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Propagacion in vitro del Callistemon speciosus L.
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Resumen

El Callistemon speciosus L. es una especie de la familia Myrtaceae de gran
interés como planta ornamental y medicinal por su alto contenido de aceites esen-
ciales en sus hojas. La reproduccion de esta planta es por semilla y por acodos,
estos métodos no siempre tienen éxito. Con el objetivo de establecer un protocolo
para la propagacion in vitro de esta especie, se evaluaron 5, 10, y 15 min de desin-
feccién de las semillas con bicloruro de mercurio (HgCl,) a 0,2% (m/v), cuatro
concentraciones de 6-BAP (0; 0,25; 0,50 y 1,0 mg.L") para la multiplicacién y
cuatro niveles (0; 0,5; 1,0, y 1,5 mg.L') de AIA para el enraizamiento de los
brotes. Se logr6 96% de semillas asépticas al desinfectar con bicloruro de mercu-
rio durante 10 min. El medio sin suplementos de citoquininas fue el mejor para
la proliferacién de brotes. Por otra parte, se logr6100% de enraizamiento de bro-
tes en un medio de cultivo sin suplementos de auxinas. La aclimatizacion de los
brotes se realiz6 en un sustrato compuesto de zeolita:humus de lombriz (1:1) o
humus de lombriz, en condiciones de vivero, con un sistema de riego por microjet.
Palabras clave: aclimatizacién, citoquininas, enraizamiento, induccién de bro-
tes, ornamentales.

Abstract

Callistemon speciosus L. is specie of Myrtaceae family of great value like
ornamental and medicinal plant by higher oil essential content in the leaves.
The reproduction is from seed and layers, but these methods do not always exit.
With the aim to establish a protocol for in viiro propagation of this specie, were
evaluated different times of seed disinfections with mercuric chloride (HgCl,)
0.2% (w/v), several 6-BAP level (0, 0.25, 0.50 and 1.0 mg.LL") to multiplication
and different AIA level to shoots rooting. Disinfection was achieved with mercuric
chloride during 10 min. From culture medium evaluated to shoot proliferation,
the medium without cytokine supplements was the best. On the other hand, the
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shoots rooting were achieved in a culture medium without auxin supplements.
Shoots acclimatization of C. speciosus L. was made in a substrate composed of
zeolite:casting (1:1) or casting, in greenhouse condition, with an irrigation system

by microjet.

Key words: acclimatization, cytokines, rooting, ornamentals, shoot induction.

Introduccion

Callistemon speciosus DC. [sin:
C. glaucus (Bonpl.) Sweet] es un ar-
busto perteneciente a la familia
Myrtaceae, la cual incluye unas 2800
especies que predominan en los paises
calidos; esta familia esta constituida
principalmente por arboles y arbustos,
contienen numerosos y diminutos de-
positos de esencias muy aromaticas
(Font, 1993). Tiene las ramas pendien-
tes, con hojas lineales-lanceoladas aro-
maticas y flores rojas, en espigas ci-
lindricas parecidas a las de los Euca-
liptos (Roig, 1965).

Actualmente se describen mas de
30 especies de Callistemon, todas de
origen australiano. Sus hojas contie-
nen aceites esenciales, de los cuales el
1,8-cineol es el componente mayorita-
rio (45 a 80%). Algunas especies de
Callistemon han sido estudiadas debi-
do a su actividad biolégica; una de es-
tas especies es el C. lanceolatus Sweet
(sin: C. citrinus), cuyo extracto
etanolico posee actividad insecticida
(Mohsen et al., 1990) y sus componen-
tes volatiles poseen actividad
fungitéxica sobre patégenos humanos
y sobre hongos que afectan tanto a los
cultivos de cafia de aztcar como a los
de arroz (Pandey, 1995; Misra et al.,
1997).

El palo basigato (C. speciosusL..)
como se le conoce en Cuba a esta espe-
cie, se propaga por semillas y por aco-
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Introduction

Callistemon speciosus DC. [sin:
C. glaucus (Bonpl.) Sweet] is a shrub
that belongs to the family Myrtaceae,
which includes 2800 species which
predominate in warm countries, this
family is mainly constituted by trees
and shrubs with numerous and small
deposits of very aromatic essences
(Font, 1993). This shrub has falling
branches, with lineal and spike-like
leaves aromatic leaves and red flowers,
in cylinder spikes similar to eucalyptus
(Roig, 1965).

Currently, more than 30
species of Callistemon are described,
all with Australian origin. Their
leaves have essential oils out of
which 1.6-cineol is the main
component (45 to 80%). Some species
of Callistemon have been studied due
to their biological activity, one of
these species is C. lanceolatus Sweet
(sin: C. citrimus), which ethanolic
extract has a pesticide activity
(Mohse et al., 1990) and their
volatile components have fungi-toxic
activity on human pathogens and on
fungi that affect both the crops of
sugar cane and rice (Pandey, 1995;
Misra et al., 1997).

C. speciosus L, known as “Palo
basigato” in Cuba, propagates by seeds
and layers. Layer is a difficult
vegetative propagation method and
does not always succeed. The great
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dos. El acodo es un método de propa-
gacién vegetativa dificil y no siempre
tiene el éxito deseado. El gran interés
de esta especie para su uso en parques,
avenidas y jardines, hace necesario la
busqueda de métodos de propagacién
mas rapidos y seguros.

La micropropagacion es la técnica
de cultivo aséptico de plantas que ha
transcendido con mayor éxito de los
ambitos experimentales a la aplicacién
practica. Se define como una multipli-
cacién masiva in vitro en la cual las plan-
tas producidas son fenotipicamente y
genotipicamente idénticas a la planta
original de la que se derivan (Krikorian,
1991). E1 C. speciosus como se ha plan-
teado es una especie de alto valor orna-
mental y medicinal que puede ser mul-
tiplicado mediante esta técnica.

El presente trabajo tuvo como
objetivo establecer un protocolo para
la propagacién in vitro de Callistemom
speciosus L., que en el futuro permita
la comercializacion de esta planta.

Materiales y métodos

La investigacién se desarrollé en
el Laboratorio de Cultivo de Tejidos de
la direccién provincial de Comunales;
Ciego de Avila. Los medios de cultivo
se esterilizaron en autoclave a 121°C
y 1,2 kg.cm? de presiéon durante 20
min, previo a este proceso el pH del
medio se ajusto a 5,7. Para los experi-
mentos se utilizaron frascos de vidrio
de 250 mL de capacidad.

Desinfeccion de las semillas
de C. speciosus con diferentes tiem-
pos en bicloruro de mercurio.

Se utilizaron semillas de plantas
seleccionadas de C. speciosus, se pro-
cedib a su lavado con detergente anti-
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interest of this specie for being used in
parks, avenues and gardens makes
necessary to research about different
propagation methods that be faster and
safer.

Micro-propagation is the crop
technique of aseptic cultivation with
higher success in the area of
experiments to the practice. It is
defined as a massive multiplication in
vitro, where plants are produced
phenotypically and genotypically
identical to the original plant from
where they derive (Krikorian, 1991).
C speciosus, as has been said, is a
specie with a high ornamental and
medicinal value that can be multiplied
through this technique.

The aim of this research is to
establish a protocol for the propagation
in vitro of Callistemom speciosus L.,
that in the future allows the
commercialization of this plant.

Materials and methods

The investigation was developed
at the Crop Laboratory of Tissues; Cie-
go de Avila. The cultivation media
were sterilized in autoclave at 121°C
and 1.2 kg.cm? for 20 min, prior to
this process, the pH of the media was
adjusted to 5.7. For the experiments,
glass jars were used of 250 mL of
capacity.

Disinfection of seeds of C.
speciosus with different times in
bichloride of mercury

Seeds of plants selected of C.
speciosus were used, and were
proceeded to wash with an special
antiseptic chloride detergent Alojen at
3% (v/v) and rinsed with abundant
distilled water; in the laminar flow was
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séptico clorado Alojen especial al 3%
(v/v) y se enjuagaron con abundante
agua destilada; en el flujo laminar se
realizé la desinfeccién con bicloruro de
mercurio al 0,2% (m/v) durante 5, 10
y 15 min; por Gltimo se eliminé el des-
infectante a través de tres enjuagues
con abundante agua destilada estéril.

Las semillas se sembraron en el
medio de cultivo compuesto por sales
de MS (1962), 100 mg.Li* de Mioinositol,
30 g.'* de Sacarosa, 0,1 mg.Li' tiamina
y 2,5 g.Li'de Gelrite. Los cultivos se
incubaron a una temperatura de 25 +
1°C, un flujo de fotones fotosintéticos de
30-40 pmol m?2-s' y un fotoperiodo de
16 horas luz y 8 horas de oscuridad. A
las 72 horas se evalué el niimero de se-
millas contaminadas y se determiné el
porcentaje de contaminacion.

6-BAP y tipo de explante en
el coeficiente de multiplicacion
de C. speciosus

Se utilizaron brotes individuales
de 2 a 3 cm de altura provenientes de
la fase anterior y se establecieron en el
medio de cultivo con 100% de las sales.
Los brotes se seccionaron en apices, nu-
dos y bases y se subcultivaron en los
siguientes tratamientos: MS + (0; 0,25;
0,50y 1,0 mg.Li* de 6-BAP). A las seis
semanas se evalué el nimero de brotes
y se calcul6 el coeficiente de multiplica-
cién.

Concentracion de AIA en el
enraizamiento de brotes de C.
speciosus

Se utilizaron brotes individuales
de 2 a 3 cm de altura provenientes de
fase de multiplicacion y se establecie-
ron en el medio de cultivo semi-sélido.
Los brotes se subcultivaron en los si-
guientes tratamientos: MS + (0; 0,5;
1,0 y 1,6 mg.Li'* de AIA). A las seis se-
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done the disinfection with mercury
bichloride at 0.2% (m/v) for 5, 10 and
15 min, finally, the disinfectant was
eliminated with three rinses and
abundant sterile distilled water.

Seeds were sowed in the crop
media, composed with salts of MS
(1962), 100 mg.L* of Myoinositol, 30
g.Ii'* of sucrose, 0.1 mg.Li' thiamine
and 2.5 g.Li'! of Gelrite. The crops were
incubated at a temperature of 25+ 1°C,
a flow of photosynthetic photons of 30-
40 umol 'm~2 s and a photoperiod of 16
hours with light and 8 hours in
darkness. Within 72 hours was
evaluated the number of contaminated
seeds and determined the percentage
of contamination.

6 -BAP and type of explant
in the multiplication coefficient
of C. speciosus

Individual buds from 2 to 3 cm
of height were used, coming from the
prior phase and were established in the
crop media with 100% of salts. The
buds were selected in apex, knots and
bases, and were sub-cropped in the
following treatments: MS + (0; 0.25;
0.50 and 1.0 mg.L! of 6-BAP). 6 weeks
after, were evaluated the numbers of
buds and calculated the multiplication
coefficient.

Concentration of IAA in the
rooting of buds of C. speciosus

Individual buds from 2 to 3 cm
of height coming from the
multiplication phase were used and
established in the semi-solid crop me-
dia- Buds were sub-cropped in the
following treatments: MS + (0; 0.5; 1.0
and 1.5 mg.Li'*of IAA). 6 weeks later,
were evaluated the number of rooted
buds, the number of roots.buds® and
the longest root (cm).
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manas se evalu6 el numero de brotes
enraizados, el nimero de raices brotes
!y la raiz méas larga (cm).

Sustratos en
aclimatizacion de C. speciosus

Los brotes de 1,5 cm 0 més, obte-
nidos en el medio de enraizamiento se
establecieron en bandejas de 40 cavi-
dades de 82 cm? de capacidad con los
siguientes sustratos:

1. Humus de lombriz (HL)

2. Zeolita + Humus de lombriz (1:1)

Las bandejas se mantuvieron en
vivero bajé un sistema de riego
microjet, con frecuencia de riego de 15
min., dos veces al dia durante 45 dias,
sin cobertor. La evaluacion se efectu6
a los 45 dias para determinar la su-
pervivencia de las plantas.

En el procesamiento estadistico de
los datos se emplearon las pruebas no
parametricas, Anova-Tukey, Kruskal
-Wallis, Dunnet’s C y Student-
Newman-Kuels los cuales se realizaron
con el procesador SPSS versién 1.8 para
Windows. Para el andlisis de los por-
centajes, los datos se transformaron
segun la ecuacién X'=(Y+0,5)"2 En los
experimentos in vitro se utilizaron 10
frascos de cultivo (repeticiones) con cinco
explantes cada uno, en bloques comple-
tamente aleatorizados y en el experi-
mento de aclimatizacién se emplearon
40 repeticiones por tratamiento en blo-
ques al azar.

la

Resultados y discusiéon

Desinfeccion de semillas de
C. speciosus con diferentes tiem-
pos en bicloruro de mercurio

Se observ6 que a medida que se
aumento el tiempo de desinfeccién con
bicloruro de mercurio a 0,2% (m/v), se
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Acclimatization substrates
of C. speciosus

Buds of 1.5 cm or more, obtained
in the rooting media were established
in trays of 40 cavities of 82 cm? of
capacity with the following substrates:

1. Worm humus (HL)

2. Zeolyte + Worm humus (1:1)

Trays were kept in threshold
under an irrigation system microjet,
with an irrigation frequency of 15 min,
twice a day, for 45 days without any
cover. The evaluation was done at day
45 to determine the survival of plants.

In the statistical processing of
data, were employed non parametric
tests, Anova, Tukey, Kruskal-Wallis,
Dunnet’s C and Student-Newman-
Kuels which were done with the
processor SPSS, 1.8, for Windows. For
the percentage analysis, the data was
transformed with the equation X' =
(Y+0.5)"2. In the experiments in vitro
10 jars of cultivation (replications)
were used with five explants each, in
completely randomized experimental
design, in the acclimatization
experiment were employed 40
replications per treatment in blocks at
random.

Results and discussion

Disinfection of C.speciosus
seeds with different times in
mercury bichloride

It was observed that at the time
that increased the disinfection time with
mercury bichloride at 0.2% (m/v)
increased the percentage of aseptic seeds
(figure 1). With 15 min of disinfection
reached 96% of aseptic seeds. Mercury
biochloride is a disinfectant very
employed in woody species and other
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logré aumentar el porcentaje de semi-
llas asépticas (figura 1). Con 15 min
de desinfeccion se alcanzé 96% de se-
millas asépticas. El bicloruro de mer-
curio es un desinfectante muy emplea-
do en especies lefniosas y otras especies
que lo requieran, como son las plantas
que se propagan por rizomas cultiva-
das en el suelo.

Beruto et al. (2004) lograron la
desinfecciéon de los explantes de
Paeonia suffruticosa con una solucién
de bicloruro de mercurio al 0,5% (m/v)
durante 3 minutos. En el manejo de la
desinfeccién de los explantes se utiliz
el producto concentrado durante poco
tiempo como fue el caso reportado por
Beruto et al. (2004), o el producto me-
nos concentrado con tiempos de expo-
sicién mayor de las semillas, como fue
empleado por Garcia et al. (2010), es
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species that would require it, such as
plants that propagate by rhizomes
cropped in the soil.

Beruto et al. (2004) reached the
disinfection of explants of Paeonia
suffruticosa with a solution of mercury
biochloride at 0.5% (m/v) for 3 minutes.
In the handle of the disinfection of
explants, was used the concentrated
product for a short period of time, as
reported by Beruto et al., (2004), or the
less concentrated product with
exposure time higher of the seeds, as
employed by Garcia et al., (2010), that
is, 0.05% for 15 minutes, similar to
the employed in the current research.
Seeds used were of a plant cropped in
a park, which carried to employ
exposure times of the disinfectant
higher than the mention in the
literature under other conditions.

10 15

Tiempos de desinfeccion (min)

Figura 1. Asepsia de semillas de Callistemon speciosus L. con bicloruro
de mercurio (0,2%) con diferentes tiempos de desinfeccion.
Medias con letras desiguales difieren entre si para un valor
de P<0,05. (Kruskal-Wallis, Student- Newman- Keuls. ES 0,51).

Figure 1. Asepsis of Callistemon speciosus L. seeds with mercury
bichloride (0.2%) with different disinfection times. Means
with different letter differ among them for a value of P<0.05.
(Kruskal-Wallis, Student- Newman- Keuls. ES 0.51).
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decir 0.05% durante 15 minutos, si-
milar al que se empleo en el presente
trabajo. Las semillas utilizadas fueron
de una planta cultivada en un parque,
lo cual condujo a emplear tiempos de
exposicion del desinfectante, mayores
a los senalados en la literatura bajo
otras condiciones.

Por otra parte, Bhatt y Dhan
(2004) lograron la desinfeccién de los
segmentos de brotes de Myrica
esculenta con bicloruro de mercurio al
0,1% (m/v) durante 10 min, con este
tratamiento de desinfeccion estos au-
tores obtuvieron mas de 60% de esta-
blecimiento de explantes asépticos. Con
similar tratamiento de desinfeccion
Ma y Wu (2006) lograron el estableci-
miento de semillas inmaduras de
Ochna integérrima.

Patil y Kuruvinashetti (1998)
reportaron la micropropagaciéon de
Eucalyptus tereticomis a partir de
explantes de arboles maduros para lo
cual utilizaron bicloruro de mercurio
al 0,05% por 15 min, como desinfec-
tante. Los resultados obtenidos en el
presente trabajo fueron muy similares
a los obtenidos por Rahman et al.
(2004), quienes lograron desinfectar las
yemas de rizomas de plantas de
Curcuma longa cultivados en campo
utilizando 0,1% (m/v) de bicloruro de
mercurio durante 14 min. Estos resul-
tados coincidieron con Kanchanapoom
y Boonvanno (2000) quienes desinfec-
taron los apices de Maesa ramentacea
con este agente quimico durante 10 a
15 min.

6-BAP y tipo de explante en
el coeficiente de multiplicaciéon
de C. speciosus

El efecto de la concentracién de
6-BAP empleada y el tipo de explante
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On the other hand, Bhatt and
Dhan (2004) reached the disinfection
in segments of Myrica esculenta buds
with mercury chloride at 0.1% (m/v)
for 10 min, with this disinfection
treatment these authors obtained more
than 60% of establishment of aseptic
explants. With a similar disinfection
treatment Ma and Wu (2006) reached
the establishment of unripe seeds of
Ochna integérrima

Patil and Kuruvinashetti (1998)
reported the micropropagation of
Eucalytus tereticomis after explants
of ripened trees, for which they used
mercury bichloride at 0.05% for 15 min
as a disinfectant. The obtained results
in this research were similar to the
obtained by Rahman et al., (2004), who
made to disinfect the buds of rhizomes
of plants of Curcuma longa cultivated
in the field using 0.1% (m/v) of
mercury bichloride for 14 min. These
results agreed to those obtained by
Kanchanapoom and Boonvanno (2000)
who disinfected the apex of Maesa
ramentacea with this chemical agent
for 10 to 15 min.

6-BAP and type of explants
in the multiplication coefficient
of C. speciosus

The concentration effect of 6-BAP
employed and the type of explants in the
multiplication coefficient of C. speciosus
are shown in table 1. At the time that
increased the concentration of BAP,
reduced the multiplication coefficient
independently to the type of explants
employed, in the treatments where
cytokines was not employed and where
were used 0.25 mg.Li! were obtained the
highest multiplication coefficients for
apex and knots, with statistical
differences among the explants.
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en el coeficiente de multiplicacién de
C. speciosus se muestra en el cuadro
1. A medida que aument6 la concen-
tracién de BAP disminuy0 el coeficien-
te de multiplicacién, independiente-
mente del tipo explante empleado; en
los tratamientos donde no se emple6
citoquinina y en donde se usaron 0,25
mg.L* se lograron los mayores coefi-
cientes de multiplicacién para los api-
ces y nudos, con diferencias estadisti-
cas entre los explantes.

En cuanto a la concentracion de
6-BAP, se observé que la adicién de
esta citoquinina al medio de cultivo de
establecimiento no favorecio el porcen-
taje de brotacién de las yemas, ya que
el cultivo sin esta citoquinina produjo

Regarding the concentration of 6-
BAP, was observed that the addition
of this cytokine to the crop media of
establishment did not favor the
sprouting percentage of buds, since the
crop without this cytokine produced
the highest percentage of sprouting,
excepting the cultivation with 0.25
mg.L-1, which produced a similar
sprouting.

6-BAP is a synthetic analogue of
natural cytokinins and has a wide use
in the crop in vitro, with special
emphasis in the micropopagation
(George, 1993). This grow regulator
has a cytokinine activity thus
stimulate the cellular division and the
development processes; additionally, in

Cuadro 1. Efecto de la concentracion de 6-BAP y el tipo de explante en
el coeficiente de multiplicacién de Callistemon speciosus L.

Table 1. Effect of the 6-BAP concentration and the type of explant in
the multiplication coefficient of Callistemon speciosus L.

Concentracion de Tipo de explante Coeficiente de multiplicacion
6-BAP (mg.L")

0,00 Apices 3,86 + 0,200
Nudos 4,43 +0,232
Bases 1,20+0,15

0,25 Apices 3,46 + 0,26
Nudos 3,80+0,15
Bases 1,10 £ 0,054

0,50 Apices 2.20+0,15
Nudos 2,26 £ 0,14
Bases 0,90 + 0,054

1,00 Apices 1,56 + 0,290
Nudos 1,90 + 0,37Pcd
Base 0,96 + 0,034

Medias con letras iguales no difieren significativamente. Anova, Tukey, P<0,05, media general
del coeficiente de multiplicaciéon= 2,30, ET (error tipico) general del coeficiente de multiplica-

ciébn =0,17.
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el mayor porcentaje de brotacion, con
excepcién del cultivo con 0,25 mg.L 1,
el cual produjo brotacién similar.

El 6-BAP es un analogo sintético
de las citoquininas naturales y tiene
un amplio uso en el cultivo in vitro,
con especial énfasis en la
micropropagacion (George, 1993). Este
regulador del crecimiento tiene activi-
dad citoquininica, pues estimula la
divisién celular y los procesos de desa-
rrollo; adicionalmente, en los tejidos
tratados promovié la ruptura de la do-
minancia apical y estimulé el creci-
miento y desarrollo de las yemas
axilares (Salisbury y Ross, 1992). Como
parte de ese efecto inhibidor de la do-
minancia apical, produjo frecuente-
mente la disminucién del tamano de
los brotes (Singh et al., 2002; Teixeira
et al., 2004).

En los apices, la yema apical se
mantuvo en crecimiento activo, de esta
forma persistié el dominio de las ye-
mas apicales y se limité la brotacién
de yemas laterales. Del mismo modo,
fue la dominancia apical la que favo-
reci6 el crecimiento de los brotes en este
tipo de explante. La brotacién de las
yemas axilares en el explante de seg-
mentos de nudos, s6lo se logré con 0,25
mg.L* de 6-BAP o sin suplemento de
citoquinina.

En trabajos previos con guayabo
Enana roja Cubana, se evalu6 el efec-
to de diferentes tipos de citoquininas
en la fase de multiplicacién de brotes
obtenidos a partir de semillas germi-
nadas in vitro (Pérez et al., 2002); en
este estudio se reconocié al 6-BAP como
el regulador del crecimiento de mejo-
res resultados y el mas apropiado para
la multiplicacion in vitro. Estos auto-
res también encontraron que los bro-
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the treated tissues it promoted the
rupture of the apical dominance and
stimulated the growth and
development of axial buds (Salisbury
and Ross, 1992). As part of this
inhibitor effect of the apical dominance,
it frequently produced the reduction of
the size of buds (Singh et al., 2002;
Teixeira et al., 2004).

In apex, the apical bud kept
growing actively, in this way persisted
the apical buds and sprouting of late-
ral buds was limited. Likewise, it was
the apical dominance the one which
favor the growth of buds in this type
of explants. Sprouting of axial buds in
the segment explants of knots, was only
reached with 0.25 mg.L* of 6-BAP or
without any supplement of cytokine

In previous researches with
guava Enana roja Cubana, was
evaluated the effect of different types
of cytokinines in the multiplication
phase of buds obtained after seeds
germinated in vitro (Pérez et al., 2002);
in the current research, was
recognized 6-BAP was the growth
regulator with better results and the
most appropriate for the multiplication
in vitro. These authors also found that
sprouts of explants always had higher
longitude, independently to the used
cytokinine. The origin of such
difference to the obtained in C.
speciosus may be explained by the
physiological state of the explants type
that was used in this research. Apexes
and segments of knots of buds from
seeds germinated in vitro have an onto-
genetic phase much younger than the
vegetal material of buds in adult
plants. With these results, was
obtained a cultivation media favorable
to the multiplication in vitro of apexes
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tes de explantes tuvieron siempre ma-
yor longitud, independientemente de la
citoquinina utilizada. El origen de tal
diferencia con los obtenidos en C.
speciosus pudiera estar sustentado por
el estado fisiolégico del tipo de explante
que se utilizé en este trabajo. Los api-
ces y segmentos de nudos de brotes de
semillas germinadas in vitro, poseen
un estado ontogenético mas juvenil que
el material vegetal de yemas de plan-
tas adultas.

Con estos resultados se obtuvo un
medio de cultivo favorable para la
multiplicacién in vitro de apices y nu-
dos de plantas obtenidas a partir de C.
speciosus que permitio obtener hasta
4,4 de coeficiente de multiplicacién.

Concentraciones de ATA en el
enraizamiento de brotes de C.
speciosus

Se observé el efecto de los dife-
rentes niveles de AIA en el crecimien-
to (longitud de lo explantes), nimero
de raices y longitud de la raiz mas lar-
ga de brotes de C. speciosus la longi-
tud obtenida en las plantulas en me-
dio de cultivo sin suplemento de AIA
fue mayor y significativamente diferen-
te con respecto a los medios de cultivo
donde se adiciond AIA.

Aunque no se encontraron dife-
rencias estadisticas entre las cuatro
concentraciones evaluadas en cuanto a
numero de raices, el medio de cultivo
sin auxina fue el de mayor nimero (5,8
raices por brote). La longitud de la raiz
mas larga fue mayor en el medio de
cultivo sin suplemento de auxina, con
diferencias significativas respecto al
resto de los tratamientos. Por lo antes
senialado, se puede plantear que para
obtener brotes de mayor altura, méas
raices y mayor longitud de la raiz, no
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and knots of plants obtained after C.
speciosus that allowed obtained until
4.4 of multiplication coefficient.

TIAA concentrations in the
rooting of buds of C. speciosus

It was observed the effect of the
different levels of IAA in the growth
(longitude of explants), number of roots
and longitude of the longest root in buds
of C. speciosus, the longitude obtained
in seedlings in the cultivation media
without supplement of AIA was higher
and significantly different in relation
to the cultivation media where AIA was
added.

Even though there were not
significant differences among the four
concentrations evaluated regarding
number of roots, the cultivation media
without auxin was the one with the
highest number (5.8 roots per sprout).
The longitude of the longest root was
higher in the cultivation media without
auxin supplement, with significant
differences regarding the other
treatments. Because of the latter, it can
be said that in order to obtain buds with
higher height, more roots and more
longitude of roots, it is not necessary
the employment of auxins in the
cultivation media (table 2).

In guava sprouts “Enana Roja
Cubana”, obtained after germinated
seeds in vitro, the media MS without
growth regulator obtained a
satisfactory in vitro rooting (Pérez,
2000): In the current research, with 0.5
mg.L! of IAA, were obtained the best
results regarding the quality of rooting.
This showed that in both treatments
was obtained the most appropriate hor-
monal endogenous balance for the
development of adventitious roots in
sprouts of C.speciosus
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es necesario el empleo de auxinas en
los medios de cultivo (cuadro 2).

En brotes de guayabo ‘Enana
Roja Cubana’, obtenidos a partir de
semillas germinadas in vitro, el me-
dio MS sin reguladores del crecimien-
to obtuvo un enraizamiento in vitro
satisfactorio (Pérez, 2000). En el pre-
sente estudio, con 0,5 mg.Li* de AIA,
se obtuvieron los mejores resultados en
cuanto a la calidad del enraizamiento.
Esto demostrdé que en ambos trata-
mientos se logro6 el balance hormonal
endbégeno més apropiado para el desa-
rrollo de las raices adventicias en los
brotes de C. speciosus.

Con relacién a la calidad de los
brotes expresada en la longitud de las
plantas, con el uso del medio de culti-
vo sin reguladores del crecimiento se
lograron los mejores resultados, al
igual que para la calidad de las raices
(longitud) el resultado fue superior
aunque sin diferencias estadisticas con
el tratamiento de 0,5 mg.L"' de AIA.

In relation to the quality of
sprouts expressed in the longitude of
plants, using the cultivation media
without growth regulators were
achieved the best results, as well as
for the quality of roots (longitude) the
result was superior though without
statistical differences with treatment
of 0.5 mg.Li'* of TAA.

The origin of explants, the type
of concentration of growth regulators
during the induction and proliferation
phases of sprouts, as well as the
cultivation media, influenced
significantly in the requirements of
auxins to fulfill the rooting in vitro in
guava (Ali et al., 2003) and in other
woody species (Cantagallo et al., 2005).
This aspect explained the high rooting
percentage (100%) that was obtained
in the current experiment in the
cultivation media without auxins. The
explants used had its origin after
sprouts with young characteristics
(sprouts of seeds) and multiplied in a

Cuadro 2. Comportamiento de la altura de los brotes, nimero de raices 'y
longitud de las mismas en brotes de Callistemon speciosus L.

Table 2. Behavior of height of sprouts, number of roots and longitude
of these in sprouts of Callistemon speciosus L.

Concentraciéon de Longitud de Numero de Longitud de la raiz
ATA (mg L") brotes + ET raices = ET mas larga + ET

0 8,72 + 0,922 5,80 + 0,662 4,90+ 0,592
0,5 6,16+ 0,642> 5,80+0,372 3,30+ 0,51
1,0 3,80 +0,28" 3,80+ 0,372 1,10+ 0,17°
1,5 1,74 +0,25¢ 3,00 + 0,542 1,18+ 0,24"
Media general 5,10 4,60 2,62
ET general 0,52 0,53 0,37

Medias con letras iguales no difieren significativamente (Kruskal-Wallis, Student-Newman-

Keuls), P<0,05). ET= error tipico.
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El origen de los explantes, el tipo
y concentracién de reguladores del cre-
cimiento durante las fases de induc-
ci6én y proliferacién de brotes, asi como
la edad del cultivo, influyeron
significativamente en los requerimien-
tos de auxinas para lograr el
enraizamiento in vitro en el guayabo
(Ali et al., 2003) y en otras especies
leniosas (Cantagallo et al., 2005). Este
aspecto explicé los altos porcentajes de
enraizamiento (100%) que se obtuvie-
ron en este experimento en el medio
de cultivo sin auxinas. Los explantes
utilizados tuvieron un origen a partir
de brotes con caracteristicas muy ju-
veniles (brotes de semillas) y se multi-
plicaron en un medio de cultivo sin 6-
BAP. Sin embargo, para explicar el
nivel de enraizamiento en el medio sin
reguladores del crecimiento, deben con-
siderarse otros factores; en este caso
el balance hormonal endégeno de los
brotes de C. speciosus fue favorable a
las auxinas.

La auxina natural AIA se sinteti-
za en las hojas jévenes y 4apices en cre-
cimiento, y se transporta basipetamente
a través del tallo en tejidos asociados
con el sistema vascular, en especial el
floema (Marks et al., 2002). De esta for-
ma, los apices de los brotes de C.
speciosus fueron capaces de producir
suficientes cantidades de AIA que per-
mitieron inducir el desarrollo de las
raices adventicias en un medio de cul-
tivo libre de reguladores del crecimien-
to. Un comportamiento similar se ob-
servé para el cultivar de guayabo
‘Chitidar’ (Amin y Jaiswal, 1988) en
donde enraizé el 72% de los brotes cul-
tivados en el medio sin auxina.

Haddadi et al. (2010), plantean
que el medio de cultivo méas apropiado
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cultivation media without 6-BAP.
However, to explain the rooting level
in the media without growth
regulators, other factors must be
considered, in the case the endogenous
hormonal balance of sprouts of C.
speciosus was favorable to auxins.

The natural auxin TAA
synthesizes in young leaves and in
growing apexes, and is transported
through the stem in tissues associated
to the vascular system, specially the
phloem (Marks et al., 2002). Likewise,
the apexes of sprouts of C. speciosus were
able to produce enough quantities of ATA
that allowed inducing the development
of adventitious roots in a cultivation me-
dia free of growth regulator. A similar
behavior was observe in guava “Chitidar”
(Amin and Jaiswal, 1988) where rooted
72% of sprouts cultivated in the media
without auxin.

Haddadi et al., (2010) mention
that the most appropriate cultivation
media to induce the highest percentage
of rooted explants, higher number and
longitude of roots was MS,
supplemented with 0.2 mg.L'' of NAA
or IBA, or without growth regulators,
as obtained in this research.

The media without growth
regulators is considered the best option,
because besides of implying fewer
materials in the cultivation media, it
guarantees a high rooting level and a
better quality of sprouts. At the same
time, it is important to mention that
the quality indicators of the sprout
(height of the sprout, number of roots
and longitude of these) are considered
important variables in the definition
of the cultivation media of rooting, as
long as the sprout percentage with
roots are not significantly low.
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para inducir el mayor porcentaje de
explantes enraizados, mayor numero
y longitud de raices fue el MS suple-
mentado con 0.2 mg.L' de ANA o AIB,
o sin reguladores del crecimiento, como
se logro en el presente trabajo.

El medio sin reguladores del cre-
cimiento se considera la mejor opcion,
debido a que ademas de implicar un
ahorro de materiales en el medio de
cultivo, garantiza un nivel de
enraizamiento alto y mejor calidad de
los brotes. Al mismo tiempo, es impor-
tante sefialar que los indicadores de
calidad del brote (altura del brote, nta-
mero de raices y longitud de estas) se
consideran variables importantes en la
definicién del medio de cultivo de
enraizamiento, siempre y cuando el
porcentaje de brotes con raices no sean
significativamente bajos.

Sustratos en la
aclimatizaciéon de brotes C.
speciosus

Callistemon speciosus es una
planta que tiene gran capacidad para
enraizar, los brotes provinentes del
medio de cultivo de multiplicacién MS
sin reguladores del crecimiento presen-
taron varias raices, lo que permitié
realizar la aclimatizacion de estos, sin
la necesidad de subcultivarlo en un
medio de cultivo con reguladores del
crecimiento del tipo auxinico.

El comportamiento de la super-
vivencia de los brotes de C. speciosus
en los dos sustratos evaluados fue si-
milar. El sustrato compuesto por
zeolita:humus de lombriz (1:1) se lo-
gré 98% de supervivencia de los bro-
tes, teniendo diferencias estadisticas
con respecto al humus de lombriz.

Tilkat y Onay (2009) lograron
80% de éxito en la aclimatizacion de

Substrates in the
acclimatization of sprouts C.
speciosus

Callistemon speciosus is a plant
with a great capacity to root, sprouts
coming from the multiplication
cultivation media MS without growth
regulators presented different roots,
which allowed doing the
acclimatization of these, without sub-
cultivate it in a cultivation media with
auxin growth regulator.

The survival behavior of sprouts
of C. speciosus in the two evaluated
substrates was similar. The substrate
composed by seolite:worm humus (1:1)
obtained 98% of survival of sprouts,
with statistical differences in relation
to the worm humus.

Tilkat and Onay (2009) obtained
80% of success in the acclimatization
of rooted plants of pistachio in a
substrate composed by a soil mix, sand
and peat (1:1:1), sand fulfills a porosity
effect and similar drainage of the
zeolyte employed in the present
substrate and the rest of the
components have a similar role of the
worm humus.

The zeolyte mixed has been used
with success for the acclimatization of
Solanum tuberosum (Jiménez et al.,
2001); in the current research were
obtained the highest survival levels
when was employed a zeolyte mix plus
worm humus. However, when worm
humus was used, the survival of buds
was similar. In the wild form of P.
guajava “Cotorrera”, were obtained
survival percentages higher than 80%
using a sterile mix of soil and cane
(1:1) (Rodriguez et al., 2006). Compion
and Schiavi (1997) obtained around
90% of survival of Calathea makoyana
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plantas enraizadas de Pistacho en un
sustrato compuesto por una mezcla de
suelo, arena y turba (1:1:1), la arena
cumple un efecto de porosidad y dre-
naje similar al de la zeolita empleada
en el presente sustrato y el resto de los
componentes cumplen una papel simi-
lar al humus de lombriz.

La zeolita mezclada ha sido usa-
da con éxito para la aclimatizacion de
Solanum tuberosum (Jiménez et al.,
2001); en este trabajo se obtuvieron los
mayores niveles de superviviencia de
los brotes cuando se empleo una mez-
cla de zeolita mas humus de lombriz.
Sin embargo, cuando se utilizé sélo el
humus de lombriz, la supervivencia de
los brotes, fue similar. En la forma sil-
vestre de P. guajava ‘Cotorrera’, se
alcanzaron porcentajes de superviven-
cia superiores al 80%, utilizando una
mezcla estéril de suelo y cachaza (1:1)
(Rodriguez et al., 2006). Compion y
Schiavi (1997) lograron alrededor del
90% de superviviencia de las plantas
de Calathea makoyana, al realizar la
aclimatizacién en una mezcla de
turba:perlita (3:1). Sin embargo,
Rahman et al. (2004a) lograron solo el
70% de supervivencia de otra planta
rizomatosa (Curcuma longa) al reali-
zar la aclimatizacién de los brotes ob-
tenidos in vitro bajo condiciones simi-
lares a las empleadas en este trabajo.

Por otra parte, Rahman et al.
(2004Db) observaron que el 85% de las
plantas de Kaempferia galanga, pudie-
ron ser establecidas bajo condiciones
ex vitro cuando fueron transferidos a
macetas conteniendo una mezcla de
suelo y abono orgénico.

Las vitroplantas de Callistemon
sp. en este estudio mostraron un com-
portamiento favorable en la fase de
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plants when doing the acclimatization
in a mix of peat:perlite (3;1). However,
Rahman et al., (2004a) only obtained
70% of survival of other “rizomatosa”
plant (Curcuma longa) when doing the
acclimatization of the sprouts obtained
in vitro under similar conditions of the
employed in thus research.

On the other hand, Rahman et
al., (2004 b) observed that 85% of
plants of Kaempferia galanga, could
have been established under ex vitro
conditions when were transferred to
pots containing a mix of soil and
organic manure.

Seedlings of Callistemon sp. In
the current research, showed a favo-
rable behavior in the acclimatization
phase, as long as were conditions of
high environmental humidity and good
porosity of the substrate: on this
matter, in Cuba the acclimatization of
rooted seedlings of “guayabita pinar”
(P. salutare (HBK) Berg) obtained a
survival of 756%, suing as substrates
mixes of soil and worm humus,
protecting it with clear polyethylene
and irrigation with micro aspersion
every two hours in the mornings
(Sotolongo, 2000)

In the cultivar “Enana Roja Cu-
bana”, seedlings obtained after the
germinated seeds in vitro, obtained a
survival of 98%, with an
acclimatization methodology similar to
the one used in the current research
(Pérezet al., 2002).

Conclusions

It is possible the multiplication
in vitro of Callistemon after apexes,
knots and bases of seedlings obtained
from seeds, in the cultivation media
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aclimatizaciéon, siempre y cuando se
tuvieran condiciones de alta humedad
ambiental y buena porosidad del
sustrato. Al respecto, en Cuba la
aclimatizaciéon de vitroplantas
enraizadas de guayabita del pinar (P.
salutare (HBK) Berg.) logr6 una su-
pervivencia del 75%, utilizando como
sustratos mezclas de suelo y humus
de lombriz, con proteccién de
polietileno transparente y riego con
microaspersores cada dos horas duran-
te el periodo diurno (Sotolongo, 2000).

En el cultivar Enana Roja Cuba-
na, las vitroplantas obtenidas a partir
de semillas germinadas in vitro, tu-
vieron una supervivencia del 98% con
una metodologia de aclimatizacion si-
milar a la utilizada en este trabajo
(Pérez et al., 2002).

Conclusiones

Es posible realizar la multiplica-
cién in vitro del Callistemon a partir
de 4pices, nudos y bases de las plantulas
obtenidas de semillas, en medio de cul-
tivo Murashige y Skoog (MS) sin suple-
mento de reguladores del crecimiento.
Los brotes obtenidos de los diferentes
explante se enraizaron en un medio de
cultivo MSS sin suplementos de auxinas
y se aclimataron en un sustrato com-
puesto tanto por humus de lombriz,
como su combinacién con zeolita (1:1)
bajo condiciones de umbraculo y un sis-
tema de riego por microjet.
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