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RESUMEN 

La propagación clonal mediante cultivo de tejidos de 

especies leñosas de interés comercial, como los 

eucaliptos, representa una técnica de reproducción 

masiva para individuos genéticamente mejorados y de 

alta demanda. Con el objetivo de establecer un protocolo 

que posibilite el control de la oxidación en la propagación 

clonal in vitro de Eucalyptus grandis Hill ex Maiden se 

realizó un estudio experimental en el Laboratorio de 

Biología de la Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad 

Nacional de Asunción, con la hipótesis de que el uso del 

carbón activado controla la oxidación fenólica de 

segmentos nodales de Eucalyptus grandis propagados in 

vitro. El diseño experimental fue completamente aleatorio 

con cuatro tratamientos y cinco repeticiones. Los 

tratamientos consistieron en cuatro concentraciones (0, 1, 

2 y 3 g/L) de carbón activado (CA) adicionados a la 

composición de sales de Murashige y Skoog. Se utilizaron 

100 segmentos nodales distribuidos equitativamente entre 

los tratamientos. Las variables medidas cada 5 días por 

un periodo de 30 días fueron porcentaje de 

contaminación, oxidación, sobrevivencia, brotación, 

enraizamiento y longitud de brotes. Se efectuó el análisis 

de varianza, las medias fueron comparadas mediante el 

test de Tukey al 5%. Los resultados mostraron 61% de 

cultivos establecidos in vitro, resaltando el efecto de la 

Tetraciclina sobre las plantas madres, controlando la 

contaminación en 75% de los cultivos. El CA 3 g/L 

controló al 100% la oxidación de los tejidos. Este 

protocolo posibilitó la regeneración de segmentos nodales 

de Eucalyptus grandis cultivados in vitro. 

 

Palabras clave: Eucalyptus grandis Hill ex Maiden, 

carbón activado, micropropagación, oxidación. 

ABSTRACT 

Clonal propagation by tissue culture of commercial interest 

woody species, such as eucalyptus, represents a massive 

reproduction technique for genetically improved individuals 

with high demand. An experimental research was 

conducted at the Laboratorio de Biología of the Facultad 

de Ciencias Agrarias, Universidad Nacional de Asunción 

with the objective to establish a protocol for in vitro clonal 

propagation of Eucalyptus grandis Hill ex Maiden. The 

hypothesis was that the use of activated carbon controls 

phenolic oxidation of the nodal segments of in vitro 

propagated Eucalyptus grandis. The experimental design 

was completely randomized with 4 treatments and 5 

replications. Treatments consisted of four concentrations 

(0, 1, 2 and 3 g/L) of activated carbon (AC) added to the 

composition of Murashige and Skoog salts. Hundred nodal 

segments were used evenly distributed between 

treatments. The variables measured every five days up to 

30 days of incubation were percentage of contamination, 

oxidation, survival, sprouting, rooting and shoot length. 

Variables were analyzed for variance, means were 

compared using test of Tukey at 5%. The results showed 

61% of cultures grown in vitro, highlighting the effect of the 

antibiotic Tetracycline on the mother plants, controlling 

contamination at 75% of the cultures. Activated carbon at 

the 3 g/L concentration, controlled 100% oxidation of the 

tissues. In conclusion, this protocol effectively enabled 

plant regeneration from nodal segments of Eucalyptus 

grandis Hill ex Maiden cultivated in vitro. 

 

Keywords: Eucalyptus grandis Hill ex Maiden, activated 

carbon, micropropagation, oxidation. 
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INTRODUCCIÓN 

 

La propagación de plantas a través del cultivo de tejidos 

vegetales in vitro, o micropropagación, constituye una de 

las estrategias más importantes de la biotecnología 

moderna dada la magnitud de su aplicación práctica, que 

se fundamenta en la clonación de individuos élite. Sin 

embargo, existen dificultades que impiden el éxito de los 

objetivos de esta técnica y éstas están relacionadas con 

el material vegetativo utilizado y con el medio en que se 

cultivan. 

 

La oxidación representa uno de los más frecuentes 

problemas, especialmente durante la fase de 

establecimiento del cultivo in vitro con explantes de 

especies leñosas, debido a una reacción metabólica 

desencadenada por diversos factores, los cuales pueden 

ser evitados o prevenidos mediante el uso de 

antioxidantes o adsorbentes de estas sustancias 

liberadas, las cuales pueden llegar a inhibir el progreso 

del cultivo e incluso la muerte del tejido (Azofeifa 2009). 

 

Considerando la importancia de la micropropagación de 

eucalipto, basada en la multiplicación masiva de árboles 

superiores seleccionados mediante el mejoramiento 

genético y debido a los escasos estudios locales en el 

área forestal involucrados en este tema, es necesario el 

desarrollo de esta técnica, en específico en Eucalyptus 

grandis Hill ex Maiden, dado que es una especie exótica 

adaptada a las condiciones del Paraguay y de alta 

demanda. 

 

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto del 

carbón activado en la propagación clonal in vitro de 

segmentos nodales Eucalyptus grandis Hill ex Maiden, la 

hipótesis fue que el uso del carbón activado es efectivo 

para el control de la oxidación de los explantes. 

 

 

METODOLOGÍA 

 

El experimento se llevó a cabo en el Laboratorio del 

Departamento de Biología de la Facultad de Ciencias 

Agrarias de la Universidad Nacional de Asunción, San 

Lorenzo, Paraguay. 

 

El genotipo seleccionado de Eucalyptus grandis Hill ex 

Maiden constituye el primer clon comercial en el Paraguay 

de dicha especie, seleccionado y capturado de entre 

diversos ensayos de progenie desarrollados por la 

empresa privada Desarrollos Madereros S.A., sito sobre la 

Supercarretera Itaipú km 32, ciudad de Hernandarias, 

Departamento de Alto Paraná, Paraguay, el cual posee 

bajo porcentaje de rajado de la madera (alrededor del 

18%) y densidad considerada media, de entre 500 a 560 

kg/m
3
 que le confieren excelentes aptitudes para su 

plantación y aprovechamiento como madera sólida.  

 

 

Las plantas madres fueron primeramente desinfectadas, 

mediante una solución antibiótica de Tetraciclina (250 g) y 

Bencilamina (50 g) a una concentración de 1,2 g/L, con un 

aspersor manual día de por medio durante 20 días. 

Posteriormente los explantes fueron sometidos al 

procedimiento de asepsia mediante su inmersión en una 

solución de alcohol etílico de 96° al 70% durante 1 minuto 

y en hipoclorito de sodio al 10% durante 5 minutos 

seguido de un triple enjuague con agua destilada 

esterilizada. 

 

El diseño experimental utilizado fue completamente al 

azar, con cuatro tratamientos y cinco repeticiones. Los 

tratamientos fueron cuatro concentraciones de carbón 

activado. Fueron sembrados 100 segmentos de tallo 

constituidos por una yema axilar, en medio de cultivo 

Murashige y Skoog (MS) suplementados mediante las 

cuatro concentraciones 0 (T0), 1 (T1), 2 (T2) y 3 (T3) g/L 

de carbón activado (CA), instaladas en una sala de 

incubación bajo condiciones de 16 h de luz y a una 

temperatura de 27°C.  

 

Las variables evaluadas fueron porcentaje de 

contaminación, oxidación, sobrevivencia, brotación, 

enraizamiento y longitud de brotes hasta los 30 días de 

incubación.  

 

Se efectuó el análisis de varianza (ANAVA), la prueba de 

comparación múltiple de Tukey al 5% y el análisis de 

independencia al 5% de error sobre las variables en la 

última evaluación.  

 

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

Porcentaje de contaminación 

 

Los ensayos preliminares mostraron que el 100% de los 

segmentos nodales de las plantas madres presentaron 

contaminación por bacterias, las cuales no fueron 

controladas mediante el procedimiento básico de asepsia, 

consistente en la desinfestación con alcohol etílico al 

70%. 

 

Mediante la combinación de Tetraciclina (250 mg) y 

Bencilamina (50 mg) a una concentración de 1,2 g/L, 

adicionado al procedimiento de asepsia, logrando 

controlar la contaminación en 75% de los explantes.  

 

Este procedimiento concuerda con Malysz et al. (2011), 

quienes también evaluaron el porcentaje de desinfección 

de los explantes de Eucalyptus dunnii con y sin 

tratamiento previo de las plantas madres mediante 

fungicida (Dicarboximida 2,0 g/L) y como bactericida la 

combinación de Oxitetraciclina más Sulfato de 
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Estreptomicina a una concentración de 2,0 g/L 

suplementados a los tratamientos de asepsia, donde 

resalta también la importancia de este tratamiento, 

logrando hasta 80,2% de cultivos libres de contaminantes. 

 

Porcentaje de oxidación 

 

Según Pedroza et al. (2010) la oxidación fenólica ha sido 

un problema en la micropropagación de especies leñosas, 

siendo relatada por diversos trabajos, como lo describen 

Sharma y Ramamurthy (2000) en el cultivo de Eucalyptus 

tereticornis; Rocha (2005) trabajando con Cabralea 

canjerana; Cysne (2006) con Moringa oleifera; Almeida et 

al. (2008) en el establecimiento in vitro de Eucalyptus 

dunnii y Brondani (2008) en el desarrollo in vitro de 

Eucalyptus benthamii x Eucalyptus dunnii.  

 

Esto ocurre por el corte que sufre el explate, como 

explican Andrade et al. (2000), dañando las células de los 

tejidos y promoviendo la liberación de los compuestos 

fenólicos, precursores de la síntesis de lignina, los cuales 

modifican la composición del medio de cultivo y la 

absorción de metabolitos pudiendo llevar a la muerte de 

los tejidos. 

 

Signos de oxidación de los explantes se observaron en 

14% del total del experimento, destacando que en el T3 

que poseía la concentración más elevada de CA en el 

experimento (3 g/L), no se registró oxidación en las 

evaluaciones posteriores al establecimiento del cultivo 

(Figura 1).  

 

 

Figura 1. Porcentaje de oxidación in vitro de explantes de 

Eucalyptus grandis (Hill ex Maiden) sometidos a 

tratamientos con carbón activado. Medias con 

letras comunes no difieren significativamente 

entre sí por la prueba de Tukey al de 5% de 

probabilidad de error. 

 

El porcentaje más alto de oxidación se registró en el T1 

con 24% de los explantes, seguido de los tratamientos T0 

y T2 con 16% respectivamente en el final de las 

evaluaciones, manteniendo una tendencia constante en 

todos los tratamientos a partir de los 10 días de 

incubación (Figura 1). 

 

Porcentaje de sobrevivencia 

 

Al analizar los cuatro tratamientos se aprecia que el T3 

presentó el porcentaje más alto, 72% de explantes vivos y 

el porcentaje más bajo se observó en T0 y T1 con 52%, 

sin diferir estadísticamente entre estos, registrando en 

total 61% de explantes establecidos a los 30 días de 

incubación. La Tabla 1 muestra el porcentaje de 

sobrevivencia para cada tratamiento, registrándose los 

mejores resultados con el tratamiento constituido por 

sales de Murashige y Skoog suplementado con 3 g/L de 

Carbón Activado.  

 

Tabla 1. Medias del porcentaje de sobrevivencia in vitro, 

porcentaje de brotación y longitud de brotes de 

explantes de Eucalyptus grandis Hill ex Maiden 

según los tratamientos con CA, a los 30 días de 

incubación. 

Tratamientos 
Sobreviven

cia
ns

% 
Brotación

ns 

% 
Longitud de 
brotes

ns 
cm 

T0 (CA 0 g/L) 52 a* 40 a* 1,02 a* 

T1(CA 1 g/L) 52 a 28 a 0,36 a 

T2 (CA 2 g/L) 68 a 60 a 1,34 a 

T3 (CA 3 g/L) 72 a 44 a 0,98 a 

Diferencia Mínima 
Significativa 

43,2 47,45 1,16 

C. V (%) 39,14 52 69,12 
ns

: no significativo, * medias con letras comunes no difieren 

significativamente entre sí por la prueba de Tukey al 5% de  

probabilidad de error. 

 

Porcentaje de brotación 

 

El número de explantes con brotación se incrementó a 

medida que transcurrieron las evaluaciones, destacando 

al T2 que presentó mayor cantidad de explantes brotados 

con 60%, y en menor cantidad se observó en el T1 con 

28%, aunque el análisis de varianza mediante el test de F 

(p< 0,05) indica que la presencia de brotaciones no 

presentó diferencias significativas entre las 

concentraciones de CA a las cuales fueron expuestas 

(Tabla 1).  

 

Longitud de brotes 

 

La tendencia de los promedios se asemeja a la 

presentada por la variable anterior, siendo los valores de 

las longitudes de los brotes proporcionales a la cantidad 

de explantes con presencia de brotes.  

 

Las longitudes de mayor expresión se registraron en los 

tratamientos T0 y T2, con 1,02 y 1,34 cm 
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respectivamente. La adición de las distintas 

concentraciones de CA en el medio de cultivo MS no tuvo 

efecto significativo mediante el análisis de varianza por el 

test F (p < 0,05), en las elongaciones de los explantes de 

Eucalyptus grandis Hill ex Maiden (Tabla 1).  

 

Para Ahuja citado por Herrera (1989), la adición del CA en 

el medio de cultivo relacionado a la multiplicación de 

Eucalyptus citriodora (Corymbia citriodora), demuestra 

que este componente favoreció a la elongación de los 

brotes y al tamaño de las hojas. La altura de los brotes fue 

entre 5 y 8 cm y entre 0,2 y 1,0 cm con y sin el uso de CA, 

respectivamente. 

 

Porcentaje de enraizamiento 

 

El enraizamiento de los explantes establecidos in vitro se 

observó al final de las evaluaciones, donde se registró el 

11,45% de los explantes enraizados en el experimento. La 

mayor cantidad de cultivos con raíces adventicias se 

observó en el tratamiento exento de CA (T0) con 38,46%, 

además de los tratamientos T2 y T3 que presentaron 

explantes con 5,88 y 5,56% de raíces, respectivamente. 

 

En algunas ocasiones, el carbón activado puede no ser 

benéfico cuando se utiliza en cultivo in vitro de plantas, 

así como lo mencionan Grattapaglia y Machado (1998) y 

Pasqual mencionado por Souza y Pereira (2007), este 

adsorbe componentes del medio de cultivo necesarios 

para el desarrollo del explante, y podría además 

perjudicar la emisión de raíces de los mismos.  

 

Los porcentajes de enraizamiento de los segmentos 

nodales fueron evaluados mediante el análisis de 

independencia indicando significancia de la variable con 

respecto a los tratamientos, donde Xc representa el grado 

de dependencia calculada entre la variable y los 

tratamientos y Xt el valor tabular admisible, es decir, la 

aparición de raíces estuvo influenciada por las 

concentraciones de CA, favorecido por el tratamiento 

testigo (Tabla 2). 

 

Tabla 2. Análisis de independencia sobre los porcentajes 

de enraizamiento a los 30 días de incubación. 

Variable 
Tratamientos Sub-

total T0 T1 T2 T3 

Enraizados 5 0 1 1 7 

No enraizados 8 13 16 17 54 

Total 13 13 17 18 61 

Xc 12,1
*
         

Xt 7,81         

Xc: Chi calculada, Xt: Chi tabulada, * significativo por chi-

cuadrada al 0,05 nivel de probabilidad. 

 

Erig et al. (2004) concluyeron que, utilizando la hormona 

ANA (ácido naftalacético) en ausencia de carbón activado 

en el medio de cultivo, fue posible el enraizamiento de 

Pyrus sp. 

 

 

CONCLUSIONES 

 

Este protocolo de establecimiento posibilitó el cultivo in 

vitro exitoso del 61% de los segmentos nodales de 

Eucalyptus grandis procedentes de clones de progenie 

conocida.  

 

La aplicación de Tetraciclina como tratamiento antibiótico 

sobre las plantas madres, aliado al procedimiento de 

asepsia, fue favorable en el control de la contaminación 

en 75% de los explantes.  

 

En el experimento se observó signos de oxidación en el 

14% de los explantes, donde las concentraciones 

superiores de CA (1 y 2 g/L) utilizadas no presentaron 

diferencias estadísticamente significativas con el 

tratamiento testigo (CA 0 g/L) en el control de la oxidación 

de los cultivos. 

 

Se acepta la hipótesis planteada al inicio del experimento, 

destacando que el tratamiento T3 (CA 3 g/L) controló al 

100% la oxidación de los explantes. 

 

El porcentaje de sobrevivencia, brotación de los explantes 

y la longitud de brotes de los mismos no presentaron 

diferencias estadísticas significativas entre los 

tratamientos con carbón activado en los que estos fueron 

incubados. 

 

El porcentaje de enraizamiento del experimento fue de 

11,45%, presentándose la mayor proporción de 

rizogénesis en el tratamiento testigo (CA 0 g/L) con 

38,46% de los explantes con raíces adventicias. 
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