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RESULTADOSPRELIMINARESDEL CULTIVOIN VITRO DE
PARAISO GIGANTE (Méliaazedarach L. var. gigantea)
MEDIANTE YEMASAXILARES

Preliminar results of in-vitro culture of giant Chinaberry tree (Melia azedarach var. gigantea) from axillar buds
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RESUMEN

El paraiso gigante congtituye un ma-
terial genético de interés parala provincia de
Santiago del Estero por su rapidez de creci-
miento y las caracteristicas tecnolégicas de
su madera. El objetivo de este trabgo es
perfeccionar la técnica del cultivo in vitro
de yemas axilares de este material con € fin
de propagarlo clonamente, ensayando vy
adaptando los protocolos previamente esta
blecidos y megorando algunos aspectos del
pasaje atierra. Para este fin fueron ensaya-
dos 30 combinaciones hormonales de IBA,
BAPy GA, utilizando, como medio basico,
e formulado de Murashige y Skoog (1962)
enla“etapal”. Los tratamientos selecciona
dos en esta etapa fueron: T1 (0,00 mg/l de
IBA + 0,50 mg/l de BAP)y T2 (0,01 mg/l
de IBA + 0,50 mg/l de BAP). En la “etapa
1" se utilizd d medio T2 y posteriormente
se subcultivé a T1, no observandose varia
cion en la tasa de multiplicacion que fue de
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ABSTRACT

Giant Chinaberry tree constitutes a
genetic materia of interest for the Province
of Santiago del Estero because of it$
fast-growing  and the  technologica
characteristics of its wood. The objective of
this paper isto enhance the technique of
in-vitro culture of axillar buds of such a
material in order to propagate it clondly,
testing and adapting previoudy established
protocols and improving some aspects of
ground implant. For this purpose, 3
hormone combinations of IBA, BAP and
GA, were tested, utilizing the Murashige and
Skoog (1962) formula as a basic medium in
“stage 1”. The selected treatments in this
stage were T1 (0,00 mg/l of IBA + 0,50 mg/l
of BAP) and T2 (0,01 mg/l of IBA + 0,50
mg/l of BAP). In *“stage II” T2 medium
was used and later the material was
sub-cultivated to T1. No variation was
observed in the multiplication rate, which
was 3:1.
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1. INTRODUCCION

Entre las especies exdticas que se adaptan a la provincia de Santiago ddl Estero, €
paraiso gigante es una de las mas importantes por su rapidez de crecimiento, las
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caracterigticas tecnoldgicas de su madera y, consecuentemente, su precio y demanda en €
mercado.

Esta especie se propaga habitudmente por semilla; sn embargo, esta metodologia
conduce a unagran variabilidad en |as plantaciones. Por otro lado, la heterogeneidad entre in-
dividuos coeténeos y la sengbilidad a las heladas son dos inconvenientes que disminuyen la
rentabilidad en las plantaciones (Domecq,1985). El cultivo in vitro permitiriapdiar etosin-
convenientes a través del clonado de gemplares saleccionados respecto  a caracteristicas
asociadas con la produccion.

El cultivo in vitro de yemas de paraiso gigante fue redlizado por diversos investigado-
res en e ambito de nuestro pais, lograndose digtintos grados de eficiencia. Sin embargo, para
implementar un plan de propagacion masiva, es necesario seleccionar 10s genotipos meor
adaptados a las condiciones de la region. Esto implicara adaptar y ensayar |os protocolos
previamente establecidos y mejorar dgunos aspectos ddl pasgje atierra

L os antecedente mas recientes relacionados con esta metodologia lo congtituyen los
trabajos de Domecq (1988, 1985) en los cuaes se acota la técnica de cultivo in vitro de ye-
mas axilares y se ensayan distintos métodos de enraizamiento. Existen otros trabgos sobre
este tipo de cultivo y enraizamiento de estacas, referidos a paraiso y otras especies forestales,
realizados en @ pais (Dehle, 1985; Marcavillaca, 1987; etc.),

En este contexto, € objetivo de este trabajo es desarrollar o perfeccionar la técnica
de cultivo in vitro de yemas axilares de paraiso gigante como un medio de propagar clond-
mente esta especie.

Este proyecto prevé ensayar y adaptar los protocolos previamente establecidos y
mejorar algunos aspectos del pasgje atierra.

2. MATERIALESY METODOS

Edte trabgjo forma parte de un plan de investigacion elaborado en forma conjunta en-
tre € Laboratorio de Cultivo de Tegidos dd Ingtituto de Silviculturay Mango de Bosques
(INSIMA) de laUniversidad Naciond de Santiago del Estero 'y € Laboratorio de Cultivo de
Tejidos de la Cétedra de Fisiologia Vegetd dela Universidad Naciona del Nordeste. Incluye
lainvestigacion de una especie nativay una exatica, representadas en este caso por Prosopis
alba Grissb y Melia azedarach L. var. gigantea, respectivamente.

El materid vegetal para @ presente ensayo se extrgo de g emplares sdleccionados
provenientes de una plantacion de paraiso gigante, ubicada en la locdidad de El Zanjén,
Prov. de Santiago del Estero, en terrenos pertenecientes a INSIMA.

La metodol ogia utilizada comprende:
Desinfeccion
* Lavado con agua corriente + 1% de Triton-x100 durante 15 minutos (en
agitacion).
* Pasgje por acohal etilico 70% durante 3 minutos.
* Pasgje por solucion de hipoclorito de sodio (2% de cloro activo) + 0,1% de Tri-
ton x 100 durante 20 minutos.
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* Enjuague 3 veces con agua estéril bidegtilada.

Como medio basico se utilizd d formulado de Murashige'y Skoog (1962). El cultivo
serediz6 a25° C + 2 °C, con fotoperiodo de 16 horas suministrado por tubos fluorescentes
de tipo luz-dia, con irradiancia de gproximadamente 2,5 W/nr’. El pH de los medios se gjusto
ab5,7y se edeiliz6 en autoclave durante 15 minutos a 1,013 bar.

El ensayo fue establecido en primavera segin un disefio factorid completamente alea
torizado, con 7 repeticiones y 30 tratamientos, resultantes de la combinacion de 5 concentra:
ciones de IBA [4-(3-indolilo) butirico] 3 de BAP (6- bencilaminopuring) y 2 de GA, (acido
giberdlico), abarcando las etapas que se describen a continuacion:

Etapal: Seutilizaron tubos de ensayo de 1,5 x 12 cm con 10 ml de medio cadaunoy las
concentraciones de hormonas utilizadas fueron: 0,00; 0,01; 0,05; 0,10 6 0,50 mg/l de IBA
como auxina, combinadas con 0,50; 0,25 6 0,10 mg/l de BAP como citocininag, y 0,0 6 0,10
mg/l de GA, seguin latabla 1.

Etapa I1: Se emplearon frascos de 5 x 10 cm con 30 ml de medio cada uno, adicionados
con 0,01 mg/l de IBA y 0,50 mg/l de BAP por un lado, y 0.00 mg/l de IBA y 0,50 mg/l de
BAP por € otro, correspondientes alos medios T2 y T1 respectivamente, que resultaron se-
leccionados de la etapall.

Evauacion dd ensayo

En la primera etgpa se evaud mortandad (%), contaminacion (%), crecimiento de
explanto (expresado en mm y medido entre labasey € extremo del primordio foliar maslar-
go), nimero de vastagos, proliferacion dd calo basa y normaidad ddl fenctipo (laformade
hoja fue caracterizada mediante categorias subjetivas que se corresponden con una escaa
numéricade 1 a5).

Parad andiss de los resultados se tuvo en cuente basicamente @ crecimiento del ex-
planto, d nimero de vastagos 'y d fenotipo de las hojas; es asi que tratamientos que presenta
ban buen crecimiento y gpreciable nimero de vastagos, fueron eiminados debido a su
marcada anormdidad foliar.

Cabe destacar que |os tratamientos con GA,, fueron eliminados debido a que los ex-
plantos resultaron todos anormales con foliolos y vastagos extremadamente dargados y
debiles.

Los explantos que superaron los 10 mm de dtura fueron transferidos a la etgpa S-
guiente. En la segunda etgpa se evauo la tasa mensud de multiplicacion. Los explantos que
superaron los 20 mm de dtura se utilizaron en la tercera etepa

Andlisis estadistico

Se efectud d andisis dela varianza de |os datos medidos de | as variables contempla
das en laetgpal. Los datos correspondientes ala forma de hojay nimero de vastagos, fue-
ron transformados para verificar € cumplimiento de los presupuestos dd ANAVA y
aumentar laeficiencia de la pruebade “F’. Parde amente se rediz6 una comparacion mditiple
de medias através de Duncan, para estudiar la significancia en @ ordenamiento producido.
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3. RESULTADOSY DISCUSION

Delas cuatro etapas que involucra esta técnica, se reportan datos de las dos prime-
ras, yaque en laetgpalll ocurrié unagran contaminacion atribuible afallas operaciondes. Se
intent & enraizamiento con IBA en dos fases (induccidn y dargamiento), lograndose emision
y crecimiento de raiz en algunos casos, cuyo nimero no fue representativo.

Resultados del andlisisla devariancia

Latabla2 muedtrala significanciade lapruebade“F’ paralos caracteres consdera
dos, y latabla3 € ordenamiento de los tratamientos producido por Duncan.

El cardcter forma de hoja manifiesta un comportamiento diferencid en los didintos
medios utilizados, destacandose los tratamientos T1y T2, en oposicion d T4 que manifiesta
un desempefio desfavorable.

Respecto d crecimiento dd explanto se muestran superiores |os tratamientos T15, T2
y TO.

En rdacion a nimero de véastagos, 10s mejores resultados se obtuvieron con los tra-
tamientos T1, T2y T6.

No se observaron diferencias sgnificativas con respecto d tamafio de calo por lo
cud no fue consderada como variable discriminante.

Sin embargo, la sdeccidn de los mejores tratamientos implica la evaluacion conjunta
de los caracteres consderados. En este sentido los tratamientos T2 y T1 son los que resuel-
ven mgor esta Situacion de compromiso yaque muestran buen desempefio en cuanto afor-
ma de hojas y nimero de vastagos y un crecimiento razonable; en comparacion con € T15
gue presenta el mgor crecimiento, pero menor desempefio en los restantes caracteres. Con-
Sderaciones semegantes a esta Ultima son aplicables alos restantes tratamientos (Figura 1).

Fueron observados bagjos niveles de contaminacién y mortandad seglin revelaen la
tabla 4. Todos los explantos sobrevivientes de la etapa | se subcultivaron a medio T2 para
iniciar la etapa |l independientemente del medio origind. La tasa de multiplicacion fue de 3:1.
Pogteriormente se subcultivaron a medio T1 y no se observo variacion en los resultados,
pero disminuyd laformacién de callo basdl.

4. CONCLUSIONES
L os resultados obtenidos permiten arribar ala sguiente conclusion:
* Las combinaciones hormondes T1(0,00 mg/l de IBA y 0,50 mg/l de BAP) y T2

(0,01mg/l de IBA y 0,50 mg/l de BAP) son las mas convenientes para las etapas de creci-
miento y multiplicacion.



Tabla 1. Combinaciones hormonales probadas

IBA
BAP 0,00 0,01 0,05 0,10 0,50
05 T1 TI1* T2 T2* T3 T3* T4 T4* T5 T5*
0,25 T6 T6* T7 T7* T8 T8 T9 T9* T10 T1O*
01 T11 T11* T12 T12* T13 T13* T14 Ti4* T15 T15*
* (corresponde atratamientos adicionados con GA ,)

Tabla 3. Ordenamiento de los tratamientos obtenidos mediante el Test de Duncan

Tabla 2. Significancia de la Prueba de “F”

Caracter Pr>F
Tamario callo 0,6119"¢
Formade hoja 0,0001"
Crec. 04347
N. véstgos 0,0110™

Forma de hoja Numero de vastagos
DUNCAN Trat. DUNCAN Trat.
A 2 A 1
A 1 A B 2
A B 6 A B C 8
A B 9 A B C 6
A B C 8 D B C 9
D A B C 15 D B C 13
D A B C 7 D B C 3
E D B C 3 D B C 7
E D B C 13 D B C 5
E D C 14 D B C 10
E D 10 D B C 15
E 5 D B C 11
11 D C 14
12 D 12
4 4
Tabla 4. Mortandad y contaminacién
Expl. muertos % Explant.os % Expl. viables %
contamin.
9 4 23 11 178 85
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Figura 1. Medias por tratamiento de las variables forma de hoja (f), crecimiento del ex-
planto en mm (c) y numero de vastagos (n)
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