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Resumen

En este trabajo se estableci un protocolo para la
micropropagacion de mora de castilla, utilizando
MS como medio de cultivo y como explantes
primarios meristemos escindidos de yemas
axilares tomadas de plantas adultas. Después del
estado | de establecimiento (30 dias en MS con
BA, GA, y AIA en concentracion de 2.0,05y
1.0 mg/L, respectivamente) se cuantificé 74% de
meristemos activos. Durante el estado Il de
proliferacién, 52 microtallos desarrollados a partir
del cultivo de meristemos se propagaron por
segmentos caulinares, obteniéndose una media
de 3 microtallos desarrollados por explante
cultivado en MS suplementado con 2.0 mg/L de
BA més 1.0 mg/L de GA, mas 0.1 mg/L de AIA.
Durante el estado Il de enraizamiento, se
cuantificé 100% de microtallos enraizados en MS
con macroelementos a la mitad de |a
concentracion original suplementado con 2.3 mg/
L de AIA y 160 mg/L de phloroglucinol.
Finalmente en el estado IV de aclimatizacién el
85% de las plantulas fueron viables y reactivaron
su crecimiento en invernadero.

Abstract

In this work a protocol for blackberry
micropropagation was established, using MS as
culture medium and as primary explants
meristems of axilar buds taken of adult plants.
After establishment phase, 30 days in MS with
BA 2.0 mg/L, GA, 0.5 mg/L plus AIA 1.0 mg/L,
74% of active meristems was quantified. During
the proliferation phase, 52 developed
microshoots coming from meristems were propa-
gated through stem segments, obtaining a
proliferation rate of 3 developed microshoots for
explant cultured in MS supplemented with 2.0
mg/L of BA plus 1.0 mg/L of GA, plus 0.1 mg/L
of AIA. During the rooting phase, 100% of rooted
shoots was quantified in MS with macroelements
reduced to half of original strength supplemented
with 2.3 mg/L of AIA plus 160 mg/L of phloro-
glucinol. Finally, after acclimatization phase 85%
of the plantlets was viable and they reactivated
its growth in greenhouse.
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Introduccion

El concepto original de cultivo in vitro de tejidos
vegetales se ha extendido para abarcar tanto el
cultivo aséptico de tejidos, como el de células y
6rganos dentro de un grupo de técnicas que se
fundamentan en varios principios, entre ellos
el de la totipotencialidad celular y la hipotesis
del balance hormonal. Con base en estos
principios se originaron nuevas técnicas de
cultivo de tejidos como micropropagacidn,
organogénesis, embriogénesis, cultivo de
protoplastos y anteras, entre otros (Villalobos
y Thorpe, 1991).

La micropropagacion es una metodologia que
permite la multiplicacién in vitro de materiales
vegetales eludiendo los ciclos naturales de
producciéon de semilla sexual. En sentido
estricto, es la propagacion clonal de un
genotipo seleccionado usando técnicas de
cultivo in vitro; sin embargo, el término
micropropagacion se emplea mas a menudo
asociado con la produccién masiva de plantas,
a unos precios competitivos (Deberg y Read,
1991). Inicialmente, Murashige (1974)
describié tres estados basicos para la
micropropagacion; actualmente se acepta que
existen cinco estados (0 a IV) criticos para una
micropropagacion exitosa.

Estado 0. Seleccion y preparacion de la planta
madre: durante este estado las plantas madre
son mantenidas en condiciones de limpieza en
ambientes controlados para activar el
crecimiento pero reduciendo la presencia o
riesgo de enfermedades. Existen numerosos
procedimientos para mantener las plantas

madre libres de patogenos y para incrementar
la reactividad del explante.

Estado I. Establecimiento de cultivos asépticos:
en esta etapa se seleccionan los explantes mas
aconsejables, los cuales deben ser desinfectados
superficialmente, dado que en el medio de
cultivo pueden crecer microorganismos,
principalmente bacterias y hongos, que
compiten ventajosamente con el explante. Para
los procesos de desinfeccion se han utilizado
diferentes compuestos; los mas comunes son
las soluciones de hipoclorito de sodio y de calcio,
perdxido de hidrégeno, nitrato de plata, alco-
hol y cloro comercial. El método de
desinfeccion y la concentracion del producto
que se utilice se determinan segun las
caracteristicas del explante y por ensayo y er-
ror (Villalobos y Thorpe, 1991).

Estado II. Proliferacién: se caractériza por una
repetida formacion de yemas axilares en los
explantes cultivados en medios suplementados
con concentraciones relativamente altas de
citoquininas, las cuales, ademas de inhibir la
dominancia apical, promueven la division y
diferenciacion celular.

Estado III. Enraizamiento. Se caracteriza por la
preparacién de las yemas desarrolladas
(microtallos o brotes) producidas en el estado
II para una exitosa transferencia al suelo. Este
estado comprende elongacién de los brotes o
microtallos con miras al enraizamiento.
Generalmente, el enraizamiento se realiza
mediante transferencia a un medio de cultivo
con menor concentracién de sales. Ademas el
enraizamiento requiere un cambio en el b?}l,-

ance hormonal, esto es, disminuir en el medio
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de cultivo las citoquininas y aumentar las
auxinas (Villalobos y Thorpe, 1991).

Estado IV. Aclimatizacién: Implica el
endurecimiento de plantulas en invernadero en
condiciones de baja humedad relativa y una alta
intensidad de luz. Las pldntulas regeneradas se
pueden transplantar directamente o realizando
una paulatina adaptacién a condiciones de
invernadero.

- El método mds comtinmente utilizado para
propagacion comercial es la multiplicacién de
yemas axilares a partir de cultivo de
meristemos; este método proporciona
estabilidad genética a los explantes y es aplicable
a numerosas especies. Los meristemos son
tejidos vegetales formados por células
indiferenciadas que estan en continuo estado
de divisién. Mediante el cultivo de meristemos
se pueden regenerar plantas libres de
patégenos y enfermedades virales (Izco y
Barreno, 1997).

Cuando se realiza multiplicacién a partir de
explantes que contengan meristemos apicales
0 axilares se puede obtener, mantener y
multiplicar los materiales seleccionados,
pudiéndose en algunos casos, regenerar una sola
planta, y en otros casos estimular la formacién
de multiples brotes (Krikorian, 1991).

De otro lado, la mora de castilla (Rubus glaucus
Benth) es un frutal de clima frio, de gran
importancia econémica e industrial en el
mercado nacional e internacional,
principalmente por el sabor, aparienciay calidad
de sus frutos, los cuales son utilizados en la in-
dustria de jugos, mermeladas, reposteria,
yogures y para consumo como fruta fresca
(Hernandez, et al., 1999; Martinez, et al,, 2005).
Por esta razon, se ha incrementado el interés
por desarrollar nuevas tecnologias que
permitan elevar la productividad de los cultivos,
algunas relacionadas con la aplicacién y
desarrollo de técnicas in vitro tales como
embriogénesis somatica (Martinez, et al., 2005)
y micropropagacién (Hernandez, et al,, 1999;
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Ferndndez y Miller 1994; Converse, 1981 y
Ramirez, 1989), técnicas y procedimientos que
tienen como fin ofrecer alternativas para la
propagacion de plantas de mora, aumentando
la productividad y/o rendimiento de los
materiales vegetales regenerados y la calidad de
los frutos desarrollados, entre otras,

Cuando la propagacién de la mora se realiza
por semilla sexual los porcentajes de
regeneracion son muy bajos y demorados y
ademas, se presenta alta variabilidad fenotipica.
Tradicionalmente la mora se propaga
vegetativamente por acodo ¥ por estaca; estos
sistehas de propagacién presentan algunos
problemas reproductivos y no garantizan la
sanidad de las nuevas plantas (Martinez et al,
2005 y Hernandez et al,, 1999). Una de las
alternativas para establecer cultivos con
caracteristicas genéticamente estables es la
micropropagacion de individuos seleccionados,
a través de cultivo in vitro de tejidos vegetales
(Bernal, 1986). En este trabajo se establece un
protocolo de micropropagacién, utilizando
como explantes primarios yemas axilares
tomadas de plantas adultas seleccionadas, con
miras a la produccién de materiales vegetativos
para el establecimiento de huertos comerciales.

Materiales y métodos

Este trabajo se realiz6 en el Laboratorio de
Cultivo de Tejidos Vegetales —-BIOPL.ASMA- de
la Escuela de Ciencias Biolégicas de la
Universidad Pedagégica y Tecnolégica de Co-
lombia.

Estado 0. Seleccién y preparacion de la
planta madre

Las plantas adultas seleccionadas se encuentran
ubicadas en el municipio de Arcabuco (Boyaca);
se caracterizan por una alta productividad con
frutos de buen tamafio. De estas plantas se
tomaron estacas de 6 cm de longitud con yemas
axilares en reposo, se humedecieron y se
colocaron en bolsas plasticas parasu transporte
al laboratorio.




Estado 1. Establecimiento de cultivos
asépticos

En el laboratorio, de las estacas se obtuvieron
microestacas de 2 cm, con una yema axilar. Las
microestacas se sometieron al siguiente proceso
de asepsia superficial: un enjuague con jabon
detergente y agua corriente; en camara de flujo
laminar, inmersién en etanol al 50% durante 3
minutos; inmersién en hipoclorito comercial
(NaOCl) al 10% (v/v) mas Tween 20 durante 5
minutos. Finalmente 4 enjuagues con agua
destilada estéril durante 2 minutos cada uno.
De las yemas axilares se eliminaron todos los
tejidos foliares y los meristemos acompariados

de dos primordios se escindieron y se
cultivaron (84 meristemos) en medio MS
(Murashige y Skoog, 1962, tabla 1)
suplementado con: BA (2.0 mg/L) + AIA (1.0
mg/L) + GA, (0.5 mg/L) 6 con BA (1.0 mg/L) +
AIA (0.5 mg/L) + GA, (0.2 mg/L).

Después de 30 dias de cultivo se evaluo la
efectividad del protocolo de asepsia superficial
para el establecimiento in vitro de meristemos,
la viabilidad de los tejidos meristematicos y el
efecto de los reguladores de crecimiento
adicionados a los medios de cultivo sobre la
reactivacion de la actividad meristematica.

Tabla 1. Medios para establecimiento de meristemos, multiplicacion
y enraizamiento de microtallos de mora de castilla

Componentes Establecimiento® Multiplicacion* Enraizamiento®
NH,NO, 1650 1650 825
KNO, 1900 1900 950
KH,PO, 170 170 85
CaClL.2H,O 440 440 220
MgSO,.7H,O 370 370 185
Kl 0.83 0.83 0.83
H.BO, 6.2 6.2 6.2
MnSO, 4H,O 223 22.3 22.3°
ZnS0O,.7H,0 8.6 8.6 8.6
Na,MoO,2H,0 0.25 0.25 0.25
CuSO,.5H,0 0.025 0.025 0.025
FeSO,.7H,0 27.8 27.8 27.8
Na, EDTA 37.3 37.3 37.3
CoClL6H,O 0.025 0.025 0.025
Tiamina-HC] 0.1 0.1 0.1
Piridoxina-HCl 05 0.5 05
Acido Nicotinico 0.5 0.5 0.5
Mio-Inositol 100 100 100
Sacarosa 30.000 30.000 30.000
Agar 7000 7000 7000
Ph 58 5.8 58
Acido ascorbico , 100 - -

Medio base MS: Murashige y Skoog, (1962); * Concentracién en mg/L




Condiciones generales de cultivo. El pH de
todos los medios de cultivo utilizados se ajusto
a 5.6 con KOH y/o HCI (0.5 - 1.0 N) y se este-
rilizaron en autoclave a 15 psi, 121 °C durante
20 minutos. Los cultivos se mantuvieron en
cuarto de incubacién a 24 + 1°C, con ilumina-
cion continua suministrada por lamparas
fluorescentes SILVANA, luz dia de 75 W con
intensidad luminica de 70-80 imol.m2/s.

Estado II. Proliferacién de yemas axilares.

Después del periodo de establecimiento 52
meristemos viables que reactivaron su activi-
dad meristemadtica, fueron transferidos duran-
te 30 dias a MS suplementado con diferentes
reguladores de crecimiento como se indica en
la tabla 2. Posteriormente de los microtallos
desarrollados se obtuvieron segmentos
caulinares de 2.0 a 3.0 cms (4 yemas axilares
en promedio) y se subcultivaron 63 explantes
en MS con los reguladores indicados en los tra-
tamientos 2, 3y 5 de la tabla 2.

En esta etapa se evalué el efecto de los regula-
dores de crecimiento sobre el niimero y longi-
tud de los microtallos obtenidos de los
meristemos en el primer subcultivo y de los
segmentos caulinares en el segundo subcultivo.

Tabla 2. Reguladores de crecimiento
utilizados para inducir desarrollo
de microtallos

Trata- Reguladores de crécimiento j
miento (mg/L)
(Tto) BA GA, AIA
1 2.0 1.0 -
2 2.0 1.0 0.1
3 1.0 0.5 -
4 1.0 0.5 0.1
L 5 0.5 0.5 -
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Estado III. Enraizamiento

En la etapa de enraizamiento, microtallos de
2.5 a 3.0 cm de longitud fueron cultivados en
MS con macroelementos reducidos a la mitad
de la concentracién original (tabla 1), suplemen-
tado con phloroglucinol y auxinas como se in-
dica en la tabla 3. Al final de esta etapa se cuan-
tifico el porcentaje de microtallos enraizados,
el efecto del AIA, AIB y phloroglucinol en el
desarrollo radicular, la apariencia del sistema
radicular y el desarrollo de raices primarias y
secundarias.

Tabla 3. Reguladores de crecimiento
utilizados para enraizamiento
de microtallos de mora de castilla

Trata- Reguladores de crecimiento T
miento (mg/L)
AIB PhL AJA

T1 2 - -

T2 - 160 -

T3 2 160 ‘

T4 - - 2.3

T5 - 160 2.3

Estado IV. Aclimatizacién

Para el endurecimiento, las plantulas obtenidas
in vitro se removieron de los recipientes de
cultivo, las raices se enjuagaron con agua
corriente y se transfirieron en un sustrato
compuesto por tierra, arena y cascarilla en
proporcioén 1:1:1. Las pldntulas se mantuvieron
en invernadero con riego por nebulizacién cada
6 horas durante 2 semanas; posteriormente el
riego se disminuyé progresivamente. En esta
etapa se cuantificé el ntimero de pléntulas
aclimatizadas que reactivaron su crecimiento.

Los datos obtenidos en los ensayos para
determinar el efecto de los reguladores de
crecimiento y su concentracion, sobre la




viabilidad, actividad meristematica,
crecimiento y desarrollo de microtallos y raices,
asi como los obtenidos durante la aclimatizacion
de plantulas, fueron tabulados y presentados
en forma de porcentajes y promedios con sus
desviaciones estandar.

Resultados y discusion

Estado 1. Establecimiento de cultivos
aseépticos

El proceso de asepsia superficial de microestacas
utilizado fue efectivo para el establecimiento in
vitro de meristemos viables, cuantificandose
(tabla 4) porcentajes relativamente bajos de
contaminacién, 21 y 24%, tratamientos 1y 2
respectivamente. En otros trabajos de
micropropagacion de mora Herndndez et al.,
(1999) durante la etapa de establecimiento de
yemas, utilizaron 100 mg/L. de acido ascorbico
en el medio de cultivo observandose un buen
control de procesos oxidativos; sin embargo,
en este trabajo, la adicion de la misma canti-
dad de 4cido ascorbico al medio de estableci-
miento, no fue efectivo para controlar la necrosis
de tejidos, cuantificandose 26% de explantes
necroticos cuando los meristemos se cultiva-
ron en MS suplementado con 2.0 mg/L de BA
mads 1.0 mg/L de AIAmas 0.5 mg/L de GA, (T1),
mientras que cuando se cultivaron en MS con
1.0 mg/L de BA mas 0.5 mg/L de AIA mas 0.2
mg/L de GA, se cuantificé un 5% (T2, tabla 4).
Estas respuestas pueden ser atribuidas a la con-

centracion de los reguladores de crecimiento
utilizados; evidenciandose que altas concentra-
ciones de BA, AIA y GA, producen oxidacién
de tejidos y necrosis de explantes. Se debe te-
ner en cuenta, segiin Ramirez (1989), Gaviria y
Castro (1993), Fernandez y Miller (1994) y
Hernandez et al., (1999), que los procesos de
necrosis de tejidos también pueden ser provo-
cados por lesiones causadas alos tejidos durante
su manipulacién, por no utilizar como fuente
de explantes plantas jovenes y/o por no mani-
pular los explantes en presencia de soluciones
reductoras (acido citrico, acido ascorbico).

El medio mas efectivo para reactivar la activi-
dad meristematica durante el establecimiento
in vitro fue el suplementado con 1 mg/L de BA,
mas 0.2 mg/L de AIA, mas 0.2 mg/L de GA,
(T2), cuantificandose el mayor porcentaje, 74%,
de meristemos activos y menor porcentaje,
60%, de explantes con callo basal; mientras que
en el medio suplementado con 2 mg/L. de BA,
mas 1 mg/L de AIA, mas 0.5 mg/L de GA, (T1),
el porcentaje de meristemos activos fue menor,
50%, y el porcentaje de explantes con callo
mayor, 100% (tabla 4). Estos datos no concuer-
dan con los reportados por Hernandez et al.,
(1999), Pyott y Converse (1981), Skirvin et al.,
(1981) y Ramirez (1989), quienes indican que
una concentraciéon de 2.0 mg/L de BA en com-
binacién con 0.5 mg/L de GA, y 1.0 mg/L. de
AIA producen un buen desarrollo de las yemas
de mora y un promedio mayor de hojas desa-
rrolladas después de 30 dias de cultivo.

Tabla 4. Efecto de los reguladores de crecimiento sobre la reactivacion
de la actividad meristematica durante la etapa de establecimiento

RC MA Explantes con Contaminacion Necrosis
(mg/L) (%) callo basal (%) (%)
(%)
BA+AIA+GA,
20+1.0+05 50 100 21 26
BA+ AIA+GA,
1.0+05+02 .74 60 24 5

RC: Reguladores de crecimiento; MA: Meristemos activos.

Prospectiva Cienﬁﬁﬂg ,




Estado I Proliferacién de yemas axilares

Durante esta etapa, las mayores longitudes
medias 2.5 y 1.9 cm y ntimero de microtallos
19y 14, se cuantificaron al subcultivar (primer
subcultivo) los explantes en MS suplementa-
do con BA, GA, y AIA en concentraciones de
2.0 1.0 y 0.1 mg/L respectivamente (T2) y en
MS suplementado con BA, GA, en concentra-
ciones de 1.0 y 0.5 mg/L respectivamente (T3)
(tabla 5). Estos resultados muestran que, te-
niendo en cuenta las concentraciones de regu-
ladores utilizadas durante la etapa de estableci-
miento, para estimular el desarrollo de
microtallos es necesario aumentar la concen-
tracion de citoquinina y giberelina y disminuir
la de auxina, 0, como recomienda Herndndez
et al,, (1999), no utilizar nuevamente la auxina

Durante el segundo subcultivo de segmentos
caulinares se observé que el MS suplementa-
do con BA y GA, en concentraciones de 1.0 y
0.5 mg/L (T3) fue el més efectivo, cuantifican-
dose la media mas alta, 3, de microtallos desa-
rrollados y el menor porcentaje 76%, de
explantes con callo. Ademas el 48% de los
explantes cultivados en este medio presenta-
ron tallos gruesos y vigorosos (tabla 5).

Estado IIl. Enraizamiento

En la figura 1, se muestra el efecto del
phloroglucinol y las auxinas AIA y AIB sobre el
desarrollo radical en microtallos de mora. Aun-
que se ha confirmando la accién del
phloroglucinol  como  promotor de
enraizamiento en genotipos de Strawberry y

Tabla 5. Efecto del BA, AIA y GA,
sobre la proliferacién y desarrollo de microtallos.

Primer Subcultivo Segundo subcultivo
Microtallos Microtallos Tallo
Tto RC Longitud (cm) Longitud (cm) Raiz Callo | Grueso
(mg/L) X £DS. X X+Ds. '

1 BA+GA3

20+1.0 1.9+0.83 - - - - -
2 BA+GA3+AIA

20+1.0+0.1 25+0.9 2.1 1.4+0.53 10 100 5
3 BA +GA3

1.0+05 1.9+0.52 3.0 1.8+0.35 0 76 48
4 BA+GA3+AIA

1.0+05+0.1 15+034 - - - - -
5 BA+GA3

0.5+0.5 - 21 12+043 0 86 43

Tto: tratamiento; RC: Reguladores de crecimiento; + DS: Desviacién estandar.

durante la etapa de multiplicacién si ésta ha
sido utilizada en la etapa de establecimiento.
Sin embargo, estos datos no concuerdan con
los obtenidos por Hernandez et al., (1999) quie-
nes utilizando MS suplementado con 2.0 mg/
L de BAP y 1.0 mg/L de GA, obtuvieron el
mayor promedio de microtallos en cultivos de
mora al cabo de 30 dias.
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Rubus al combinarlo con AIB (James, 1979;
Sobczykiewicz, 1978, citados por George,
1993), en este trabajo, después de 30 dias de
cultivo, el porcentaje de enraizamiento mas alto,
100%, se cuantificd en microtallos cultivados
en MS con macroelementos a la mitad de la
concentracion original suplementado con 2.3
mg/L de AIA y 160 mg/L de phloroglucinol




(T5), seguido por 95% en microtallos cultiva-
dos en medio con 2.3 mg/L de AIA (T4) y 86%
en medio con 2 mg/L de AIB (T1). En medio
sin reguladores los microtallos no enraizaron.
Sin embargo, en los tratamientos 4 y 5 las
plantulas presentaron raices escasas y de me-
nor longitud, mientras los microtallos en me-
dio con 2 mg/L de AIB (T1), desarrollaron rai-
ces primarias y secundarias abundantes de
mayor longitud comparadas con las desarro-
lladas en los demas tratamientos. Estos datos
no conctierdan con lo reportado por Hernandez
et al., (1999), quienes cuantificaron un mayor
desarrollo radicular y apariencia de las raices
(raices alargadas, blancas y bien ancladas en la

base del tallo) cuando adicionaron al medio 2
mg/L de AIA.

Estado I'V. Aclimatizacion

Durante el endurecimiento de plantulas se
cuantificé 85% de plantulas viables que
reactivaron su crecimiento; datos similares ob-
tuvieron Martinez, et al., (2005) y Hernandez
et al.,, (1999) utilizando como sustrato tierra,
arena y escoria en proporcion 1:1:1 y tierra,
arena y vermiculita en proporcion 1:1:1. En la
figura 2, se muestra el proceso de
micropropagacion de mora a partir del cultivo
de meristemos.

120
100
-~ 80 - o
~
2,
U
2 60
(1]
2
[s)
B 40
20
T1 T2 T3 T4 T5 T6
(AIB 2 mg/L) (PhL 160 (AB2mg/L + (AIA23 mg/l) (AA2.3 mgll (MS sin
mg/L) PhL 160 +PhlL 160 reguladores)
mg/L) mg/L)

! I Microtallos enraizados

Figura 1. Efecto del phloroglucinol, AIA y AIB sobre la induccién y desarrollo radical de microtallos de mora

de castilla.
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Figura 2. Micropropagacién de Mora. A. Microtallo en desarrollo. B. Microtallos en proliferacién. C,
Microtallos enraizados. D. Plantula aclimatizada.
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