-

siones al dia de 15 min cada una, las cuales se
aplicaron con éxito a C. arabica, hubo un alto
porcentaje de hiperhidricidad, el cual se redujo
cuando se cambid a dos inmersiones de 1 min
por dia (Teisson ef al., 1996). La frecuencia y
duracion de la inmersién tuvo un efecto directo
en ¢l desarrollo de embriones de Coffea sp.
(Teisson y Alvard, 1995).

Teniendo en cuenta los altos porcentajes de
hiperhidratacion, se evalué el efecto de la incor-
poracién de flujos de aire adicionales, cada 6 h
con una duracién de 3 min cada una, lograndose
disminuir notoriamente la hiperhidratacion (Fi-
gura 2), lo cual permitié mejorar esta condicion
de estrés debido a una renovacion de la atmosfera
de los recipientes y disminucién de la humedad
relativa, sin que se presentaran diferencias signi-
ficativas con relacion a la multiplicacion.

Influencia del namero de brotes y el volumen
del medio de cultivo sobre la multiplicacién y
calidad de los brotes

El numero de brotes y volumen del medio de
cultivo presentaron interacciones significativas
con el coeficiente de multiplicacion y la relacion
entre masas fresca y seca. De acuerdo con los
resultados que se presentan en la Figura 3A, en
los tratamientos donde se utilizaron 3, 6 y 9 gru-
pos de explantes, el coeficiente de multiplicacion
se incremento en la medida que el volumen de
medio de cultivo se aumentd; sin embargo, en ¢l
tratamiento donde se emplearon 12 grupos de
explantes se observo una disminucion en el co-
eficiente de multiplicacion en los tres voliimenes
de medio, debido a un efecto de competencia de
los explantes por nutrientes. Resultados similares
informaron Kozai et al. (1995) en el cultivo de
papa (Solanum tuberosum), quienes sefialaron
que el volumen inicial del medio de cultivo y la
concentracion del medio nutritivo afectaron los
contenidos iniciales de iones, el desarrollo, la fo-
tosintesis y la absorciéon de iones por los brotes.

La relacién entre masas seca y fresca presentd
los mayores valores, con un volumen de 500 mL
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Figura 1. Efecto de los tiempos de duracién y frecuencias de la inmersion sobre la multiplicacion (A) y porcentaje
de brotes hiperhidratados (B) en explantes de Eucalyptus grandis. Los datos representan las media de tres

repeticiones, cada una con 30 brotes.

Figure 1. Effect of the time of duration and frequencies of the immersion on the multiplication (A) and percentage
of hyperhydrated shoots (B) in explants of Eucalyptus grandis. The data represent the average of three

repetitions, each one with 30 buds.

*Letras desiguales son significativamente diferentes

de medio de cultivo con tres, seis y nueve grupos
de brotes (Figura 3B). Se debe sefialar la impor-
tancia de los valores de masa seca como un indi-
cador de calidad de los brotes, pues ésta se com-
pone principalmente de lignina y polisacaridos
en la pared celular, ademas de componentes del
protoplasma como proteinas, lipidos, aminoaci-
dos, acidos organicos y algunos elementos inor-
ganicos como el potasio (Salisbury y Ross,
1994).

(P < 0,05) segun test de Duncan.

Las técnicas convencionales de micropropaga-
cion se caracterizan por un volumen de medio de
cultivo relativamente pequefio (4-10 mL por
plantula), comparado con cultivos hidropénicos
y otros sistemas de produccion (Kozai et al.,
1995), y por largos periodos de tiempo entre los
subcultivos. Sinembargo, para lograr un maximo
desarrollo en las técnicas de cultivo de tejidos es
necesario proveer a las plantulas con suficientes
cantidades de nutrientes esenciales (incluyendo
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Figura 2. Comparacién del efecto de la incorporacion de aire adicional sobre el niimero de brotes por explante
y el porcentaje de brotes hiperhidratados de Eucalyptus grandis en el sistema de inmersién temporal. Los datos
representan la media de tres repeticiones, cada grupo de explantes tuvo cinco brotes.

Figure 2. Comparison of the effect of the incorporation of additional air on the shooting and percentage of
hyperhydrated shoots of Eucalyptus grandis in the temporary system of immersion. The data represent the
media of three repetitions, each group of explants had five shoots.

*Letras desiguales difieren significativamente (P < 0,05) segiin test de Duncan.

la sacarosa y carbono como fuentes de energia
bajo condiciones heterotréficas y mixotroficas),
de tal manera que los nutrientes no sean un fac-
tor limitante para la multiplicaciony el desarrollo
de las plantas.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se en-
contr6 que un volumen de 500 mL de medio con
nueve explantes, correspondio a un 6ptimo desa-
rrollo de las plantas, lograndose un coeficiente
de multiplicacién de 10,5 brotes, y la mejor ca-
lidad de los brotes en términos de una mayor
produccion de masa seca. Es importante notar
que en la medida que se incrementd el volumen
de medio de cultivo se obtuvo un mayor coefi-
ciente de multiplicacion, sin embargo, la calidad
de los brotes fue un factor importante, el cual
permitié definir un volumen adecuado de medio
de cultivo, que minimiza el estrés hidrico y qui-

mico en los brotes, particularmente en las pri-
meras etapas del cultivo. Ademas disminuyen
los costos de nutrientes y de contaminantes am-
bientales por residuos del medio de cultivo.

Efecto del volumen del medio de cultivo y du-
racion de la fase de elongacion sobre el
crecimiento de brotes de eucalipto

De acuerdo con los resultados de la Figura 4 se
determiné una interaccion entre el volumen de
medio de cultivoy el nimero de semanas después
de la siembra, con relacion a las variables de
coeficiente de multiplicacidn, relacidn entre las
masas secay fresca, y altura de los brotes. En la
medida que se increment6 el tiempo y el volumen
del medio de cultivo se lograron los mayores
coeficientes de multiplicacion a las tres semanas
de cultivoy con 750 mL de medio de cultivo por
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Figura 3. Efecto del numero de explantes y volumen de medio de cultivo sobre el coeficiente de multiplicacion (A)
y la relacién entre masas seca y fresca (B) en Eucalyptus grandis. Los datos representan la media de tres
repeticiones. Cada grupo de explantes estuvo compuesto por cinco brotes.

Figure 3. Effect of the number of explantes and volume of culture medium on the multiplication coefficient (A)
and the relation between dry and fresh masses (B) in Eucalyptus grandis. The data represent the media of three

repetitions, each group of explants had five shoots.

*Letras desiguales son significativamente diferentes (P < 0,05) segun test de Duncan.

recipiente (Figura 4A). Larelacion entre las ma-
sas seca y fresca alcanzo los mayores valores
con un volumen de 500 mL en los periodos de
tiempo de dos y tres semanas (Figura 4B), mien-
tras que con un volumen de 750 mL se presentaron
los valores mas bajos y con una mayor tendencia
a la hiperhidricidad. La altura media de los bro-
tes mostrd los mayores valores con volimenes
de medio de cultivo entre 500 y 750 mL y
duracién de la fase de elongacion entre dos y tres
semanas (Figura 4C).

Estos resultados implican la necesidad de esta-
blecer un Optimo entre los factores evaluados,
que bajo las condiciones ensayadas correspon-
dieron a tres semanas en ¢l medio de elongacion
con un volumen de medio de cultivo de 500 mL,
es decir 55,5 mL por grupo de brotes. Para esta
seleccion se considerd el mayor coeficiente de
multiplicacion que fue de 11,5.

Respecto al tamafio de las plantulas, los mayores
volumenes de medio de cultivo, 500 y 750 mlL,
ylos periodos de duracion de la fase de elongacion
de dos y tres semanas, favorecieron plantas con
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Figura 4. Efecto del volumen del medio de cultivo y duraciéon de la fase (semanas) sobre el coeficiente de
multiplicacién (A), la relacién entre masas seca y fresca (B) y altura de los brotes (C) durante la etapa de
elongacion en Eucalyptus grandis. Los datos representan la media de tres repeticiones, cada una con 50 brotes.

Figure 4. Effect of the volume of the medium culture and duration of the phase (weeks) on the coefficient of
multiplication (A), the relation between dry and fresh masses (B) and shoot height (C) during the stage of
elongation in Eucalyptus grandis. The data represent the media of three repetitions each one with 50 buds.

*Letras desiguales difieren significativamente (P < 0,05) segin test de Duncan.

el mayor numero de brotes y con un tamafio su- en el tratamiento donde se utilizd un volumen de
perior a los dos centimetros, que alcanzd porcen- medio de cultivo de 500 mL durante tres semanas
tajes del 57,2%, es decir, 260 brotes competentes (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Efecto del volumen del medio de cultivo y duracién de la fase (semanas) sobre el tamaiio de los
brotes durante la etapa de elongacion en Eucalyptus grandis

Table 1. Effect of the volume of the culture medium and duration of the phase (weeks) on the size of the
shoots during the elongation stage in Fucalyptus grandis

Volumen Duracion fase Tamaiio de los brotes
(mL) (semanas) Clases (cm)
0,6 -1,0 L,1-1,5 1,6 — 2,0 2,1-25 >2,5-4,0
250 1 96,3 46,0 423 170,6 b 31,6
2 88,0 44.0 39,3 1846 b 40,1
3 96,0 431 41,0 176,0 b 48,6
500 1 101,0 433 39,3 1790 b 36,6
2 104,0 45,3 42.6 218,3 ab 47,0
3 108,6 442 41,0 212,0 ab 48,6
750 1 118,3 42,1 41,4 179,6 b 41,6
2 132,0 433 42.6 2253 a 51,6
3 137,0 46,3 42,0 247.,6 a 52,2
MG + EE 109+ 7,18 44,1 + 1,44 412+2.6 199 £ 2.2 44 £ 2.6
Andlisis de varianza
* Volumen (V) * NS NS
+ Semanas (S) NS NS NS
Interaccion V x S NS NS NS * NS

*Diferencia al nivel 0,05.
NS: No significativo.

Los datos representan la media + error estindar (EE) de tres repeticiones. Los tratamientos con letras diferentes

presentan significacion para p < 0,05 por el test de Duncan.

Las tasas de multiplicacion en eucaliptos depen-
den de la especie e incluso del clon, y si los bro-
tes son juveniles o maduros. En E. marginata se
registré una tasa de multiplicacién entre 3y 7 en
cuatro semanas en materiales procedentes de se-
millas, mientras que de arboles adultos se logra-
ron tasas mas bajas, entre 2 y 5 en el mismo lap-
so de tiempo, cuando se emplearon las técnicas
convencionales de micropropagacién (McComb
y Bennett, 1986). En E. grandis se lograron
coeficientes de multiplicacidon de 3,5 en sistemas
convencionales (Castro, 1998). Al comparar
estos resultados con los que se lograron con los
sistemas de inmersion temporal; que en promedio
fueron de 11,5, justifican el empleo de esta tec-
nologia. El proceso de inmersion temporal para
la proliferacion de E. grandis permite el inter-

cambio gaseoso con una periodicidad de cada 6
hy cada 12 h se realiza un bafio con el medio de
cultivo, esto proporciona una mejor asimilacion
de los nutrientes; adicionalmente se presenta un
mayor contacto entre los nutrientes y las plantas,
y una mayor difusion de sustancias toxicas, por -
lo tanto, se mejoran las tasas de multiplicacion
y la calidad de los brotes.

La supervivencia de las plantulas se relacioné
con su mayor tamafio durante el proceso de
inmersioén y durante la etapa de aclimatizacién
(Figura 5), razon por la cual los brotes mayores
de 2 cm se consideran como plantas competentes
para la etapa de aclimatizacion, al presentar
porcentajes de supervivencia superiores a 90%.



D. CASTRO R. y J. GONZALEZ O. - MICROPROPAGACION DE EUCALIPTO (Eucaliptus grandis HILI,.....

77

100 -

(o jo.s}
é [e) S
L 3 I

Supervivencia (%)

N
fand

<

0,6-10 1,1-1,5

1,6 -2,0 2,1-25

Tamatfio de los brotes (cm)

Figura 5. Relacién entre la supervivencia durante la fase de aclimatizacion y el tamaio de las plantulas de
Eucalyptus grandis propagadas en el sistema de inmersién temporal. Los datos representan la media de tres

repeticiones, cada una con 15 brotes.

Figare 5. Relation between the survival during the phase of acclimatization and the size of plantulas of Eucalyptus
grandis propagated in the temporary immersion system. The data represent the media of three repetitions

each one with 15 buds.

*Letras desiguales son significativamente diferentes (P < 0

CONCLUSIONES

1. Elmayor coeficiente de multiplicacion y mejor
calidad de las plantulas se logré con una fre-
cuencia de inmersién cada 12 h con una du-
racion de 3 min, con un intercambio adicional
de aire cada 6 h durante 3 min.

. De acuerdo con los resultados obtenidos se

determino que un volumen de 500 mL de me-
dio con nueve explantes correspondi6é a un

LITERATURA

,05) segiin test de Duncan.

optimo, que permitié lograr un coeficiente de
multiplicacion de 11,5 brotes y la mejor cali-
dad de los brotes en términos de una mayor
masa seca.

. El proceso de micropropagacién cstudiado
permitid obtener a partir de nueve explantes.
cada uno con cinco brotes, un promedio dc
260 plantas competentes de E. grandis por
litro de medio de cultivo en un periodo total
de seis semanas.
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