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A - INTRODUCCION.

Al - Generalidades de Ia te_fcm'czz de cultivo “in vitro”

El cultivo “in vitro” es una técnica utilizada para lograr el crecimiento de nuevas
plantas en un medio nutritivo y con condiciones ambientales controladas, a partir de
pequefias porciones de tejidos de plantas, denominadas explantos. Estos son
cultivados asépticamente en los medios nutritivos, compuestos por macro- y
micronutrientes, vitaminas, aminoacidos y carbohidratos, a los cuales se les adiciona
reguladores de crecimiento. -

La utilizacién de esta técnica se basa en la caracteristica de las células vegetales
denominada tetipotencia, definida como la propiedad de las células vegetales de
poseer toda la informacion necesaria para generar un nuevo individuo. El tipo de
patron de crecimiento que se presenta depende del potencial genético de la planta asi
cultivada y del ambiente quimico y fisico (los cuales son controlados), al que esta
sometida la parte de la planta.

El cultivo “in vitro” tiene ventajas sobre los métodos de macropropagacion y de
reproduccion sexual al posibilitar la obtencion de clones en masa, con altas tasas de
multiplicacion, en espacios reducidos y en periodos de tiempo menores. En material
de tipo forestal hasta el momento se ha logrado en pocos géneros una propagacion
en forma masiva o comercial (Pinus, Picea, Populus, Eucaliptus). Mayormente la
técnica se aplica a escalas experimentales y en especies endémicas, raras o
amenazadas de extincion. Otra ventaja es que puede ser iniciado en cualquier época
del afio sin esperar temporadas favorables, como ocurre en la produccién de
semillas.

En especies forestales, este método de reproduccion se aplica principalmente para:

» Propagacion en masa de clones.
» Obtencion, conservacion y distribucion de clones especificos resistentes a
patogenos.

Las caracteristicas del cultivo “in vitro” se pueden resumir en los 5 puntos que se
describen a continuacion:

1) Ocurre a microescala, sobre una superficie relativamente pequeia.
2) Se utilizan condiciones ambientales optimas en lo que respecta a factores
fisicos, nutricionales y hormonales.
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3) Mediante el cultivo de meristemas se excluyen microorganismos patogenos
(Bacterias, Hongos y Virus), asi como también plagas de plantas superiores
(Insectos y Nematodos).

4) Es posible cultivar protoplastos o células individuales.

5) En algunos casos, no se reproduce el patrén normal de desarrollo de una planta,
resultando que un tejido aislado puede dar origen a un callo o puede desarrollarse
en otras formas poco usuales. (por ejemplo: formacion de organos, embriogenesis
somaética, etc.)

A2 -Fundamentacion de la prdctica realizada. Antecedentes.

El Rauli y el Roble Pellin son especies de alto valor ecologico y forestal de la
Region de los Bosques Andino Patagonicos. Por esta razén, varias instituciones
estan desarrollando trabajos que tienen como objetivo conservar y aumentar la
superficie ocupada por estas especies. Tanto su mejoramiento genético como las
practicas silviculturales que promueven la regeneracion, requieren de una técnica
que permita la clonacién de arboles maduros considerados como-plus.

Mediante la propagacion vegetativa pueden establecerse huertos semilleros y
plantaciones clonales, y ademas puede aplicarse en programas de control de
enfermedades. Este tipo de reproduccion generalmente no es facil de aplicar.en la
mayoria de las Fagaceas, tanto por los métodos tradicionales como por cultivo “in
vitro”. Sin embargo, hay varios antecedentes de su factibilidad mediante el uso de
partes del vegetal con caracteristicas juveniles. Se logro, por ejemplo, micropropagar
Nothofagus pumilio (Lenga) a partir de brotes de renovales de 10 — 15 afios de edad
y de ramas de un ejemplar de 200 afios (Martinez Pastur, 1997). En ese trabajo con
la desinfeccion se obtuvo un porcentaje de explantos libres de contaminacion del
80 % y se alcanzé una tasa de multiplicacion de 1:4.7. También se logro
micropropagar Nothofagus antarctica (Nire) de brotes obtenidos de arboles jovenes
de 10 — 15 afios y de.esferoblastos de arboles maduros de 150 afios. En este caso se
obtuvo una desinfeccion del 65 % para los brotes de renovales y 80 % para
esferoblastos (Martinez Pastur, 1997). El mismo autor logro la micropropagacion de
Nothofagus leoni (Huala), Nothofagus nervosa y Nothofagus obliqua de brotes a
partir de semillas germinadas en el laboratorio; obteniendo resultados de
desinfeccion del 52 + - 9 % en Nothofagus leoni (Martinez Pastur, 1997), 62 % en
Nothofagus nervosa (Martinez Pastur, 1997) y 90 % en Nothofagus obliqua.
(Martinez Pastur, 1997).

En esta prictica, por sus caracteristicas juveniles, se escogié como fuente de
material vegetal yemas obtenidas de rebrotes de cepa.



Asentamiento Universitario San Martin De Los Andes
Establecimiento y multiplicacion “in vitro” de Nothofagus uervosa y Nothofagus obliqua

B - OBJETIVOS.
B1 - Objetivo General:

e Obtener experiencia en las actividades de laboratorio relacionadas con el cultivo
“in vitro” de especies lefiosas

B2 - Objetivo particular:

e Establecer y multiplicar “in vitro” ejemplares adultos de Rauli y Roble Pellin, a
partir de yemas de rebrotes de cepa de uno a tres afios de edad.

C - MATERIALES Y METODOS.

C.1- MATERIALES
C.1.a - Espacio fisico en el cual se realizo el ensayo.

El trabajo se realizo6 en el en el Laboratorio de Quimica del Asentamiento
Universitario de San Martin de los Andes.

C.1.6 - Material Vegetal

Para realizar la practica se seleccionaron tocones de arboles de Nothofagus nervosa
(figura 1) y Nothofagus obliqua (figara 2), de arboles extraidos en el
aprovechamiento forestal de Quilanlahue, Parque Nacional Lanin. De dichos tocones
se extrajeron rebrotes de cepa de uno a tres afios de edad, de los cuales se utilizaron
las yemas. La recoleccion del material vegetal se realizo la tercera semana de
septiembre del 2005.

Figura 1. Tocén de N. nervosa Figura 2. Tocon de N. oligua

8 - 2 %Y
. .‘. !. . '8




Asentamiento Universitario San Martin De Los Andes
Establecimiento y multiplicacion “in vitro” d¢ Notfiofagus nervosa y Nothofagus obliqua

C.1.c. - Materiaf de Laboratorio.
C.1.c.1 - Instrumental

L. Agitador Magnético

II. Estufa Eléctrica

III. Céimara de cultivo

IV. Autoclave

V. Céimara de Flujo Laminar

I. Se utiliza para realizar los procesos de lavado y enjuague del material, en la etapa de
desinfeccion.

II. Se utiliza para esterilizar en seco el material de vidrio y los materiales metalicos
tales como, como pipetas, erlermeyer, pinzas, bisturies, etc.; también se puede
-esterilizar material de papel como por ejemplo servilletas absorbente. El proceso
requiere de 4 horas a 120°C o 12 horas a 90°C.

I11. Es una sala con repisas en las que se depositan los explantos para ser propagados.
En esta sala se encuentran controladas las condiciones fisicas como la temperatura,
que se mantiene en un rango de 23 — 25°C, y el fotoperiodo que es de 16 horas de luz
y 8 horas de oscuridad. La humedad ambiente se trata de mantener constante, para
ello se utilizan unos recipientes con agua que se depositan en la parte inferior de las
repisas.

IV. Se utiliza para esterilizar el agua destilada asi como también los medios nutritivos.
Este instrumento esteriliza por medio de vapor a alta presion. Siempre que el tiempo
de exposicion sea suficiente, el vapor a presion puede eliminar todos los
microorganismos que puedan estar presentes.

Para su utilizacion se deben tener en cuenta ciertas precauciones que se detallan a
continuacion:

e Cuando se trabaja con tubos de ensayo o simples frascos de vidrio nunca se debe
llenar mucho los recipientes ya que el liquido que se encuentre dentro va a hervir e
intentar destapar el frasco y derramarse.

e Cuando se trabaja con frascos de vidrio, nunca deben quedar muy proximos unos
de otros, ya que corren peligro de romperse.

e Se debe verificar que la tapa se encuentre bien cerrada para evitar perdidas de
vapor.
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V. Se utiliza para reducir lu contaminacion practicamente a un 0 % en todas aquellas
operaciones en las cuales se tengan que exponer los explantos al aite, con
probabilidades de contaminacion.

El funcionamiento de ésta consiste en tomar aire del exterior el cual pasa a través de
dos filtros de papel uno de poros medios y de poros muy finos, el primero permite
retener las particulas mas gruesas y el segundo la retencion de esporas de hongos,
particulas pequefias, etc. antes de que llegar a la mesa, esto permite que ninguna
particula pase desde la habitacion en la que se encuentra la camara hasta la mesa
donde se trabaja.

Precauciones a tener en cuenla pard Su Uso:

e Encenderla como minimo media hora antes de utilizarla, para asegurar el
desplazamiento de todo el aire contaminado.

e Limpiar la mesa, techo y laterales de la camara con alcohol 70 o espadol al 0.5 %;
no olvidar limpiar el exterior con regularidad.

e Limpiar el piso de la habitacién donde se encuentra la cdmara, regularmente con
una solucion diluida de lavandina.

e Tener la precaucion de mantener la puerta entreabierta, para que se genere una
corriente de aire, y se renueve el mismo para evitar contaminacion.

» Una vez al mes aspirar el filtro de papel que reencuentra en la parte posterior de la
camara.

C.1.d - Medio de cultivo:

El medio que se utilizo en el ensayo fue el Broadleaved Tree Médium (BTM) (Ver
Anexo I), y se utilizo con reguladores de crecimiento (medio 63) y sin reguladores
de crecimiento (medio 64), en las etapas de siembra y repique.

C.2-METODO
C.2.a - Tratamiento del material vegetal

En los rebrotes que se extrajeron las yemas se encontraban cerradas. Una vez
llevados al laboratorio, sus bases fueron sumergidas unos 5 centimetros en una
solucion de KNO3 (1g/1), para inducir a las yemas a la brotacion.

En la presente trabajo se utilizaron dos metodologias diferentes para lograr el
objetivo de establecimiento, la primera de ellas consistio en trabajar con pequerias
estacas y la segunda con yemas, llamadas respectivamente microestacas (figura 3)
y brotacién forzada (figura 4).
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En la presente trabajo se utilizaron dos metodologias diferentes para lograr el
objetivo de establecimiento, la primera de ellas consistié en trabajar con pequeiias
estacas y la segunda con yemas, llamadas respectivamente microestacas (figura 3)
y brotacién forzada (figura 4).

ﬁgura4.YemasdeMnama

C.2.6 - Preparacion del sustrato para retrasar la brotacion del material:

El proceso consiste en colocar en recipientes (de metal o material esterilizable) un
sustrato, en este caso arena fina, la cual se debe humedecer para ser esterilizado.
Esto se realiza en autoclave a 120°C y una atmdsfera de presion, durante 45 minutos.
Una vez esterilizado el sustrato, los brotes se entierran y se tapan; posteriormente los
recipientes son llevados a heladera en donde se mantienen de 4-6 °C.
aproximadamente.

C.2.c - Preparacion y siembra del matenial:
C.2.c.1 - Microestacas
C.2.c.1.a — ®Pasos:

Cortar los rebrotes en secciones con una yema de 3 a 4 cm. (figura 5)

Primera desinfeccion de microestacas, enjuague y secado.

Segunda desinfeccion, enjuague y secado. (CFL).

Siembra medio de cultivo (nitrato de potasio 1gr/l y agar - agar).

Una vez brotadas las microestacas, extraer brotes con 2 primordios foliares y el
meristema y tratarlas con acido ascorbico.

6. Sembrar en medio de cultivo

S Ll B e
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Figura

C.2.c.1.6 — Desinfeccion:

S Microestacas de N, nervosa

Las desinfecciones fueron iguales para ambas especies utilizadas:
Primera desinfeccion:

Consistié en colocar las microestacas en un Erlenmeyer en una solucién con polvo

limpiador (tipo Odex), dos gotas de tween 20 (detergente sintético concentrado) y
agua; durante 30 minutos con agitacién mecanica.

Para el primer enjuague se utilizé agua corriente de red y un cepillo que tenia como

funcién eliminar particulas mayores.
Secado en servilleta de papel.
Segunda desinfeccion:

Esta se realizé en la CFL y se trataron las microestacas con una solucion de
hipoclorito de sodio (lavandina comercial con 55 g/l de cloro activo).

Concentraciones:
Especie Concentracion de Duracion de tratamiento Fecha de
hipoclorito de sodio de desinfeccion desinfeccion
Nothofagus nervosa 40 % 10 minutos 22 de Septiembre
Nothofagus nervosa 60 % 10 minutos 1 de Octubre
Nothofagus obliqua 40 % 10 minutos 23 de Septiembre
Nothofagus obliqua 60 % 10 minutos 30 de Septiembre

Luego se realizaron 3 enjuagues en ADE de 5 minutos cada enjuague.
Posteriormente fueron secadas y sembradas en un medio de cultivo a base de nitrato
de potasio (1 g/l) y agar - agar, para inducir a las yemas a la brotacion.

Una vez brotadas las microestacas, la técnica consiste en extraer brotes con 2
primordios foliares y el meristema y tratarlos con una solucién de acido ascorbico al
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0.2 % y 3 gotas de tween 20 durante una hora en agitacion para Rauli. Para Roble
Pellin dejar los brotes en acido ascorbico durante 30 minutos. Secar y sembrar en
medio nutritivo BTM . En esta practica no alcanzo a realizarse este paso.

C.2.c.1.c - Siembra:

Las microestacas fueron sembradas en tubos de ensayo, una por cada tubo de
ensayo, luego de la siembra fueron dejadas 24 horas en oscuridad y luego colocadas
en la camara de cultivo. Para la siembra se utilizo un medio a base de nitrato de
potasio al 0.1 % y agar — agar, para forzar a la brotacion de las yemas.

C.2.c.2 - Brotacion Forzada.

C.2.c.2.a - Pasos:

1. Extraer las yemas (meristema con primordios foliares). (figura 6)
2. Primera desinfeccion.

3. Enjuague.

4. Secado.

5. Para Rauli, tratar las yemas con solucion de acido ascorbico.

6. Segunda desinfeccion.

7. Enjuague.

8. Secado.

9. Siembra en medio de cultivo.
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C.2.¢.2.b - Desinfeccion:

Las desinfecciones fueron iguales para ambas especies utilizadas:

Primera desinfeccion:

Consistio en colocar las yemas en un Erlenmeyer con polvo limpiador (tipo Odex)
mas dos gotas de tween 20 (detergente sintético concentrado) y agua, durante 30
minutos con agitacion. (Mecanica)

Enjuague con agua corriente de red. También se utilizd un cepillo para sacar
particulas mayores.

Secado, realizado con servilleta de papel.

Segunda desinfeccion:

Esta se realizo en la CFL, consistié en colocar las yemas en una solucion de
lavandina, con agitacién. (Manual y mecanica)

Concentraciones.
[ Especie " Concentracién | - Duracién de Fecha de desinfeccion
! de hipoclorito tratamiento
de sodio de
desinfeccion |
Nothofagus obliqua 14 % 10 minutos 27 de Septiembre
Nothofagus obliqua 14 % | 10 minutos 4 de Octubre
Nothofagus obliqua 14 % 10 minutos 19 de Octubre
Nothofagus nervosa 14 % 10 minutos 28 de Septiembre |
Nothofagus nervosa 14%+ 1" en 10 minutos 5 de Octubre |
alcohol 70 % -

Se realizaron 3 enjuagues en ADE de 5 minutos cada enjuague. Posteriormente s¢
las secé y sembrd en medio de cultivo BTM. Con excepcion del segundo
tratamiento en Rauli en el que se utiliza alcohol; en este se realizaron 3 enjuagues
mas con ADE para eliminar el alcohol

C.2.c.2.c - Siembra:

Las yemas fueron sembradas en frascos y tubos de ensayo y colocadas de a 3 por
frasco y en unidad por tubo. Luego fueron dejadas 24 horas en oscuridad y luego
colocadas en la camara de cultivo. El medio utilizado fuel el BTM con reguladores
de crecimiento; Los reguladores de crecimiento, BAP (6-bencil amino purina,
giberelina), 0.0005 % y ANA (4cido naftalenacético, auxina), 0.00002 %.

«10.-
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C.2.c.2.d - Repique:

Los repiques que se realizaron fueron de yemas de Roble pellin, este se realizo cada
21 dias y la funcioén del mismo fue la de brindarle al explanto en forma continua los
nutrientes necesarios para su crecimiento. También se realizaron cuando en un
frasco habia contaminacion producida por bacterias. Se repicaban a medio fresco los
explantos libres de contaminacion. Se utilizo medio de cultivo nimero 63.

C.2.c.2.e - Multiplicacion:

El procedimiento de multiplicacion se dividié de los siguientes pasos:

e Seleccion de los explantos
Se seleccionaron los explantos que superaban los 2 centimetros de longitud; los
brotes eran de distintos tamanos, desde milimetros a unos 3 a 4 cm.

e  Separacion de los callos y los brotes nuevos.

Se sacaron los explantos de los frascos y se colocaron en cajas de petri con acido
ascorbico 0.2 %, para evitar su deshidratacion y la oxidacién de tejidos (este ultimo
provoca que los tejidos segreguen fenoles) y se seccionaron los brotes con un bisturi
esterilizado. '

e Siembra en medio de cultivo fresco.

La siembra se realizo en dos partes, los callos eran sembrados en un medio de
cultivo sin hormonas y los brotes en medio de cultivo con hormonas, medio 64
(figura 7) y medio 63 (figura 8) respectivamente.

Figura 7.Repique de callos de N. oblicua Figura 8. Repique de explantos de N. oblicua en medio
en medio nutritivo BTM sin hormonas de crecimiento nutritivo BTM con hormonas de crecimiento
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C.2.c.2.f - Desinfeccion y repique de explantos con probabilfidad de contaminacion:
Este proceso se realizo para recuperar el material vegetal, debido a la poca cantidad
que se disponia Este consistia en realizar un nuevo proceso de desinfeccion a
explantos que se encontraban en los mismos frascos en donde otros habian resultado
contaminados con bacterias. A los explantos con posibilidad de ser recuperados, se
les hacia una desinfeccion con hipoclorito de sodio al 14 % durante 10 minutos
seguido de 3 enjuagues con ADE. Posteriormente se sembraban en medio nutritivo
fresco.

D - RESULTADOS.

o Microestacas:
Los resultados obtenidos en la desinfeccion de microestacas fueron

Especie: Nothofagus obligua
Tratamiento:
Desinfeccion con lavandina al 40 % durante 10 minutos.
Fecha de siembra: 23/09/05
Fecha de revision: 06/10/05
Resultado:
Total de explantos: 22
. Contaminados con Hongos: 15 (68.18 %)
Contaminados con Bacterias: (7~ 31.18 %)
Vivos: 0
Efectividad del tratamiento: 0 %

Especie: Nothofagus obliqua

Microestacas 1 semana en frio.
Tratamiento:

Desinfeccion con lavandina al 60 % durante 10 minutos.
Fecha de siembra: 30/09/05

Fecha de revision: 06/10/05

Resultado:

Total de explantos: 23

Contaminados con Hongos: 12 (52.17 %)
Contaminados con Bacterias: 10 (43.5 %)
Vivos: 1 (4.3 %)

Efectividad del tratamiento: 4.3 %
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Especie: Nothofagus nervosa
Tratamiento:

Desinfeccion con lavandina al 40 % durante 10 minutos.
Fecha de siembra: 22/09/05

Fecha de revision: 06/10/05

Resultado:

Total de explantos: 24

Contaminados con Hongos: 18 (75 %)
Contaminados con Bacterias: 6 (25%)
Vivos: 0

Efectividad del tratamiento: 0%

Especie: Nothofagus nervosa
Microestacas 1 semana en frio.
Tratamiento:

Desinfeccion con lavandina al 60 % durante 10 minutos.
Fecha de siembra: 01/10/05

Fecha de revision: 06/10/05

Resultado:

Total de explantos: 20

Contaminados con Hongos: 14 (70 %)
Contaminados con Bacterias: 6 (30%)
Vivos: 0

Efectividad del tratamiento: 0%

Observaciones generales:

e Un porcentaje importante de las microestacas, presentaron liberacion de fenoles
(figura 9). El1 65 % de las microestacas de rauli y el 32 % de microestacas de Roble
Pellin brotaron, independientemente de estar contaminadas (figura 10).

Figura 9. Liberacion de fenoles de una microestaca de Figur0a 10. Microestacas de N. nervosa contaminadas,
N. nervosa con hongos y bacterias, en estado de brotacién.
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e Yemas:
Los resultados obtenidos en la desinfeccion de yemas fueron

Especie: Nothafagus obligua
Tratamiento:

Desinfeccion con lavandina al 14 % durante 10 minutos.
Fecha de siembra: 27/09/05

Fecha de revision: 06/10/05

Resultado:

Total de explantos: 23

Contaminados con Hongos: 9 (39.13 %)
Contaminados con Bacterias: 4 (17.4 %)
Muertos: 11

Vivos: 12 (52.17 %)

Efectividad del tratamiento: 52.17 %

Especie: Nothofagus obliqua

1 semana en frio

Tratamiento:

Desinfeccion con lavandina al 14 % durante 10 minutos.
Fecha de siembra: 04/10/05

Resultado:

Primera revision: 17/10/05

Total de explantos: 24

Contaminados con Hongos: 0 (0 %)

Contaminados con Bacterias: 4 (16.66 %)

Muertos: 4 (16.66 %)

Vivos: 20 (83.33%)

Efectividad del tratamiento: 83.33 %

Segunda revision: 28/10/05 (realizada después del primer repique)
Total de explantos: 20

Contaminados con Hongos: 3 (15 %)

Contaminados con Bacterias: 0 (0 %)

Muertos: 3 (15 %)

Vivos: 17 (85 %)

Especie: Nothofagus obliqua
Tratamiento: .
Desinfeccion con lavandina al 14 % durante 10 minutos.

Fecha de siembra: 19/10/05
Fecha de revision: =---------
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Resultado:

Total de explantos: 16
Contaminados con Hongos: -—---
Contaminados con Bacterias: -------
Muertos: 16

Vivos: 0

Efectividad del tratamiento: -------—--

Observaciones generales de la especie:

En el segundo tratamiento, las perdidas debidas a la contaminacion con hongos
ocurrieron después del repique. Los explantos comenzaron a formar callos la semana
del 13 al 19 de octubre (figura 11). Los callos fueron de consistencia dura color
verde oscuro y de 1 a 1.5 centimetros, los cuales formaron brotes de distintos
tamafios, de unos milimetros hasta 3 a 5 centimetros y de 3 a 10 por cada callo. Los
callos que tenian mayor cantidad eran los que tenian los brotes de menor tamaiio
(figura 12)

Algunos de los brotes al cabo de unos dias de ser repicados presentaban
amarillamiento y en algunos casos necrosis en algunas de sus hojas (figura 13).

En el tercer tratamiento ninguna de las yemas super6 la desinfeccion. Las yemas se
encontraban en un estado de brotacion avanzado, habiendo desplegado
completamente sus hojas (figura 14).

Figura 11. Brotes de N. obliqua iniciando la Figura 12. Callo de N. obliqua con numerosos brotes
formacion de callos. de poco tamaiio.
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Figura 13. Brotes de N. obligua con amarillamiento Figura 14.Yemas de N. obligua daiiadas por la
y necrosis en sus hojas. lavandina en Ia etapa de desinfeccion

Especie: Nothofagus nervosa
Tratamiento:

Desinfeccion con lavandina al 14 % durante 10 minutos.

Fecha de siembra: 28/09/05

Resultado:

Fecha de revision: 06/10/05

Total de explantos: 16

Contaminados con Hongos: 2 (12.5 %)

Contaminados con Bacterias: 4 (25 %)

Muertos: 9 (56,25 %)

Vivos: 1 (6.25 %)

Efectividad del tratamiento: 6.25 %

Observaciones: i

Los explantos presentaban manchas de color marrén oscuro en los primordios
foliares (figura 15). El tnico explanto vivo que quedo (figura 16), comenzoé a decaer
a los 30 dias, presentando amarillamiento y necrosis en las hojas, hasta el 7/12 donde
dejo de ser viable
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Figura 15. Explantos de N. nervosa con machas Figura 16. Unico explanto de N. nervosa que se
oscuras en los primordios foliares. desarrollo.

Especie: Nothofagus nervosa
1 semana en frio
Tratamiento:

Desinfeccion con lavandina al 14 % durante 10 minutos y un minuto en alcohol al
70 %. )
Fecha de siembra: 05/10/05

Resultado:

Primera revisiéon: 14/10/05

Total de explantos: 26

Contaminados con Hongos: 2 (7.69 %)

Contaminados con Bacterias: 13 (50 %)

Muertos: 15 (57.69)

Vives: 11 (42.3 %) i

Efectividad del tratamiento: 42.3 %

Observaciones:

En los explantos se visualizan areas necroticas en los primordios foliares.
Segunda revision: 17/10/05

Total de explantos: 11

Contaminados con Hongos: 0 — 0%

Contaminados con Bacterias: 0 — 0%

Muertos: 11 (100 %)

Vivos: 0

Observaciones Generales:

Las contaminaciones producidas por hongos, fueron causados por varias especies de
hongos imperfectos. En un caso se determino un hongo correspondiente al genero
Alternaria, que posee esporas con forma de granada y con tabiques transversales y
longitudinales (Figura 17). Sus colonias son de color verde oscuro con zonas
grisaceas (Figura 18).
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Figura 17. Esporas con tabiques transversales y longi-  Figura 18. Colonia de hongos del genero Alternaria
tudinales de hongos del genero Alternaria.

E - DISCUSION Y CONCLUSIONES.

Microestacas:

En esta experiencia los tratamientos de desinfeccion no tuvieron resultados
alentadores, con 0 % de efectividad en los tratamientos en Rauli y en el primer
tratamiento de Roble Pellin; y un 4.3% de efectividad para el segundo tratamiento de
Roble Pellin. Esto pudo deberse a que las concentraciones no fueron suficientes o a
que el tiempo de exposicion no fue adecuado para lograr porcentajes de desinfeccion
mayores. Algunas recomendaciones para disminuir los porcentajes de
contaminacion son: utilizar lavandina con una concentracion del 60 % por un
tiempo mayor (15 minutos), combinar el segundo tratamiento aplicado a las
microestacas con una inmersion de las mismas en alcohol 70 %, probar otros
productos desinfectantes y/o tratar las estacas con fungicidas luego de su cosecha..
En cuanto a la liberacion de fenoles, es aconsejable realizar cortes mas limpios al
obtener las microestacas y posteriormente a la desinfeccion realizar un tratamiento
con acido ascorbico al 0.2 % para evitar la oxidacion de los mismos.

Yemas:
Rauli:
En los tratamientos utilizados para rauli se not6 una mejoria importante al aplicar

alcohol al 70 %; el tratamiento con lavandina tuvo una efectividad de solo un 6.25 %
mientras que con el tratamiento con lavandina y alcohol la misma llego aun 42.3 %.
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Estos resultados se pueden mejorar mucho mads, ya que la contaminacion fue muy
alta. La misma se puede deber a la presencia del mucilago que se encuentra en las
yemas y que puede albergar microorganismos que producen la contaminacion de los
explantos. También es importante tener en cuenta que el tejido sufrié un dafio
importante en la desinfeccion lo que pudo haber causado las perdidas de los
explantos que pasaron la etapa de desinfeccion. Esta especie se muestra muy
recalcitrante para su establecimiento “in vitro”.

Roble Pellin:

En esta especie se comprobo que el mejor momento para la recoleccion de yemas, €s
cuando estas se encuentran en un estado incipiente de brotacion. Cuando se trabajo
con las yemas en estado avanzado de brotacion (tratamiento N° 3), no soportan la
etapa de desinfeccion, y el material queda totalmente destruido.

En este ensayo para esta especie se logro una desinfeccion de yemas muy
importante con una eficiencia del 52.17 % para la primera desinfeccion y 83.33 %
para la segunda desinfeccion; la diferencia entre ambas posiblemente se produjo
debido a la poca practica del personal.

Los explantos alcanzaron la etapa de multiplicacion (figura N° 19). En la segunda
multiplicacion se determiné una tasa promedio de 1:6. Si bien se obtuvieron estos
datos, en esta etapa no es conveniente realizar un andlisis estadistico debido a la alta
variacion de los resultados. Normalmente es deseable realizar el andlisis a partir de
la tercera generacion de brotes, donde es posible obtener tasas mas uniformes y en el
presente trabajo, por cuestiones de tiempo, solo se tomaron los datos
correspondientes a la segunda generacion.

Otro factor importante para tener en cuenta es evitar perdidas de explantos por
contaminaciones y por la muerte de tejidos debidos al estrés que sufren en el
transplante al deshidratarse. Este estrés puede provocar un debilitamiento del
explanto y una mayor susceptibilidad al ataque por patégenos endogenos y exogenos
La recomendacion es extremar los cuidados y precauciones basicas para realizar las
actividades; y ver alguna posibilidad de lograr una cierta humedad ambiente dentro
de la CFL para evitar que el explanto sufra deshidratacion.
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Figura 19. Callos de V. obfigua, en etapa de multiplicacién.
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Anexo N° 1

MEDIO BASICO Broadleaved Tree Médium (BTM) (Chalupa, 1983)
Sustancia Concentracién (mg/l
KNO, 180
MgSOQ,. * 7H,O 370
KH,PQ, 170
NH NO3 165
(NH4)»LS50, 240
| K2SO4 860
. aCh.2H,0 44
Ca(NO3), * 4H,0 640
H,BO, 6.2
MnSQ, * H.O 22.3
Zn504 * THzo 8.6
Na,MoQ, * 2H,0 0.25
CUSO4 A 5H20 0.25
CoCl; * 6H,0 0.02
Kl 0.15
FeS0,* 7H,0 27.8
Na, EDTA 37.3
Tiamina-HCI 1
Pirodixina-HCI 0.5
Acido nicotinico 0.5
Mio-insitol 100
Glicina 2
“ Glutamina « 2
Sacarosa 20 g/l
| Agar - Agar 7gh
PH 5.8 (+/- 5)
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Cronograma de las Actividades realizadas:

Actividades Horas
Bisqueda de informacién bibliografica 39
Explicacién y utilizacién de los materiales del laboratorio 1
Organizacién y seleccion de la metodologia a seguir 2
Preparacion de soluciones, medios nutritivos e insumos 24
Recoleccién y preparacion del material vegetal 6
Preparacion desinfeccion y siembra de los cultivos (establecimiento) 18
Repique y multiplicacion de los cultivos 20
Revision y evaluacion de los cultivos 12
Elaboracion del informe final y analisis de los resultados obtenidos 32
Nimero de horas total dedicadas a la practica 154

Una de las modificaciones con respecto al cronograma tentativo fue que se
realizaron repiques de explantos que no estaban programados debido a
contaminaciones por bacterias, por lo cual se dedicaron un niimero mayor de
horas a los repiques. Y la segunda fue que la cantidad de horas se fueron
modificando de acuerdo a las necesidades de Ia practica.
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GRADO DE APROVECHAMIENTO ALCANZADO.

Esta practica comenzé con una simple idea de realizar una practica laboral, para
cumplir con los requisitos necesarios para completar la carrera de Técnico
Universitario Forestal. Esta idea dio vueltas en mi cabeza durante unos dias, la
intencion de la misma era aprender y reforzar conocimiento que se habian adquirido
a lo largo del dictado de las distintas materias que componen dicha carrera. Entonces
decidi guiarla hacia micropropagacion, clonacion de especies forestales y
relacionarlo con bosque nativo. Recurri a una persona con mucha experiencia en el
tema, el Ing. Agr. Mattes Fernindez Herndn y le propuse una idea, que hoy
después de 5 meses y con algunas modificaciones se resume en este trabajo.

Cuando comenzamos con los preparativos de la practica, planteamos como
objetivos, obtener experiencia en las actividades de laboratorio relacionadas con
el cultivo “in vitro” de especies lefiosas y establecer y multiplicar “in vitro”
ejemplares adultos de Rauli y Roble Pellin, a partir de yemas de rebrotes de
cepa.

Hoy puedo decir que los objetivos se lograron con una eficiencia del 95 % dado que
el objetivo de mayor importancia se logré con mucho esfuerzo y voluntad, tanto de
mi parte como por parte de mi profesor supervisor; esto dio como resultado que
pueda tener mayores conocimientos sobre determinados temas que me llevan a
perfeccionarme como futuro profesional, a pesar de que en los objetivos particulares
se llego a lograr y multiplicar una de las especies, fue suficiente para alcanzar el 95
% de aprovechamiento; de esta oportunidad que hoy por hoy nos da la educacion
publica; el 5 % restante corresponde a no poder alcanzar los resultados esperados,
con Rauli, pero que en realidad igualmente brindo resultados importantes para
futuros trabajos o futuras practicas.

En mi opinién personal me gustaria mencionar que en este tipo de trabajos como
tantos otros se buscan distintos objetivos, como de produccion, repoblacion de zonas
degradadas y mejoramiento genético, logrando asi posibilidades de alcanzar nuevos
conocimientos que en un futuro podran ser utilizadas por las nuevas generaciones.
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