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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue establecer una via para la micropropagacién in vitro
de Salix babylonica L. En el experimento de desinfeccion se emplearon tres
tratamientos: con hipoclorito de sodio al 1 %, bicloruro de mercurio al 0,1 % y una
doble desinfeccién con ambos agentes desinfectantes. Con este ultimo tratamiento
se obtuvo un 71 % de segmentos nodales desinfectados. En el experimento del
establecimiento in vitro se empled el 6-BAP 2 mg L solo y combinado con acido
giberélico (5 mg L), AIA (1 mg L!) y ANA (1 mg L!). La mejor respuesta se logro
con el uso de BAP solo con un 31,6 % de establecimiento y una longitud promedio
de los segmentos nodales de 6,47 mm. Para el experimento de multiplicacién se
realizé una comparacion de los medios de cultivos Palomos-Rios, Chung y Carrasco
y MMULT-1. La multiplicacién de los segmentos nodales fue superior en el medio de
cultivo Palomo-Rios con un 100 % de brotacion y un nimero de segmentos nodales
de 6,42. En la etapa de enraizamiento se utilizaron diferentes concentraciones de AIB
(0,05 y 0,25 mg L1') y un tratamiento sin regulador de crecimiento. El mayor
porcentaje de enraizamiento se obtuvo en el medio de cultivo basal sin AIB con un
91,6 % de respuesta.

Palabras clave: Salix babylonica; Micropropagacioén; Cultivo in vitro; Reguladores
del crecimiento.
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ABSTRACT

The objective of this work was to establish a route for the in vitro micropropagation
of Salix babylonica. In the disinfection experiment, three treatments were used with
1% sodium hypochlorite, 0.1 % mercury bichloride and the third a double
disinfection. with both disinfecting agents. With this last treatment, 71 % of
disinfected nodal segments were obtained. 6-BAP 2 mg L alone and in combination
with gibberellic acid (5 mg L), AIA (1 mg L'!) and ANA (1 mg L!) were used in the
in vitro establishment experiment. The best response was achieved with the use of
BAP only with 31,6 % of establishment and an average length of the nodal segments
of 6,47 mm. For the multiplication experiment, a comparison was made of the
Palomos-Rios, Chung and Carrasco and MMULT-1 culture media. The multiplication
of the nodal segments was higher in the Palomo-Rios culture medium with 100 %
sprouting and a number of 6,42 nodal segments. In the rooting stage, different
concentrations of AIB (0.05 and 0.25 mg L) and a treatment without growth
regulator were used. The highest rooting percentage was obtained in the basal
culture medium without AIB with a 91,6 % response.

Keywords: Salix babylonica; Micropropagation; In vitro culture; Growth regulators.
RESUMO

O objectivo deste trabalho era estabelecer um caminho para a micro propagacao in
vitro da Salix babylonica L. Foram utilizados trés tratamentos na experiéncia de
desinfeccao: com 1 % de hipoclorito de sddio, 0,1 % de bi cloreto de mercurio e uma
desinfeccao dupla com ambos os agentes desinfetantes. Com este ultimo tratamento,
71 % dos segmentos nodais foram desinfetados. Na experiéncia de estabelecimento
in vitro, 6-BAP 2 mg L-! foi utilizado sozinho e combinado com acido giberélico (5 mg
L-1), AIA (1 mg L-!) e ANA (1 mg L-1). A melhor resposta foi obtida apenas com a
utilizagdo de BAP com 31,6 % de estabelecimento e um comprimento médio de
segmentos nodais de 6,47 mm. Para a experiéncia de multiplicacdo foi feita uma
comparacdao dos meios de cultivo Palomos-Rios, Chung e Carrasco assim como
MMULT-1. A multiplicagdo dos segmentos nodais foi maior no meio de cultivo Palomo-
Rios com 100 % de brotacdo e um numero de segmentos nodais de 6,42. Diferentes
concentracbes de AIB (0,05 e 0,25 mg L-!) e um tratamento sem regulador de
crescimento foram utilizados na fase de enraizamento. A maior percentagem de
enraizamento foi obtida no meio de cultura basal sem AIB com 91,6 % de resposta.

Palavras-chave: Salix babylonica; Micro propagacao; Cultura in vitro;, Reguladores
de crescimento.

INTRODUCCION

Originarios de zonas templadas y subtropicales, los arboles y arbustos de Salicaceae,
que incluyen alamos (Populus spp.) y sauces (Salix spp.) son de crecimiento rapido
y de facil propagacion vegetativa. Muchas de las especies se adaptan a muy diversas
condiciones de clima y suelo, desde el calor del desierto chino hasta el frio y el viento
de los Andes sudamericanos. Son faciles de cultivar y constituyen un componente
importante de los sistemas agroforestales, a menudo para pequefios agricultores.
Suministran una amplia gama de productos madereros, no madereros y servicios
(Ball et al., 2005).

http://cfores.upr.edu.cu/index.php/cfores/article/view/610
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La especie Salix babylonica tiene un uso ornamental. Sin embargo, se emplea
también en la fitorremediacion de suelos afectados por sustancias peligrosas
(Ghasemi y Mokhtari, 2019), considerada como una alternativa para la eliminacion
de cianuro de sodio. Esta especie es utilizada para la produccién de energia
renovable. Al respecto, Doffo et al., (2017) informaron la diversificacion de las
fuentes renovables como la biomasa forestal, producidas por Salix; para ello
consideraron que la disponibilidad de agua es el principal factor que determina el
rendimiento en biomasa seca, mientras que el genotipo y la densidad de plantacion
no tienen un efecto significativo en la variable mencionada.

Ademas, es conocido el uso de esta especie para la obtencion del acido acetilsalicilico
0 aspirina. Sin embargo, nuevas aplicaciones en el campo de la medicina vy,
particularmente, sus efectos antimicrobianos se han informado recientemente.
Wahab et al., (2018) determinaron que los extractos metandlicos de hojas y corteza
de S. babylonica poseen actividad antibacteriana contra Pseudomona aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli y Staphylococcus aureus. También, Gonzalez
et al., (2019) indicaron que los compuestos aislados del extracto hidroalcohdlico S.
babylonica podrian ser una alternativa natural y funcional para el tratamiento de
enfermedades causadas por Escherichia coli, Staphylococcus aureus vy Listeria
monocytogenes.

En otros estudios, Rivero et al., (2019) demostraron que la administraciéon oral de
extracto hidroalcohdlicos de S. babylonica podria ser una alternativa natural para el
control de la coccidiosis en la produccién de conejos.

La aplicacion de los métodos biotecnoldgicos en diferentes especies de Salix se han
centrado mayormente en la micropropagacién (Naujok, 2007; Chornobrov, 2015;
Lopez et al., 2016; Grendysz et al., 2017) para responder a las necesidades de
propagacién acelerada de diferentes especies y genotipos, al enraizamiento de
variedades recalcitrantes y como base para la aplicacion de otras técnicas de cultivo
in vitro.

Skalova et al., (2012) desarrollaron la micropropagacion con apices de brotes y
segmentos nodales de especies de sauce (Salix sp.) comunes y en peligro de
extincion, que pueden ayudar a reintroducir genotipos autdctonos en sus sitios
naturales. Ademas, cultivaron anteras aisladas en medios seleccionados y lograron
la formacién de callos de S. caprea y S. viminalis.

Imran et al., (2018) produjeron semillas sintéticas no embriogénicas; al encapsular
segmentos nodales de S. tetrasperma en un medio de cultivo con hidrogel de calcio,
observaron que las yemas encapsuladas sobrevivieron al almacenamiento en frio a 4
° C durante un periodo maximo de 8 semanas y lograron una frecuencia de
conversion en plantulas del 71 %.

También los métodos biotecnoldgicos han sido utilizados para la conservacidén de
germoplasma por crioconservacion (Bonnart et al., 2014) y la obtencion de callos
como base para la organogénesis indirecta y la embriogénesis somatica (Santos,
2005).

Para Cuba, la especie S. babylonica tiene amplias posibilidades de empleo
ornamental, en la fitoremediacién, la obtencion de metabolitos secundarios y como
biomasa energética. Sin embargo, tiene como limitante su escasa presencia de este
arbol, por lo que resulta de interés disponer de métodos de propagacién in vitro. Por
ello, el objetivo de este trabajo fue establecer una via para la micropropagacién de
S. babylonica en las diferentes etapas del proceso en condiciones in vitro.

http://cfores.upr.edu.cu/index.php/cfores/article/view/610
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MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Se seccionaron esquejes semilefiosos de 10 cm de longitud de la especie S.
babylonica plantada en los jardines de la Universidad de Granma. Los esquejes se
colocaron en frascos de cristal con un volumen de 50 ml de agua destilada durante
un periodo de 15 a 30 dias hasta la formaciéon de brotes, de donde se tomaron los
segmentos nodales (Figura 1).

A c

Figura 1. - Obtencion de segmentos nodales de Salix babylonica. A) brotes axilares con
hojas, B) brotes desprovistos de hojas para realizar el corte de los segmentos nodales, C)
segmentos nodales antes de la desinfeccién.

Medios y condiciones de cultivo

El medio de cultivo basal utilizado para la realizacidn de los diferentes experimentos
estuvo compuesto por las sales y vitaminas MS (Murashige y Skoog, 2006), sacarosa
30 g L, como agente gelificante Agar 6,0 g L y el pH se ajust6é a 5,7 con pH metro
(Crison Basic 20) y las variaciones se regularon con hidroxido de sodio y acido
clorhidrico. Posteriormente, el medio de cultivo se distribuyd en tubos de ensayo de
24 x 140 mm, a razén de 10 ml por tubo de ensayo. En el experimento III se precisan
los medios de cultivo empleados.

La esterilizacidon se realizé en autoclave vertical (BK-75) a 121 °C de temperatura y
1,2 kgf.cm™ de presion durante 20 minutos. Los medios de cultivo se mantuvieron
en reposo a la oscuridad durante tres dias antes de su uso, para detectar cualquier
tipo de contaminacion.

La manipulacién del material vegetal y la siembra en los recipientes de cultivo se
efectud en la cabina de flujo laminar horizontal (FASTER) bajo condiciones asépticas.
Las condiciones de cultivo en las cdmaras de crecimiento con luz solar fueron:
temperatura, 25 °C; humedad relativa, 70-80 % y en condiciones de iluminacion
natural.

Experimento I. Desinfeccion de los segmentos nodales de Salix babylonica con el
empleo del hipoclorito de sodio y bicloruro de mercurio

El experimento tuvo como objetivo desinfectar los segmentos nodales S. babylonica
con el empleo de los diferentes tratamientos de hipoclorito de sodio (NaClO) y
bicloruro de mercurio (HgCl>).

http://cfores.upr.edu.cu/index.php/cfores/article/view/610
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Los segmentos nodales se introdujeron en un frasco de vidrio (250 ml) que contenian
una solucion de agua y detergente al 1,0 %. Luego, se colocaron en el agitador
magnético durante 30 minutos, para eliminar sedimentos y particulas grandes. Al
finalizar, se lavaron con agua corriente y agua destilada. Posteriormente, se ubicaron
50 explantes en tres frascos diferentes para cada uno de los tratamientos de
desinfeccion.

En la cabina del flujo laminar se procedid a sumergir los segmentos nodales aplicando
los tres métodos de desinfeccion que se describen a continuacién:

T1: NaClO al 1 % de cloro activo durante 20 minutos.
T2: HgClz2 al 0,1 % durante 10 minutos.

T3: se realizd la doble desinfeccion con NaClO al 1 % y HgClz al 0,1 % durante 20 y
10 minutos, respectivamente.

Para cada uno de los tratamientos se realizaron cuatro enjuagues con agua destilada
estéril, luego de la aplicacion de los desinfectantes. Se cortaron a una longitud
aproximada de 1 cm y se sembraron en posicion vertical en el medio de cultivo
descrito en ese acapite con la adiciéon de 6-BAP (2,0 mg L!) a razén de un explante
por tubo de ensayo con 50 explantes por tratamiento.

La evaluacién de los resultados se realizé a los 14 dias de sembrado mediante las
variables porcentajes de explantes desinfestados, contaminados por bacterias,
hongos y los necrosados.

Experimento II. Establecimiento in vitro de segmentos nodales de Salix
babylonica con el uso de diferentes reguladores del crecimiento.

El objetivo de este experimento fue lograr el establecimiento in vitro de segmentos
nodales de S. babylonica con el uso de distintas combinaciones de 6-bencilamino
purina (6-BAP) con 4&cido giberélico (AGs), acido indolacético (AIA) y a&acido
naftalenacético (ANA) en los medios de cultivo.

Se empled un disefio completamente aleatorizado a partir de un mejor resultado en
la desinfeccion del experimento anterior. Se utilizaron cuatro tratamientos:

Ti: 6-BAP 2 mg L

T2: 6-BAP (2 mg L!) + AG3 (5 mg L)
T3:6-BAP (2mg L) + AIA(1mgL?t)y
Ta: 6-BAP (2 mg. L'!) + ANA (1 mg L)

La evaluacion de los resultados se realiz6 a los 28 dias de sembrados y se
determinaron como variables: Porcentaje de establecimiento y longitud del brote
(mm).

Experimento III. Multiplicacion de los segmentos nodales de Salix babylonica en
tres medios de cultivo.

http://cfores.upr.edu.cu/index.php/cfores/article/view/610
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El objetivo de este experimento fue multiplicar los segmentos nodales de S.
babylonica en tres medios de cultivos especificos.

Se utilizaron segmentos nodales obtenidos in vitro del experimento anterior. La
evaluacion de los resultados se realizo a los 28 dias de sembrado para las siguientes
variables: explantes brotados (%) y niumero de segmentos nodales por explante
(Tabla 1).

Tabla 1. - Medios de cultivos empleados para la multiplicacion de los segmentos nodales de
Salix babylonica

Componentes Medic de Chung v Medio Palomo-Rios MMULT-1
Carrasco (1998) (2015)
Sales MS 50 % 50 % 100 %
Vitaminas MS 100 % 100 % 100 %
Myoinositol 100 mg Lt 100 mg Lt 100 mg L
o-BAP 0,1 mg L+ -- 2mg L+
AIA - - 1 mglL?
IBA - 0,1 mg L -
AG3 1 mglL? - -
Sacarosa 30 gLt I0glL? 30 glL?
Agar 6glLt &qglL! 6glL?
pH 5.7 5.7 5,7

MMULT-1: Medio de multiplicacion

Experimento IV. Induccién del enraizamiento in vitro de segmentos nodales de
Salix babylonica con la utilizacidon de acido indol butirico (AIB).

El objetivo de este experimento fue evaluar el efecto de distintas concentraciones de
AIB en el enraizamiento de segmentos nodales de S. babylonica procedente de la
fase de multiplicacién in vitro.

Para este experimento se utilizaron segmentos nodales obtenidos en el experimento
anterior en el medio de Palomo-Rios. Cada tratamiento estuvo formado por 25
explantes. Los tratamientos consistieron en la adicién al medio de cultivo basal MS
por diferentes concentraciones de AIB (0; 0,05 y 0,25 mg L1).

La evaluaciéon de los resultados se realizé a los 28 dias de sembrado, teniendo en
cuenta como variables: porcentaje de enraizamiento, nimero de raices y de hojas.

Analisis estadistico

Se aplicd un disefio completamente aleatorizado en cada uno de los experimentos
realizados. Para las variables cuantitativas como el nimero de hojas, nimero de
raices y niumero de yemas se realizé un analisis no paramétrico de Kruskal-Wallis,
luego que los datos no respondieran a los preceptos del analisis de varianza. Para
estos analisis se empled el paquete estadistico InfoStat (Di Rienzo et al., 2014).

http://cfores.upr.edu.cu/index.php/cfores/article/view/610
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Para los datos expresados en porcentaje, tales como explantes desinfectados,
brotados, contaminados por hongos, bacterias y quemados por el desinfectante,
brotacion y el enraizamiento se aplicé el analisis de comparacion de proporciones con
el paquete estadistico CompraPro, segun Castillo y Miranda (2014).

RESULTADOS Y DISCUSION

Experimento I. Desinfeccion de los segmentos nodales de Salix babylonica con el
empleo del hipoclorito de sodio y bicloruro de mercurio

Como se observa en la Figura 2, la doble desinfeccion con hipoclorito de sodio al 1 %
y bicloruro de mercurio al 0,1 % durante 20 y 10 minutos respectivamente, resultd
ser el tratamiento de mejores resultados para la desinfeccién de los segmentos
nodales de S. babylonica, obteniéndose 71,4 % de explantes desinfestados a los 14
dias, con diferencias estadisticas en relacidon a los otros dos tratamientos.
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Figura 2. - Efecto del hipoclorito de sodio y bicloruro de mercurio sobre el porcentaje de
explantes desinfestados de Salix babylonica.
Tratamientos I-Ty, II-T, y III-T3

Es probable que la concentracion y el tiempo de aplicacion de los desinfectantes
hayan influido favorablemente en la eliminacién de los contaminantes microbianos
en los segmentos nodales de S. babylonica, lo que permitié ampliar el espectro de
actividad antimicrobiana por la doble desinfeccion.

Variados son los resultados en la desinfeccién en esta especie en dependencia de los
agentes desinfectantes empleados. Chung y Carrasco (1998) comprobaron que una
mezcla de fungicidas (Benlate ®-Captan®) e hipoclorito de sodio al 10 % por 20 y
30 minutos permitié mantener niveles de asepsia mayores al 70 % en Salix sp. Por
otra parte, Lopez et al., (2016) obtuvieron resultados superiores en la propagacion
in vitro de esta misma especie, al obtener el 90 % de explantes libres de gérmenes
con el empleo del hipoclorito de sodio a una concentraciéon del 2 % durante 15
minutos.

Chornobrov et al., (2019) evaluaron en la desinfeccion de Salix spp. como agentes
desinfectantes, el bicloruro de mercurio, nitrato de plata e hipoclorito de sodio en
diferentes concentraciones y tiempos de exposicion. Los mejores resultados los
obtuvieron con un 85 % de explantes desinfectados en un tratamiento combinado de

http://cfores.upr.edu.cu/index.php/cfores/article/view/610
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HgClz al 0,1 %, luego nitrato de plata al 1 % e hipoclorito de sodio al 2,5 % durante
5-6 minutos en cada solucién por el orden descrito.

La contaminacion microbiana causada por hongos y bacterias se comenz6 a observar
a partir de los siete dias de cultivo, la mayor contaminacién fue provocada por los
hongos como se observa en la Tabla 2. Para este grupo microbiano se observé la
mayor contaminacion en el tratamiento con hipoclorito de sodio con un 63,5 % y con
bicloruro de mercurio con un 49,0 %.

Tabla 2. - Efecto del hipoclorito de sodio y bicloruro de mercurio sobre el porcentaje de
explantes contaminados por bacterias, hongos y necrosados en la desinfeccion de los
segmentos nodales de Salix babylonica

Tratamientos Desinfectantes Explantes Explantes Necrosados
contaminados contaminados (%)
por bacterias por hongos (%)

(%)
T1 MaClO (1%) 11,5+0,13 63,5+0,08" 7,7+0,13
Tz HoClz (0,1%) 9,8x0,10 49,0+0,10v 3,9+0,13
Ts MaClO+ HgClz 10,2 +0,09 16,3 =0,132 2,0+0,14

Letras distintas por columnas difieren significativamente para P < 0,05

Para la contaminacién causada por las bacterias no se obtuvieron diferencias
significativas entre los tres tratamientos evaluados; el rango de contaminacion
estuvo entre 9,8 y 11,5 %. Como un elemento importante se debe destacar que no
hubo grandes afectaciones en los explantes por necrosis. Los valores obtenidos
fueron bajos, menores al 8 %, sin diferencias significativas entre los tratamientos.
Estos resultados demuestran la importancia del empleo combinado de agentes
desinfectantes que logran eliminar los dos principales contaminantes microbianos del
cultivo de tejidos, las bacterias y los hongos, particularmente en las especies lefosas.
Para los siguientes experimentos se utilizé el tratamiento combinado para la
eliminacion de los microorganismos contaminantes como método de desinfeccion.

Experimento II. Establecimiento in vitro de segmentos nodales de Salix babylonica
con el uso de diferentes reguladores del crecimiento

En la Tabla 3, se presentan los resultados del establecimiento in vitro de segmentos
nodales de S. babylonica. Los porcentajes de establecimiento estuvieron en un rango
entre el 28,3 y el 32,6 % de respuesta. Los tratamientos con reguladores del
crecimiento solo con BAP, BAP+AGs y BAP+ANA tuvieron diferencias significativas
para un 5 % con el medio de cultivo con BAP+AIA, segun el analisis de comparacion
de proporciones. Estos resultados demuestran la complejidad de las plantas lefiosas
para el cultivo in vitro. Sin embargo, se puede considerar un resultado satisfactorio
el logro de esos porcentajes de establecimiento in vitro.

Para la variable longitud del brote, no hubo diferencia significativa entre los
tratamientos, ya que los valores estuvieron en un rango de 7,54 y 4,42 mm, lo que
demuestra un pequefio tamano de los brotes a los 28 dias de cultivo. Estos resultados
podrian estar relacionados con el estrés que sufren los explantes cuando son
trasladados de condiciones naturales ex vitro hasta las condiciones in vitro.

http://cfores.upr.edu.cu/index.php/cfores/article/view/610
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Tabla 3. - Efecto de diferentes reguladores del crecimiento sobre las variables evaluadas en
el establecimiento in vitro a los 28 dias de cultivo

Trata Reguladores del crecimiento Establecimiento Longitud

miento (%) del brote (mm)
Ti 6-BAP (2 mg L) 31,9+0,122 6,47+3,02
Tz 6-BAP (2 mg L'* +AG:3 (5 mg L) 31,9+0,122 6,07+1,71
Tz 5-BAP (2 mg LY)*AIA (1 mg L) 28,3+0,12° 7,54+4,14
Ta 6-BAP (2 mg L'1)*ANA (1 mg L) 32,6+0,12¢ 4,40+1,80

Letras distintas por columnas difieren significativamente para P < 0,05

También se considera que en los resultados no hubo diferencias significativas, porque
en todos los medios de cultivo se emple6é como citoquinina el 6-BAP a razén de 2 mg
L't y otro elemento que pudo estar relacionado con la respuesta; el uso del AIA y el
ANA a concentracion de 1 mg L causa la formacién de un callo basal, lo que afecta
el desarrollo de la yema axilar que origina el segmento nodal. Se sugiere, entonces,
la necesidad de que en futuras investigaciones se utilicen diferentes concentraciones
de otras citoquininas como kinetina, TDZ y las nuevas citoquininas del tipo topolinas,
gue son dificiles de degradar por la accién de las citoquininas oxidasas.

Chung y Carrasco (1998), en estudios de cultivo in vitro de varias especies de Salix,
utilizaron la aplicacién exdgena de tres concentraciones de AGz (0,1; 0,5y 1,0 mg L
1) en presencia o ausencia de 6-BAP; determinaron que los mejores resultados se
obtienen con la mayor concentracion de AGs (1,0 mg L) en presencia de 0,1 mg L
! de 6-BAP, permitiendo un desarrollo rapido y vigoroso en un 76 % de las distintas
procedencias de las especies analizadas.

En la especie S. viminalis, Grendysz et al., (2017) efectuaron el establecimiento
satisfactorio de los explantes de tres variedades de la especie mencionada en el
medio Murashige-Skoog (2006), sin reguladores del crecimiento durante dos
semanas hasta la formacion de raices. Luego, los segmentos nodales se transfirieron
a medios de cultivo con kinetina en concentraciones de 0,5; 1 y 2 mg L!. Los autores
no presentan resultados cuantitativos, pero si imagenes que corroboran esos buenos
resultados.

Experimento III. Multiplicacion de los segmentos nodales de Salix babylonica en
tres medios de cultivo

En la Tabla 4, se presentan los resultados de la comparacion de los tres medios de
cultivos. Los mejores resultados se obtuvieron con el medio de cultivo Palomo-Rios
con 0,1 mg L't de AIB para las variables evaluadas con diferencias significativas para
el 5 % en relacion a los otros dos medios de cultivos utilizados, donde el porcentaje
de brotaciéon fue de un 100 % y el niumero de segmentos nodales de 6,42 a los 28
dias de cultivo. Por otro lado, el medio de Chung y Carrasco, al presentar 6-BAP a
una concentracién 0,1 mg L' y AGs a 1 mg L* tuvo una respuesta morfoldgica
favorable de los explantes obteniéndose un 88,09 % de brotacion y un promedio de
1,91 segmentos nodales. Los valores alcanzados en el medio de Palomo y Rios para
los segmentos nodales es un indicador favorable para la propagacion in vitro de esta
especie. Es de esperar que cada segmento nodal emita nuevos segmentos cuando
sea subcultivada en los nuevos ciclos de multiplicacién in vitro, lo que debe ser
evaluado en nuevas investigaciones.
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Tabla 4. - Influencia de diferentes medios de cultivo sobre el porcentaje de brotacion y el
numero de segmentos nodales en la multiplicacion in vitro de Salix babylonica L a los 28 dias
de cultivo

Tratamientos Medios de cultivos Brotacion (%) Nimero de SN

T Chung v Carrasco 88,09 +0,05 1,91+1,57"
(6-BAP-0,1 mg L™* y AGs-1 mg L)

T2 Palomo-Rios 100+ 0,00¢ 6,422, 32a
(AIB-0,1 mg L)

Ts MMULT-1 54,71 £0,10° 0,00£0,00¢
(6-BAP-2 mg L y ATIA-1 mg L)

Letras distintas por columnas difieren significativamente para P < 0,05

El medio de multiplicacion de Palomo-Rios y el de Chung y Carrasco solo presenta un
50 % de las sales Murashige-Skoog, lo que favorece que los segmentos nodales
tuvieran una mejor respuesta in vitro con esta concentracion de sales y con bajas
concentraciones de los reguladores de crecimiento empleados, a diferencia del medio
MMULT-1 donde se utilizaron las sales Murashige-Skoog al 100 % vy las
concentraciones de BAP y AIA fueron superiores.

Palomo et al., (2015) describieron un método de micropropagacién que podria
generar plantulas en el orden de 5000 clones viables y trasplantables de una sola
planta en solo 24 semanas y se utilizd para producir material de mejoramiento
fitosanitario probado para la exportacion, para superar la restriccién en el transporte
internacional de esquejes lefiosos. Este método podria representar un valioso
complemento biotecnolégico para los programas de reproduccion de sauces y podria
acomodar la seleccién temprana mediante marcadores moleculares o bioquimicos.

En la Figura 3, se observa el desarrollo de los explantes en cada uno de los
tratamientos utilizados, lo que muestra que no todos tuvieron la misma respuesta in
vitro, observandose que la plantula en el medio Palomo-Rios (T2) el brote tiene un
mayor crecimiento con emision de raices y hojas con una mayor lamina foliar. En el
medio Chung y Carrasco (T:) el brote, las raices y las hojas muestran un menor
desarrollo.

Figura 3. - Plantas in vitro de Salix babylonica en los diferentes medios de cultivos
empleados en multiplicacion, 1-T, 2-T2 y 3-T3
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Segun los resultados obtenidos en esta misma especie por Lépez et al., (2016)
plantearon que las bajas concentraciones de los reguladores del crecimiento
utilizados como 6-BAP (0,045 mg L), ANA (0,020 mg L1!) y AGs (0,050 mg L)
fueron eficientes, ya que promovieron mayor numero de brotes y longitud por
explante con 5,6 y 12,4 mm, respectivamente.

Otros autores, como Chung y Carrasco (1998), utilizaron en la micropropagacion de
meristemas foliares de diferentes especies de Salix spp. en la fase de multiplicacion
y enraizamiento diferentes dosis de AGs (0,1; 0,5 y 1,0 mg L?!) en presencia o
ausencia de BAP (0,1 mg L!) y BAP solo. Determinaron que los tratamientos que
arrojaron mejores resultados fueron: la utilizacion de 1,0 mg L' de AGsy 0,1 mg L
'de BAP y la combinacién de ambas concentraciones hormonales.

En investigaciones realizadas por Regueira et al., (2018) en la especie S. viminalis,
determinaron que el tipo de explante influyé en la calidad del brote y el coeficiente
de multiplicacion, con segmentos basales que muestran una mayor capacidad de
proliferacion que los segmentos apicales y de brote medio. Los brotes de sauce
cultivados en recipientes plantform™ y RITA® produjeron coeficientes de
multiplicacién mas altos que los brotes cultivados en medio semisélido.

En resumen, con el medio de Palomo-Rios se logré un 100 % de brotacién y un
promedio de segmentos nodales con diferencia significativa en relacion con los otros
dos medios de cultivo empleados.

Experimento IV. Induccién del enraizamiento in vitro de segmentos nodales de
Salix babylonica con la utilizacidon de acido indol butirico (AIB)

La evaluacién del enraizamiento de los brotes obtenidos de la multiplicacién arrojo
como resultado que en la variable analizada porcentaje de enraizamiento, existio
diferencia significativa entre todos los tratamientos evaluados, al ser el tratamiento
1 sin reguladores del crecimiento donde se obtuvo el porcentaje mas elevado, con
un 91,66. Estos resultados pueden estar relacionados con la presencia de auxinas
enddgenas que favorecen el enraizamiento, ya que se observd que cuando se
colocaron esquejes semilefiosos en agua destilada para obtener los brotes para el
cultivo in vitro, los esquejes fueron capaces de formar raices.

En la evaluacion del nimero de hojas y de raices, los mejores resultados se
obtuvieron en los T1 y T2 con un promedio de 4,27 y 5,04 para la primera variable y
para la segunda los valores fueron de 1,88 y 2,67, con diferencias significativas para
el 5 % con el T3 para ambas variables, segun puede observarse en la Tabla 5.

Tabla 5. - Efecto de diferentes concentraciones de AIB sobre porcentaje de enraizamiento,
el nUmero de hojas y de raices en la fase enraizamiento a los 28 dias de cultivo

Trata AIR Porcentaje de Numero de Numero de raices
\ 4 enraizamiento hojas

miento (mg L)
T 0,00 91,66+0,04% 4,271,002 1,82+1,71¢
T2 0,05 78,26+0,06" 5,04 1,772 2,67+1,908
Ts 0,25 9,520,14¢ 1,051,600 0,4341,16°

Letras distintas por columnas difieren significativamente para P < 0,05
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Estos resultados evidencian que el aumento de la concentracidon del AIB redujo el
comportamiento favorable en la induccion de raices, lo que provocé una tendencia a
la inhibicidn en el proceso de enraizamiento, como se observa en la Figura 4.

Figura 4. - Plantas in vitro de Salix babylonica enraizadas en el medio de cultivo MS a los 28
dias de cultivo

Otros autores, como Lopez et al., (2016), obtuvieron los mejores resultados en esta
fase en esta misma especie, al utilizar 1 mg L de AIA, ya que promovio el mayor
numero y longitud de raices con 2,19 y 2,41 respectivamente.

Por otro lado, Naujoks (2007) indujo la formacién de las raices en S. caprea con un
tratamiento con AIB a 50 mg L durante tres semanas y luego la transferencia a un
medio de cultivo sin auxinas para el desarrollo de la raiz.

Gdémez et al., (2014) obtuvieron excelentes resultados cuando emplearon el AIB a
razén de 0,5 mg L ! en el enraizamiento in vitro de la planta Populus tremula, una
especie de la misma familia que S. babylonica.

Los resultados indican que no es necesario el empleo de auxinas tipo AIB para la
induccion de raices obtenidas in vitro de la especie estudiada.

CONCLUSIONES

Los resultados alcanzados en la investigaciéon permiten disponer de un protocolo para
la propagacion in vitro de Salix babylonica que abarca las etapas de desinfeccién de
los explantes, establecimiento, multiplicacion y enraizamiento in vitro. La
desinfeccion de segmentos nodales se obtuvo con una doble desinfeccion, primero
con hipoclorito de sodio al 1 % y luego bicloruro de mercurio al 0,1 % durante 20 y
10 minutos, respectivamente, con un 71 % de segmentos nodales desinfectados. El
establecimiento in vitro se logré en el medio de cultivo solo con usar BAP 2 mg L al
obtenerse un 31,9 % de establecimiento. La multiplicacion de los segmentos nodales
fue superior en el medio de cultivo Palomo-Rios con un 100 % de brotacién y un
numero de segmentos nodales de 6,42. El enraizamiento se obtuvo en el medio de
cultivo basal sin AIB con un 91,6 % de respuesta.

http://cfores.upr.edu.cu/index.php/cfores/article/view/610




/N

CFORES

ISSI_\I: 1996-2452 RI\!PS:.2148 ) o REVISTA CUBANA DE
Revista Cubana de Ciencias Forestales. 2020; septiembre-diciembre 8(3): 410-424 CIENCIAS FORESTALES

AGRADECIMIENTOS

Los autores expresan su agradecimiento al Proyecto "In vitro Plant biotechnology to
increase food security in eastern Cuba", financiado por el VLIR de Bélgica para la
realizacion de esta investigacion y a la técnica de laboratorio Leidis Arceo Elias por
su apoyo Yy dedicacion en el procesamiento de las muestras.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BALL, J., CARLE, J. y LUNGO, A. del, 2005. Contribucién de alamos y sauces a la
silvicultura sostenible y al desarrollo rura Unasylva [en linea], vol 56. [Consulta: 9
junio 2020]. Disponible en: http://www.fao.org/3/a0026s/a0026s02.htm.

BONNART, R., WADDELL, J., HAIBY, K., WIDRLECHNER, M. P. & VOLK, G. M. 2014.
Cryopreservation of Populus Trichocarpa and Salix Dormant Buds with Recovery by
Grafting or Direct Rooting. Cryoletters, Volume 35, Number 6, November, pp. 507-
515(9). Disponible: https://core.ac.uk/download/pdf/38935709.pdf

CASTILLO DUVERGEL, Y. y MIRANDA, I., 2014. COMPAPROP: Sistema para
comparacion de proporciones multiples. Revista Proteccion Vegetal [en linea], vol 29,
no. 3, pp. 231-234. [Consulta: 9 junio 2020]. ISSN 1010-2752. Disponible en:
http://scielo.sld.cu/scielo.php?script=sci_arttext&pid=51010-27522014000300013.

CHORNOBROV, 0.Yu., 2015. Biotechnological aspects of Salix matsudana Koidz.
«Tortuosa» rehd. plants micropropagation. Ukranian Journal of Forest and Wood
Sciences [en linea], vol 219. [Consulta: 9 junio 2020]. Disponible en:
http://webcache.googleusercontent.com/search?q=cache:gn9ZSTy5SOEJ:journals.
nubip.edu.ua/index.php/Lisivnytstvo/article/view
/10382+&cd=2&hl=es&ct=cInk&gl=cu.

CHORNOBROV, 0.Y., BILOUS, S., CHORNOBROV, O. & MANKO, M. 2019. Peculiarities
of morphogenesis of the endangered species of wilow (Salix spp.) in vitro. Biologija
Vol 65 No 1. P. 4855. Disponible en:
https://www.semanticscholar.org/paper/Peculiarities-of-morphogenesis-of-the-
endangered-of-Chornobrov-Bilous/6d548a55153f37fb2acf588af70b54e27b126319

CHUNG, P. y CARRASCO, B., 1998. Micropropagacion de Salix spp. a través de
meristemos foliares. Ciencia e Investigacién Forestal [en linea], vol 12, no. 1, pp.
63-77. Disponible en: https://bibliotecadigita
infor.cl/bitstream/handle/20.500.12220/10921/18619.pdf?sequence=1&isAllowed=

Y.

DI RIENZO, 1.A., 2005. Estadisticas para las ciencias agropecuarias [en linea]. S.:
Editorial Brujas. [Consulta: 23 marzo 2020]. ISBN 978-987-1142-68-2. Disponible
en: http://dspace.utalca.cl/handle/1950/3425.

DOFFO, G.N., ACHINELLI, F.G., RODRIGUEzZ, M.E. y LUQUEZ, V.M., 2017.
Rendimiento de un sistema de rotacion corta de alta densidad con Salix spp. en
Buenos Aires, Argentina. Bosque (Valdivia) [en linea], vol 38, no. 3, pp. 587-592.
[Consulta: 9 junio 2020]. ISSN 0717-9200. DOI 10.4067/S0717-
92002017000300016. Disponible en:
https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_abstract&pid=S0717-
92002017000300016&Ing=es&nrm=iso&ting=es.

http://cfores.upr.edu.cu/index.php/cfores/article/view/610




/N

CFORES

ISSI_\I: 1996-2452 RI\!PS:.2148 ) o REVISTA CUBANA DE
Revista Cubana de Ciencias Forestales. 2020; septiembre-diciembre 8(3): 410-424 CIENCIAS FORESTALES

GHASEMI, R. y MOKHTARI, R., 2019. Cyanide acclimation in willow (Salix
babylonica), a prospect for the phytoremediation of cyanide. Journal of Plant Process
and Function [en linea], vol 7, no. 28, pp. 61-69. [Consulta: 9 junio 2020]. Disponible
en: http://jispp.iut.ac.ir/article-1-641-en.htm

GOMEZ, A., PINTOS, B., GRAU, J. y BUENO, M., 2014. Micropropagacion de Populus
tremula  Reduca [en linea], ol 7, pp. 1-11. Disponible  en:
https://www.researchgate.net/publication/264228990_Micropropagacion_de_Popul

us_tremula_

GONZALEZ ALAMILLA, E., GONZALEZ CORTAZAR, M., CARRANZA, B., RIVAS
JACOBO, M., HERRERA CORREDOR, C., OJEDA RAMIREZ, D., ZARAGOZA, A. y
RIVERO, N., 2019. Chemical Constituents of Salix babylonica and Their Antibacterial
Activity Against Gram-Positive and Gram-Negative Animal Bacteria. Molecules [en
linea], vol 24. DOI 10.3390/molecules24162992. Disponible en:
https://www.researchgate.net/publication/335241099_Chemical_Constituents_of_
Salix_babylonica_L_and_Their_Antibacterial_Activity_Against_Gram -
Positive_and_Gram-Negative_Animal_Bacteria.

GRENDYSZ, J., JACEK, W. y DANUTA, K., 2017. Influence of micropropagation with
addition of kinetin on development of a willow (Salix viminalis). World Scientific News
[en linea], vol 70, pp. 201-215. Disponible en:
https://www.researchgate.net/publication/322931611_Influence_of_micropropagati
on_with_addition_of_kinetin_on_development_of_a_willow_ Salix_viminalis_

IMRAN, K., AHMAD, N., ANIS, M., ALATAR, A.A. & FAISAL, M. 2018. In vitro
conservation strategies for the Indian willow (Salix tetrasperma Roxb.), a vulnerable
tree species via propagation through synthetic seeds. Biocatalysis and Agricultural
Biotechnology. Vol 16, October, Pages 17-21. Disponible en:
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1878818118300045

LOPEZ, M., SOLORZANO, F., POMAGUALLI, D., LOPEZ, T. y VERGARA, G., 2016.
Propagacién in vitro del sauce lloréon (Salix Babilonica Lin.) a partir de segmentos
nodales. Revista de Investigacion Talentos [en linea], vol 3, no. 2, pp. 22-29.
[Consulta: 9 junio 2020]. ISSN 2631-2476. Disponible en:
http://190.15.128.230/index.php/talentos/article/view/59.

MURASHIGE, T. y SKOOG, F., 2006. A Revised Medium for Rapid Growth and Bio
Assays with Tobacco Tissue Cultures. Physiologia Plantarum [en linea], vol 15, pp.
473-497. DOI 10.1111/j.1399-3054.1962.tb08052.x. Disponible en:
https://www.researchgate.net/publication/227590930_A_Revised_Medium_for_Rap
id_Growth_and_Bio_Assays_with_Tobacco_Tissue_Cultures

NAUJOKS, G. 2007. Micropropagation of Salix caprea En: Protocols for
Micropropagation of Woody Trees and Fruits, S.M. Jain and H. Hdaggman (eds.),
213220. Springer. Disponible en:
https://www.springer.com/gp/book/9781402063510

PALOMO RIOS, E., MACALPINE, W., SHIELD, I., AMEY, J., KARAODBLU, C., WEST, 1J.,
HANLEY, S., KRYGIER, R., KARP, A. y JONES, H., 2015. Efficient method for rapid
multiplication of clean and healthy willow clones via in vitro propagation with broad
genotype applicability. Canadian Journal of Forest Research [en linea], vol 45, pp. 1-
6. DOI 10.1139/cjfr-2015-0055. Disponible en:
https://www.researchgate.net/publication/282160376_Efficient_method_for_rapid_

http://cfores.upr.edu.cu/index.php/cfores/article/view/610




/N

CFORES

ISSI_\I: 1996-2452 RI\!PS:.2148 ) o REVISTA CUBANA DE
Revista Cubana de Ciencias Forestales. 2020; septiembre-diciembre 8(3): 410-424 CIENCIAS FORESTALES

multiplication_of_clean_and_healthy_willow_clones_via_in_vitro_propagation_with
_broad_genotype_applicability.

REGUEIRA, M., RIAL, E., BLANCO, B., BOGO, B., ALDREY, A., CORREA, B., VARAS,
E., SANCHEZ, C. y VIDAL, N., 2018. Micropropagation of axillary shoots of Salix
viminalis using a temporary immersion system. Trees [en linea], vol 32, no. 1, pp.
61-71. [Consulta: 9 junio 2020]. ISSN 1432-2285. DOI 10.1007/s00468-017-1611-
x. Disponible en: https://link.springer.com/article/10.1007/s00468-017-1611-x.

RIVERO, N., HERNANDEZ ALVARADO, J., CARRANZA, B., DELGADILLO, OJEDA
RAMIREZ, D., SOSA GUTIERREZ, C., UBALDO, VEGA SANCHEZ, V. y ZARAGOZA, A.,
2019. Salix babylonica as a Natural Anticoccidial Alternative in Growing Rabbits.
Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine [en linea], vol 2019, pp.
1-8. DOI 10.1155/2019/2107231. Disponible en:
https://www.researchgate.net/publication/335480904_
Salix_babylonica_L_as_a_Natural_Anticoccidial_Alternative_in_Growing_Rabbits.

SANTOS, B.R., PAIVA, R., MARTINOTTO, C. NOGUEIRA, R.C., DUARTE, P. 2005.
Indugdo de calos fridveis em explantes foliares de Salix (Salyx humboldtiana Willd).
Cienc. Rural vol 35 no.3 Santa Maria May/June. Disponible en:
https://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-
84782005000300004&lang=pt

SKALOVA, D., NAVRATILOVA, B., RICHTEROVA, KNIT. M., SOCHOR, M., & RADIM
VASUT, R. 2012. Biotechnological methods of in vitro propagation in willows (Salix
spp.). Central European Journal of Biology. Vol 7. No.5. 931-940. Disponible en:
https://www.researchgate.net/publication/240919703_Biotechnological_methods_o
f_in_vitro_propagation_in_willows_Salix_spp

WAHAB, G., SALLAM, A., ELGAML, A., LAHLOUB, M.F. y AFIF, M., 2018. Antioxidant
and antimicrobial activities of Salix babylonica extracts. World Journal of
Pharmaceutical Sciences [en linea]l, vo 6, pp. 1-6. Disponible en:
https://www.researchgate.net/publication/325229842_Antioxidant_and_antimicrobi
al_activities_of_ Salix_babylonica_extracts.

Conflicto de intereses:
Los autores declaran no tener conflictos de intereses.

Contribucion de los autores:
Los autores han participado en la redaccién del trabajo y anadlisis de los documentos.

Esta obra estd bajo una licencia de Creative Commons Reconocimiento-NoComercial 4.0
Internacional.
Copyright (c) 2020 Juan José Silva Pupo, Rosana Pérez Alarcon, Yanexi Fonseca Carrasco,
Sergio Rodriguez Rodriguez

http://cfores.upr.edu.cu/index.php/cfores/article/view/610




