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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo central contribuir al desarrollo de
tecnologia para la propagacion in vitro de mora de castilla (Rubus glaucus Benth). Para
ello se adaptd las técnicas de propagacion in vitro desarrolladas por el Laboratorio de
Cultivo de Tejidos de la Universidad Tecnologica de Pereira, Colombia y se introdujo la
variedad Rizaralda, cultivar de alto rendimiento y calidad, utilizada por productores de
mora de castilla en la zona andina colombiana.

Los ensayos se llevaron a cabo en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales
del Programa Recursos Genéticos Nicaraguenses (REGEN), Facultad de Agronomia de
la Universidad Nacional Agraria. EI material experimental provino de vitroplantas de
mora de castilla, facilitadas por la Universidad Tecnolégica de Pereira, Colombia.

El estudio se desarrollé en dos fases. En la primera se ejecutaron evaluaciones
sobre tres componentes del medio de cultivo de multiplicacion acelerada. Para ello se
realizaron tres ensayos experimentales: efecto del regulador de crecimiento 6-
bencilaminopurina (BAP) en combinacion de acido giberélico (GA3), efecto del acido
ascorbico y efecto de la L-cisteina sobre vitroplantas de mora de castilla. En la segunda
fase se indujo el enraizamiento de vitroplantas obtenidas en la fase I.

En las evaluaciones realizadas en esta fase se establecieron de igual forma tres
ensayos: induccion de raices con el regulador de crecimiento acido indolacético (AlA),
efecto del AlA y consistencia del medio de cultivo sobre la formacion de raices y efecto
del AlA, &cido indolbutirico (IBA) y &cido naftalenacético (ANA) en la formacion de
raices.Utilizando para ambas fases las sales minerales de Murashige y Skoog (1962),
suplementadas con tiamina 0.4 mg/l, mio-inositol 100 mg/l, sacarosa 30 g/l, Gelrite 3 g/l
y ajustando el pH a 6. Los explantes se incubaron bajo condiciones de 18 °C, 16 horas
luz y 4000 lux.

Segun los resultados se establecio que el mejor tratamiento para la multiplicacion
acelerada de vitroplanta de mora de castilla fue 6-bencilaminopurina con 2.5 mg/l +
0.03 mg/l GA3, obteniéndose una mayor produccién de hijos, con un promedio de 3.13.
En cuanto a la L-cisteina y &cido ascorbico no se establecieron influencia significativa
entre tratamientos. En la segunda fase se establecio que el mejor tratamiento con 100 %
de plantas enraizadas y 6.98 raices por planta fue 1 mg/l de IBA, contrario al AIA que
produjo menos del 50 % de plantas enraizadas. Por otra parte la consistencia del medio
de cultivo no tuvo ninguna influencia en la produccion de raices.

vii



1.-INTRODUCCION

La mora de castilla (Rubus glaucus Benth) pertenece a la familia Rosaceae. Es
originaria del trépico americano. Se cultiva principalmente en Ecuador, Colombia,
Panama, El Salvador, México y Estados Unidos (Devlin, 1982). Este cultivo puede ser
comercializado para diferentes usos en la industria de alimentos, tales como la
preparacion de helados, edulcorantes, compota casera, jugos, yogurt y mermeladas.
También puede ser comercializada como fruta fresca (Franco y Giraldo, 1999).

El cultivo de mora de castilla es una alternativa con un alto potencial econémico
para los productores de las zonas cafetaleras altas de Nicaragua. Hace veinte afos,
agricultores de hortalizas y café en el norte del pais (Las Sabanas, municipio de Madriz,
Ocotal, Jinotega y Matagalpa), incursionaron en la produccion de mora de castilla. Les
fue bien en los primeros afios, pero posteriormente empezaron a tener problemas y
practicamente perdieron el mercado. Aparentemente este fracaso, se debié a la poca
disponibilidad de materiales genéticos, a la falta de estudios en cuanto a la definicién de
las zonas agro ecologicas aptas para esta especie, asi como de tecnologia en
determinados eslabones de la cadena agroalimentaria y de incentivos econdémicos
(Sénchez , 2004).

Productores de mora de castilla de Las Sabanas, técnicos de Auxilio Mundial e
INPRHU del departamento de Madriz reportan que el cultivo de mora de castilla se
reinicid6 nuevamente en el norte del pais, aproximadamente hace dos afios. Las
principales &reas cultivadas se encuentran ubicadas en el departamento de Madriz,
Municipio de Las Sabanas. En la actualidad solo se ha estado cultivando la variedad
Brazo, que fue introducida de Guatemala. La variedad Brazo es un material genético
que fue seleccionado en Estados Unidos. Es una variedad de tamafio intermedio,
agridulce que se adapta con buenos resultados en alturas de 1400 a 1600 metros sobre el
nivel del mar, pero que es muy afectada por plagas y enfermedades del follaje, flores y

raiz.



Ante esta situacion los agricultores y técnicos de las zonas productoras de mora de
castilla plantearon la necesidad de introducir nuevos materiales genéticos, evaluarlos en
campo y a la vez adoptar tecnologias agrondémicas amigables con el medio ambiente,
para reducir los costos de produccion e incrementar la calidad y los rendimientos del
cultivo. También sefialaron la necesidad de estudiar aspectos del manejo de la cosecha y

post-cosecha de la fruta (Sanchez, 2004).

Por tal razon se presento la fuerte demanda de germoplasma del cultivo de mora de
castilla, implementando la técnica de cultivo de tejido vegetales como método para la
introduccidn y propagacion acelerada de variedades de alta calidad y altos rendimientos.
En este sentido la Universidad Nacional Agraria, con el auspicio financiero del
FAITAN y con la colaboracion de la Universidad Tecnoldgica de Pereira iniciaron la
introduccidn de material genéticos de mora de castilla oriundos de Colombia, con el fin

de ampliar la disponibilidad de materiales a los agricultores.

El crecimiento y desarrollo in vitro de una planta est4 determinada por una serie de
factores como: constitucion genética de la planta, nutrientes (macro y micro elementos y
azUcares), factores fisicos (luz, temperatura y humedad relativa) que influyen sobre el
crecimiento y sustancias organica (reguladores, vitaminas, etc.) (Pierik, 1990). Una vez
definido el objetivo perseguido con el cultivo in vitro de un determinado explante es
necesario elegir un medio apropiado de cultivo en el cual hay que considerar no solo sus
componentes sino su preparacion. Adicionalmente la eleccion de un explante apropiado
constituye el primer paso para el establecimiento de los cultivos, en primera instancia,
dicha eleccion esta determinada por el objetivo perseguido y la especie vegetal utilizada
(Roca y Mroginski, 1991).

El segundo paso lo constituyen los minerales, muy importante dentro de las
sustancias nutritivas en el cultivo in vitro. La mezcla de macrosales y microsales que se
debe elegir, depende mucho de la planta con la que se trabaja. EI medio Murashige y
Skoog (1962), se utiliza mucho por que la mayor parte de las plantas reaccionan en él de

forma positiva (Pierik, 1990).



En la actualidad la propagacion in vitro se practica con exito en especies horticolas,
ornamentales y mas recientemente en especies lefiosas. En algunas especies, ésta
metodologia ha demostrado importantes ventajas en comparacion con los sistemas
convencionales de propagacion (Villalobos y Thorpe, 1991); las més importantes son
incremento acelerado del nimero de plantas derivadas por genotipo, reduccion del
tiempo de multiplicacion, posibilidad de multiplicar grandes cantidades de plantas en
una superficie reducida a bajo costos y en términos econdmicamente costeables, mayor
control sobre la sanidad del material que se propaga, facilidad para trasportar el material
in vitro de un pais a otro con menos restricciones aduaneras, posibilidad de multiplicar

rapidamente una variedad de la cual existan pocos individuos.

De manera que el cultivo de tejido permiti6é introducir el material de mora de
castilla, disminuyendo la posibilidad de introducir insectos, bacterias, hongos o
nematodos, que pueden ser plaga o enfermedad de la mora de castilla o de otros cultivos
de importancia econdmica. También hace posible que a partir de unas cuantas plantas se

masifique rdpidamente material de interés para los agricultores.

Considerando la importancia de la técnica de micropropagacion del cultivo de mora
de castilla para la agricultura de zonas altas de Nicaragua, fue que se propuso como
objetivo general, el contribuir al desarrollo de tecnologia para la propagacion in vitro de
mora de castillay a la vez alcanzar los objetivos especificos de: evaluacién del efecto de
6-bencilaminopurina (BAP) y acido giberélico (GA3), &cido ascorbico y L-cisteina
sobre el comportamiento in vitro del cultivo de mora de castilla en la micropropagacion
y evaluar el efecto del acido indolacético (AlA), acido indolbutirico (IBA) y acido
naftalenacético (ANA) y consistencia del medio sobre el enraizamiento in vitro de mora

de castilla.



Il.- MATERIALES Y METODOS

2.1- Descripcion del estudio

El presente estudio se llevo a cabo en el laboratorio de Cultivo de Tejidos
Vegetales del Programa de Recursos Genéticos Nicaragiienses (REGEN), Facultad de
Agronomia de la Universidad Nacional Agraria (UNA). Ubicada en el km 12 %
Carretera Norte, departamento de Managua; en el periodo comprendido entre los meses
de Agosto 2004 a Abril del 2005.

El estudio se desarroll6 en dos fases. En la primera fase se ejecutaron evaluaciones
de componentes del medio de cultivo de micropropagacion, mediante el
comportamiento de las vitroplantas de mora de castilla. En la segunda fase se indujo el

enraizamiento de vitroplantas por un periodo de 6 semanas.

2.2- Esterilizacion de materiales y equipo

Para el establecimiento de los ensayos en las dos fases de estudio los materiales
utilizados en la siembra de los explantes y equipos de diseccidon fueron previamente
desinfectados y esterilizados. En cuanto la cristaleria se realizO primeramente una
limpieza de los frascos gerber y los tubos de ensayo, lavandolos con detergente y
enjuagandolos con abundante agua, luego se sumergieron en cloro comercial (1 %)
durante 24 horas. Los platos petri, pinzas y escarpelos se esterilizaron en horno a 180 °C

durante 40 minutos.

La camara de flujo laminar en la que se realiz6 la multiplicacion in vitro del
cultivo de mora de castilla fue limpiada con alcohol (75 %) y se esteriliz6 con luz
ultravioleta durante 45 minutos antes de proceder con la inoculacion de los explantes.
Para garantizar la no contaminacion de los explantes o medios de cultivo durante la
siembra los instrumentos de diseccion se esterilizaban por inmersién en alcohol (90 %)

y exposicion de los mismos a la flama de un mechero de gas por 30 segundos.



2.3- Obtencidn y preparacién del material vegetativo

El material vegetativo utilizado fue tomado de plantas ya establecidas in vitro, de la
variedad Rizaralda, provenientes de la Unidad de Biotecnologia, Laboratorio de Cultivo
de Tejidos Vegetales, Universidad Tecnoldgica de Pereira (UTP), Colombia. Las
vitroplantas de mora de castilla en la fase de establecimiento se conservaron en un
fitotron del Laboratorio de Cultivos de Tejidos Vegetales, Facultad de Agronomia,
Universidad Nacional Agraria bajo condiciones de 18 °C, 16 horas de fotoperiodo y
4000 lux.

2.4- Fase |: Micropropagacion de vitroplantas de mora de castilla

En esta primera fase se llevaron a cabo 3 ensayos. Evaluandose el efecto de: 6-
bencilaminopurina (BAP) y acido giberelico; acido ascorbico y L-cisteina sobre el
comportamiento in vitro de vitroplantas de mora de castilla en la fase de

micropropagacion.

2.4.1- Preparacion del medio basal (MS)

Primeramente se lavo y secd la cristaleria, y luego se elaboraron los medios con las
sales minerales de Murashige y Skoog (1962), descrita en la Tabla 1; suplementados
con tiamina 0.4 mg/l, mio-inositol 100 mg/l., sacarosa 30 g/l, Gelrite 3 g/l y se ajusto el
pH a 6. Con ayuda de pipetas se tomaron cada una de las soluciones madres que serian
usadas en la preparacion del medio béasico, se diluyeron en beakers con agua destilada y
desionizada, con ayuda de probeta se agregd el total de agua destilada necesaria para
completar la cantidad de medio a preparar. Se agrego la cantidad de sacarosa necesaria
y se disolvié con un agitador magnético, la solucion se calentd para disolver facilmente
el agar, una vez disuelto se distribuyd inmediatamente 10 ml de solucion en cada tubo

de ensayo.



Tabla 1: Soluciones madres concentradas de las sales nutritivas y vitamina Bi»
utilizada por el laboratorio de Cultivo de Tejido de la Universidad Nacional

Agraria para la elaboracion de los medios de cultivos.

FORMULA QUIMICA NOMBRE g/l
MACROSALES:
NHiNO; Nitrato de amonio 1650
KNO3 Nitrato de potasio 1900
MgSQO,47H,0 Sulfato de magnesio heptahidratado | 370
KH,PO, Fosfato monobasico de potasio 170
CLORURO DE CALCIO:
CaCl,2H,0 Cloruro de calcio dihidratado 440
YODURO DE POTASIO:
KI Yoduro de potasio 0.83
MICROSALES:
H,BO; Acido bérico 6.3
MnS0O,4H,0 Sulfato de manganeso tetrahidratado | 16.9
ZnS0O,7H,0 Sulfato de zinc heptahidratado 8.6
Na,Mo00O,2H,0 Molibdato de sodio dihidratado 0.25
CuS0,5H,0 Sulfato de cobre penta hidratado 0.025
CoCI6H,0 Cloruro de cobalto hexahidratado 0.025
EDTA-FE:
EDTA Acido etilenaminotetraacético 37.3
FeSO,7H,0 Sulfato de hierro heptahidratado 27.8
Tiamina HCI Vitamina By, 0.1

FUENTE: Murashige y Skoog; 1962

Ademas de los ingredientes que componen el medio basal, se adicionaron los

constituyentes que se observan en la Tabla 2.

Tabla 2: Alicuotas utilizadas para elaborar el medio de cultivo MS modificado en la

fase de micropropagacion del cultivo in vitro de mora de castilla.

SOLUCION CANTIDAD STOCK
Macro sales 20 ml 1/50
Micro sales 1ml 1/1000
Yoduro de potasio 1mil 1/1000
EDTA-FE 10 ml 1/100
Cloruro de calcio 5 mi 1/200
Mio-inositol 1ml 50 g/l
Tiamina 1ml 200 mg/I
6-BAP * 100 mg/I
GA; * 1 mg/l
Sacarosa 30g

Gelrite 39

pH 6

*: Las alicuotas se tomaron en base a las concentraciones utilizadas en cada uno de los ensayos.




2.4.2- Establecimiento de los explantes

Para establecer la siembra se realiz6 la desinfeccion de la camara de flujo con
alcohol al 75%, se colocaron en la cdmara de siembra todos los instrumentos a utilizar
(vasos gerber, platos petri, bisturi y pinzas esterilizados previamente), se encendié la luz
ultra violeta por 30 minutos. Se sacaron los tubos de la autoclave, se trasladaron al
cuarto de siembra donde se asperjaron con alcohol junto con las vitroplantas de mora de
castilla. Posteriormente se realiz6 la siembra que consistio en las siguientes actividades:
flamear las pinzas, bisturi y platos petri en el mechero asi como los vasos con las
plantas y los tubos de ensayo, se sacaron las plantas con las pinzas al plato petri y se
eliminaron con el bisturi hojas secas y parte basal necrética. Se cortaron las vitroplantas
en trozos de 1-2 cm de largo para colocarlos en los tubos de ensayo que contenian el
medio nutritivo, se sellaron los tubos con cinta de parafina; se depositaron en gradillas;
se tomaron los registros de identificacion y se trasladaron a un cuarto de crecimiento
bajo condiciones de 18 °C, 16 horas de fotoperiodo y 4000 lux. En este lugar las
vitroplantas permanecieron durante 6 semanas consecutivas en condiciones ambientales

controladas.

2.4.3- Efecto del BAP y el acido giberélico

En este ensayo se estudid el efecto del BAP y acido giberélico en diferentes
concentraciones como se muestra en la Tabla 3, con el objetivo de estimular la
formacion de brotes laterales que pudieran ser utilizados como vitroplantas para la fase
de enraizamiento o para pases sucesivos de proliferacion de las vitroplantas. Para el
establecimiento de los vitroplantas se utilizaron las sales minerales de Murashige y
Skoog (1962) y los suplementos organicos que se presentan en la Tabla 2. Una vez
sembrados las vitroplantas en los medios de cultivo (1 vitroplanta por tubo de ensayo)
se trasladaron a una cadmara climatizada (fitotron) bajo las siguientes condiciones: 18
°C, 16 horas de fotoperiodo y 4000 lux.



Tabla 3. Niveles de citoquinina y acido giberélico evaluados en el cultivo in vitro de
mora de castilla.

Concentraciones hormonales (mg/l)

Tratamiento BAP GA;
I 05 0.00

1 0.5 0.01

i 1.0 0.00

v 1.0 0.01

Vv 2.0 0.00

Vi 2.5 0.03

2.4.4- Efecto del acido ascorbico

Para este ensayo se evaluo el efecto de 3 concentraciones de acido ascérbico que se
muestra en la Tabla 4 con el objetivo de estimular la formacion de brotes laterales que
puedan ser utilizados como vitroplantas para la fase de enraizamiento o para pases
sucesivos de proliferacion de las vitroplantas. Estas se cultivaron en un medio
Murashige y Skoog (1962), suplementado con compuestos orgdnicos y hormonas de
crecimiento descritas en la Tabla 2, depositando una vitroplanta por tubo de ensayo.

Tabla 4. Concentraciones de acido ascorbico evaluados en el cultivo in vitro de mora
de castilla.

Tratamiento Acido ascorbico
mg/I
I 0.00
1 50.0
i 100.0
v 150.0




2.4.5 -Efecto de la L-cisteina

En este ensayo se evalud el efecto de 3 concentraciones de L-cisteina que se
muestra en la Tabla 5 con el objetivo de estimular la formacion de brotes laterales que
puedan ser utilizados como vitroplantas para la fase de enraizamiento o para pases
sucesivos de proliferacion de las vitroplantas de mora de castilla. Estas se cultivaron en
un medio Murashige y Skoog (1962), suplementado con compuestos organicos y
hormonas de crecimiento descrita en la Tabla 2, depositando una vitroplanta por tubo de

ensayo.

Tabla 5. Concentraciones de L-cisteina evaluados en el cultivo in vitro de mora de
castilla.

Tratamiento L-cisteina
mg/I

I 0.00

1 50.0
11 100.0
VI 150.0

2.4.6- Disefio experimental y andlisis estadistico

Se estableci6 un disefio completo al azar (DCA); con 10 repeticiones, colocando 1
vitroplanta en 10 ml de medio nutritivo semisélido en los tubos de ensayo. Aplicados
los tratamientos y recopilados los datos, se realiz6 un anélisis de varianza (ANDEVA),
posteriormente  se hizo una separacion de medias de Tukey con un nivel de
significancia de 5 % para determinar cuales de los tratamientos se reflejaban

diferencias estadisticas significativas.

2.4.7- Variables evaluadas
La toma de datos se efectu6 a las 6 semanas después de haber inoculado los

explantes. Evaluando las siguientes variables:

a- Longitud del tallo: con una regla milimetrada se midi6 desde la base de la

vitroplanta hasta el apice del tallo.



b- Numero de hijos: se contabilizo los brotes de la parte basal de la vitroplanta.
c- Numero de hojas: se realizd de forma visual contabilizando las hojas bien
formadas.

d- NuUumero de nudos: se realizé de forma visual.

2.5- Fase I1: Enraizamiento de vitroplantas de mora de castilla

En esta fase se realizaron 3 ensayos experimentales. Donde se evalu6 el efecto del
acido indolacético, acido indolbutirico (IBA) y éacido naftalenacético (ANA) y la
consistencia del medio basal, en un periodo de 6 semanas de inoculacién, en el cual el
material vegetativo utilizado en esta fase fue tomado de plantas multiplicadas en la fase
l.

2.5.1- Preparacion del medio de cultivo

Primeramente se lavd y secd la cristaleria y luego se elaboraron los medios con las
sales minerales de Murashige y Skoog (1962), descrito en la Tabla 1, suplementando
con tiamina 0.4 mg/l, mio-inositol 100 mg/I, cisteina 50 mg/l, &cido ascorbico 100 mg/I
y sacarosa 40 g/l. Ademas de los ingredientes que componen el medio basal, se

adicionaron los constituyentes que se observan en la Tabla 6.

Tabla 6. Componentes nutritivos del medio de cultivo de enraizamiento para el cultivo
in vitro de mora de castilla, elaborado a partir de las soluciones concentrada que se
presentaron en la Tabla 1.

SOLUCION VOLUMEN/PESO [STOCK
Macro sales 20 ml 1/50
Micro sales 1ml 1/1000
Yoduro de potasio 1ml 1/1000
EDTA-FE 10 ml 1/100
Cloruro de calcio 5 ml 1/200
M-inosito 1ml 50 g/l
Tiamina 1ml 200 mg/I
AlA * 100 mg/I
Acido ascdrbico 0.1g

L-CISTEINA 0.1g

Sacarosa 40¢g

pH 6

*. Las alicuotas se tomaron en base a las concentraciones utilizadas en cada uno de los ensayos.
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2.5.2- Efecto del acido indolacético

Para el establecimiento de este ensayo se utilizaron las sales de Murashige y Skoog
(1962) y los suplementos organicos que se presentan en la Tabla 6, evaluandose 4
concentraciones de AlA para la formacion de raices, como se muestra en la Tabla 7,

depositando 6 vitroplantas en cada vaso de gerber.

Tabla 7. Concentraciones de AIA (acido indolacético) evaluados en el cultivo in vitro
de mora de castilla.

Tratamiento AlA (mg/l)
I 0.5
1 1.0
11 1.5
v 2.0

2.5.3- Efecto del Acido indolacético en medios de cultivo semisélido y liquido

En este ensayo se utilizaron las sales minerales de Murashige y Skoog (1962) y los
suplementos organicos que se presentan en la Tabla 6, donde se evaluaron dos
concentraciones de &cido indolacético (AlA) en diferente consistencia del medio basal;
semisoélido y liquido como se muestra en la Tabla 8 para la obtencidn de raices en

vitroplantas de mora de castilla.

Tabla 8. Concentraciones de AIA en medio semisdlido y liquido evaluados en el
cultivo in vitro de mora de castilla.

Tratamiento Concentraciones
I 1.0 mg/l AlA Medio solido
I 1.0 mg/l AIA Medio liquido
] 1.5 mg/l A1A Medio sélido
v 1.5 mg/l AlIA Medio liquido
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2.5.4- Efecto del acido indolacético, acido indolbutirico y acido naftalenacético

Para este ensayo se utilizaron las sales minerales de Murashige y Skoog (1962) y
los suplementos organicos que se presentan en la Tabla 6, donde se estudio el
comportamiento del acido indolacético (AlA), acido indolbutirico (IBA) y acido
naftalenacético (ANA) como se muestra en la Tabla 9, para la obtencién de raices en

vitroplantas de mora de castilla.

Tabla 9. Concentraciones de AIA, IBA y ANA evaluados en el cultivo in vitro de
mora de castilla.

Tratamiento Concentraciones
I 1.0 mg/l AIA
T 1.0mg/l IBA
11 0.2 mg/l ANA

2.5.5- Disefio experimental y andlisis estadistico

Se establecio un disefio completo al azar (DCA); con 15 repeticiones, colocando 4-
6 vitroplantas de mora de castilla sobre 20 ml de medio por cada vaso de gerber.
Aplicados los tratamientos y recopilados los datos, se realizd un analisis de varianza
(ANDEVA), posteriormente se hizo una separacion de medias de Tukey con un nivel de
significancia de 5% para determinar entre cuales de los tratamientos existia diferencia

estadistica significativa.
2.5.6- Variables evaluadas

a- Formacioén de raiz: se contabilizaron visualmente todas las raices formadas a
partir de la planta madre, excluyendo las raices que pudieran desarrollarse a
partir de los hijos.

b- Porcentaje de plantas enraizadas: se contabilizaron todas las plantas que
presentaron al menos una raiz y dividiéndolo entre el total de plantas.

c- Longitud del tallo: con una regla milimetrada se midié desde la base hasta el

apice de la vitroplanta.
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111.-RESULTADOS

3.1-Efecto de 6- bencilaminopurina y acido giberélico; acido ascorbico y L-cisteina
en la fase de micropropagacion in vitro del cultivo de mora de castilla

3.1.1- Efecto de 6- bencilaminopurinay acido giberélico

En base al analisis estadistico realizado a los datos de la variable longitud de tallo
se observo que las mayores alturas se alcanzaron en aquellos tratamientos en los que las
concentraciones de BAP estan por debajo de los 2 mg/l. Asi se puede notar en la Figura
1 que la mayor longitud de tallo se presentd bajo el tratamiento 1 lograndose obtener
plantas muy largas y débiles de coloracion verde amarillento. Por el contrario, se
observaron plantas mas pequefias a mayores concentraciones de dicha hormona,
presentandose la menor longitud de tallo en concentraciones de 2.5 mg/l BAP en
combinacion con 0.03 mg/l GAs;. Se observd el mayor numero de hojas en el
tratamiento 6 y al realizar el analisis estadistico de las variables nimero de nudos no
existe diferencia significativas en esta variable, pero se obtienen mayor nimero de
nudos a niveles mas altos; en nimero de hijos la mayor produccion fue bajo el

tratamiento 6, con plantas méas vigorosas robustas y de coloracion verde claro.

16+
144
124
104
84
6.
4.
N
0
Long de N° de N° de N° de
Tratamiento (mg/l) tallo (cm) hojas nudos hijos
0.5 BAP+0.00 GA; 2.65a 375 b 3.25a 0.25 b
0.5 BAP+0.01 GA; 2.20a 488 b 3.50a 0.25 b
1.0 BAP+0.00 GA; 2.56 a 7.38 b 3.88a 3.13a
1.0 BAP+0.01 GA; 1.96 ab 375 b 3.50a 2.63a
2.0 BAP+0.00 GA; 1.31 bc 8.63 b 3.75a 2.88a
2.5 BAP+0.03 GA; 1.06 c 15 a 413 a 3.13a

Figura 1. Efecto de 6- bencilaminopurina y acido giberélico sobre longitud de tallo,
namero de hojas, nimero de nudos y nimero de hijos en vitroplantas de mora de
castilla a las 6 semanas de su inoculacion.
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3.1.2- Efecto del 4cido ascorbico

A través del anélisis estadistico realizado a las variables longitud del tallo, nimero
de hojas, numero de nudos y numero de hijos demostré que no existen diferencias
significativas entre los tratamientos evaluados, sin embargo las mayores longitudes se
alcanzaron a concertaciones de 100 mg/l de acido ascorbico. En nimero de hojas, nudos
e hijos fue mayor con 00 a 50 mg/l de acido ascArbico como se muestra en la Figura 2.
En este ensayo se obtuvieron plantas débiles y de coloracion verde amarillo.

Long N° de N° de N° de

Tratamiento del tallo (cm) hojas nudos hijos

100 mg/I Acido 2.63 a 413 a 2.38a 0.00 a
ascorbico

50.0 mg/l Acido 2.44 a 4.63 a 3.88a 0.13a
ascorbico

0.00 mg/I Acido 2.33a 6.50 a 3.75a 1.00 a
ascorbico

150 mg/I Acido 211a 5.63 a 2.38a 0.75a
ascorbico

Figura 2. Efecto de acido ascorbico en diferentes concentraciones sobre longitud del
tallo, nimero de hojas, numero de nudos y nimero de hijos de vitroplantas de
mora de castilla a las 6 semanas de su inoculacion.
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3.1.3- Efecto de L- cisteina

El analisis realizado a la variable longitud del tallo reflejé que las mayores
longitudes estuvieron influenciadas a concentraciones bajas de L-cisteina (tratamientos
1y 2) y menores hasta 100 mg/l; respecto al nimero de hojas y nimero de nudos se
puedo observar que las mayores fueron alcanzadas a concentraciones de 0.0 mg/l de L-
cisteina, obteniéndose plantas débiles de poco grosor y de color verde palido. En el
andlisis de la variable numero de hijos no hubo diferencias significativas entre los

tratamientos como se observa en la figura 3. Sin embargo concentraciones de 150 mg/I

provoco la muerte de todas las vitroplantas.

7-
6-
5
4-
3
24
14
0
Long del N° N° N°
Tratamiento tallo (cm) de hojas de nudo de hijos
0.0 mg/l L-cisteina 245a 6.13a 2.50a 0.63a
50 mg/l L-cisteina 2.06 ab 4.75 ab 2.00 ab 0.63a
100 mg/I L-cisteina 175 b 1.63 bc 1.13 bc 0.63a

150 mg/I L-cisteina

*

*

*

*

(*) = 100 % de las plantas no sobrevivieron.

Figura 3. Efecto de L-cisteina en diferentes concentraciones sobre longitud del tallo,
numero de hojas, numero de nudos y nimero de hijos de vitroplantas de mora de
castilla a las 6 semanas de su inoculacion.
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3.2- Efecto del acido indolacético, acido indolbutirico y &cido naftalenacético y la
consistencia del medio sobre el enraizamiento de vitroplantas de mora de
castilla

3.2.1- Efecto del 4cido indolacético

De acuerdo al analisis de varianza realizado a los datos de la variable longitud del
tallo se determiné que existieron diferencias significativas entre los tratamientos
sometidos a los diferentes niveles de AIA demostrando que las mayores alturas
alcanzadas se obtuvieron con concentraciones 2.0 mg/l AIA y plantas de menor tamario
a concentraciones de 1.5 mg/l AlA siendo éstas mas verdes y robustas. El analisis
realizado a la variable nimero de raices por planta demostr6 que no hubo diferencias
significativas entre los tratamientos analizados, pero se observé una mayor produccion

de raices bajo el tratamiento 1 como se indica en la Figura 4.

4.54
4-
3.5-
3-/
257
2-/
157
1-/
0.577
0-
N° Tratamiento Long del tallo (cm) N° de raices/planta
1 2.0 mg/lAIA 4.07 a 290a
10 352 b 2704
1.0 mg/l AIA 3.23ab 2.50a
1.5 mg/l AIA 295 b 2.03a

Figura 4. Efecto del &cido indolacético en diferentes concentraciones sobre longitud del
tallo y formacion de raices en el cultivo in vitro de mora de castilla las 6 semanas
de su inoculacion.
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3.2.2- Efecto del acido indolacético en medio semisélido y liquido

El anélisis realizado bajo de la prueba de significancia de Tukey a la variable nimero de
raices por planta y porcentaje de plantas enraizadas demostré que no existen diferencias
significativas entre los tratamientos evaluados en cuanto a los medios basales bajo
estudio, sin embargo hubo mayor produccion de raices asi como mayor cantidad de

plantas que enraizaron a través del tratamiento 1, como se refleja en la Figura 5.

3-
2.5
%
1.57
14
0.571
Ne % de plantas
Tg?zazrrlri]zr;lt)o raices/planta enraizadas
1.5 Medio solido 2.84 a 0.56 a
1.0 Medio s6lido 214 a 0.53a
1.0 Medio liquido 201la 0.33a
1.5 Medio liquido 172 a 0.38 a

Figura 5. Efecto del acido indolacético en diferentes concentraciones en medio sélido y
liquido sobre la formacidn de raices en el cultivo in vitro de mora de castilla a las
6 semanas de su inoculacion.
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3.2.3- Efecto del acido indolacético, acido indolbutirico y acido naftalenacético

Segun el analisis de varianza realizado a la variable nimero de raices por planta
determind que existe diferencias significativas entre los tratamiento demostrando que se
produjo mayor cantidad de raices por planta a concentraciones de 1.0 mg/l IBA y
menores cantidades en el tratamiento 3. El analisis realizado a la variable porcentaje de
plantas enraizadas demostraron que a concentraciones de 1.0 mg/l IBA hubieron méas
plantas enraizadas en comparacion con los niveles de 0.2 mg/l ANA y 1.0 mg/l AIA

como

se refleja en la Figura 6.

|

1. n—
0-:[ Ll
N° Tratamiento N° raices/planta % plantas enraizadas
1 |1.0mg/l IBA 6.98 a 1.00 a
2 |0.2mg/l ANA 410 b 0.93 a
3 | 1.0mg/l AIA 1.41 c 042 b

Figura 6. Efecto del &cido indolacético, &cido indolbutirico y &cido naftalenacético
sobre la formacién de raices en el cultivo in vitro de mora de castilla a las 6

semanas de su inoculacion.
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IV.- DISCUSION

4.1- Efecto de 6-bencilaminopurina y acido giberélico; acido ascorbico y L-cisteina

en la fase de micropropagacion in vitro del cultivo de mora de castilla

En el cultivo de la mora de castilla la propagacion sexual no se recomienda debido
a la baja cantidad de semillas fértiles en cada fruto, el largo periodo de germinacion y el
lento desarrollo de las plantulas. Actualmente la propagacion se realiza por la via
asexual, acodo y estaca; pero este medio presenta dificultades en la etapa de
enraizamiento y brotes de las primeras hojas y ramas, ya que esta agota sus reservas y
pierde vigor para continuar su desarrollo (Montoya y Uribe, 1997). En busca de ofrecer
plantas de mora de castilla en cantidad suficiente y de buena calidad genética y
fitosanitaria se debe realizar una propagacion in vitro. Las técnicas del cultivo in vitro
son un instrumento de gran importancia para propagar masivamente plantas de alta
calidad, en condiciones controladas y pequefio espacio a diferencia del método

convencional.

En la multiplicacién in vitro las citoquininas como componente importante en el
medio de cultivo promueven la division celular, proliferacién de yemas axilares y
neoformacion de drganos in vitro (Azcon, 2000; Garcia y Martinez, 1994; Saldivar,
1994). En el caso especifico del cultivo de mora de castilla se evalué la hormona
sintética 6-bencil aminopurina (BAP); donde es una de las mas utilizadas
frecuentemente para estimular el crecimiento y desarrollo, division celular,

alargamiento celular, iniciacion y crecimiento de raices (Rojas y Ramirez, 1991).

Lopez y Garcia (1991), propagaron in vitro cuatro variedades de frambuesa
Raspberry en medio Anderson y evaluaron con 2,0 mg/l de BAP obteniendo buenos
resultados en cuanto al numero de yemas por explante que va desde 3,6 y 3,8. Una
respuesta similar se obtuvo al evaluar 2.5 mg/l de BAP en el cultivo in vitro de mora de
castilla con una produccién promedio de 4.13 nudos y 3.13 hijos, basico en la
propagacion masiva de este cultivo, siendo estos los mejores resultados en la evaluacion

realizada en la fase de micropropagacion, logrando obtener plantas de excelente porte.
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La giberelina (GA3) importante en el cultivo de tejidos vegetales ya que presenta
un espectro de actividad biolégica muy variado, con un papel regulatorio principal en el
crecimiento, ya que este puede producir una elongacion extraordinaria del tallo en
enanos genéticos (Hurtado y Merino, 1994). Caso contrario a los resultados obtenidos
en el cultivo de mora de castilla ya que las mayores alturas se establecieron a niveles
sumamente bajos de GA; a diferencia de lo mencionado anteriormente. En la mayoria
de los cultivos, los niveles de GAs superiores a 1.0 mg/l son toxicos en este caso las
giberelinas deberian utilizarse en bajos niveles (Van Braga y Pierik, 1971). En el cultivo
de meristemas de mora de castilla, la utilizacion de GA; presentdé mejores resultados a
niveles de 0.03 mg/l en combinacién de 2.5 mg/l de BAP, brindando una mayor
produccion de hojas e hijos basicos para la propagacion masiva; aunque plantas de porte

relativamente pequefias.

Con respecto a la funcién del &cido ascorbico en la propagacion masiva de plantas
in vitro de mora de castilla este puede actuar en dos formas. Como un agente reductor
que retrasa la formacion de sustancias similares a la melanina, que inhiben el
crecimiento, tal y como lo reportan (Arditti, 1966; Vacin y Went, 1949; Nitsch, 1954).
También puede actuar como un estimulador del proceso de crecimiento, como lo
reportan (Hurtado y Merino, 1994). Sin embargo y segun el ensayo realizado en el
presente trabajo el &cido ascorbico no tuvo ningun efecto estimulador sobre las
variables evaluadas, aunque este pudo haber tenido cierto efecto sobre la inhibicién de

sustancia fendlicas.

Por otra parte, el utilizar aminoécidos en la nutricion de los tejidos y células
vegetales cultivadas se debe considerar un problema complejo, ya que muchos tejidos
responden diferentemente a los suplementos de aminoacidos (Roca y Mroginski, 1991).
Aunque las proteinas de las plantas contienen cantidades bajas de aminoacidos
sulfuricos como la cisteina y la metionina (Durzan y Steward, 1983), estos son

necesarios para un crecimiento y desarrollo normal.
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Se ha demostrado que la cisteina puede tener dos efectos completamente diferentes
segun la modalidad de esterilizacion (Nitsch y Nitsch, 1957); cuando se esteriliza con
filtro, es inhibidor a nivel de 1-2 umol, y cuando se usa la autoclave, aparentemente se
descompone y actta como una fuente de azufre. Probablemente en el caso de los
explantes de mora de castilla cultivados en concentraciones mayores a los 100 mg/l, fue

toxica provocando la muerte de las plantas.

4.2- Efecto del acido indolacético, acido indolbutirico, acido naftalenacético y la

consistencia del medio en el enraizamiento de vitroplantas de mora de castilla

El éxito del cultivo de tejidos vegetales, en gran parte, depende del medio de
cultivo empleado. En el caso concreto de la micropropagacion es vital la definicion de
los medios de cultivos para cada una de las fases (establecimiento, propagacion
acelerada y enraizamiento). Para establecer un sistema de propagacion in vitro de
tejidos vegetales, se elabora primero un medio de cultivo 6ptimo que se ajuste a los
principales requerimientos nutricionales de la especie vegetal, al tipo de explante y al
sistema de cultivo. La efectividad de un medio de cultivo depende tanto de los
ingredientes basicos (minerales). Asi como de azucares y hormonas (Romberger y
Tabor, 1971; Bending, 1974; Lorz, Larking y Scow, 1983).

Para el éxito de la Il fase de la micropropagacion (enraizamiento) generalmente se
utilizan las auxinas, las cuales por su origen pueden ser naturales o sintéticas. De las
auxinas “naturales”, el &cido indolacético (AlA) es el compuesto de mayor utilizacién
(Scout, 1984). Las auxinas se utilizan ampliamente en micropropagacion y se
incorporan al medio de cultivo para promover el desarrollo de callos, de suspensiones
celulares, de 6rganos (como meristemas, yemas) y para regular la morfogénesis (Cisne,
1988). En la préactica, el uso de auxinas es un arte. No es posible establecer una
concentracion particular de auxina que se debe utilizar en un solo caso. Sin embargo, en
general se utiliza el AIA en concentraciones que varian de 0.001 a 10 mg/l, con un

punto optimo alrededor de 0.1 a 1 mg/l (Roca y Mroginski, 1991).
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Se sabe que las auxinas son un factor esencial en la proporcion del crecimiento de
las raices, debido a que, en general, el AIA puede incrementar significativamente la
elongacion de segmentos aislados de raices, tanto in vitro como in vivo, ademas de que
incrementa su crecimiento. También es conocido que las raices a las que se les ha
inhibido el crecimiento por medio de la aplicacion de inhibidores sintéticos o naturales
pueden reanudarlo si se les aplica auxinas (Hurtado y Merino, 1994). Al establecer
vitroplantas de mora de castilla bajo la influencia de AIA a concentraciones que van
desde 0.5 a 2 mg/l, se observo una formacién de raices muy pobre y variable, a tal punto
que en ninguno de los tratamientos en estudio se superd el 50 % de plantas enraizadas.
Este comportamiento se reflejo de forma similar en los ensayos en donde se estudio el
comportamiento del AIA a concentraciones de 1.5 y 1 mg/l, tanto en medio liquido
como semisolido. En estos casos, siempre se mantuvieron los bajos porcentajes de
formacion de raices y en ambos no hubo diferencias significativas entre tratamientos. A
pesar de que en la literatura se reporta que el Gelrite, en el caso especifico del medio
semisoélido, mejora la eficiencia de enraizamiento en diversos sistemas de cultivos de

tejidos vegetales (Roca y Mroginski, 1991).

En caso contrario al AIA, la utilizacién de hormonas sintéticas presentod una mayor
produccion de raices en el cultivo de mora de castilla, donde el acido naftalenacético

(ANA) tuvo un 93 % de plantas enraizadas contrapuesto al AlIA con un 43 %.

Castro y Gaviria (1995), realizaron estudios de enraizamiento en diferentes
especies de Rubus bajo la aplicacion de é&cido indolbutirico (IBA) en diferentes
concentraciones, donde se encontré que en concentraciones de IBA entre 1 y 3 mg/l
indujo un porcentaje de enraizamiento del 100 %. Una respuesta similar a la anterior se
obtuvo en el estudio con mora de castilla, cuando a las vitroplantas de mora de castilla
se cultivaron en un medio nutritivo con 1.0 mg/l de IBA lograndose obtener
exitosamente plantas con mayor numero de raices y con un 100 % de plantas

enraizadas.
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V.-

CONCLUSIONES

La metodologia de adoptar tecnologia desarrollada por centros de investigacion de
universidades de la regién Latino Americana, resulto ser todo un éxito. Por que aun
en medio de tantas limitantes, con la capacitacion recibida se logré cultivar en el
laboratorio de Cultivo de Tejidos de la UNA la variedad Rizaralda de forma

masiva.

La introduccion de variedades de mora de castilla a través de cultivos in vitro es una
forma répida y segura. En la medida de lo posible se debe utilizar para introducir

materiales de otras especies de interés econdmico para productores de Nicaragua.

Para propagar in vitro la mora de castilla es necesario que ésta crezca en
condiciones de temperatura no mayores a los 20 °C. Temperaturas mayores a la

indicada producen un deterioro de la vitroplanta y fenolizacion.

Los medios de cultivos a concentraciones de 2.5 mg/l BAP; 0.03 mg/l GAs
indujeron los mejores resultados en las variables longitud de planta, ndmero
promedio de hojas, nimero promedio de nudos y ndmero promedio de hijos
produciendo plantas de mora de castilla méas proliferas para una continua

propagacion in vitro.

Para lograr una mayor produccién de raices por planta y plantas enraizadas en el
cultivo in vitro de mora de castilla se hace necesario la utilizacion de la hormona

acido indolbutirico a concentraciones de 1.0 mg/I.
La utilizacion de acido ascérbico y L-cisteina no es determinante en la

micropropagacion de mora de castilla; pero si es necesario su adicién al medio de

cultivo para la obtencion de plantas de alta calidad fisioldgica.
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VI1.- RECOMENDACIONES

1- Recomendamos para la multiplicacion masiva de mora de castilla (Rubus glaucus
Benth) utilizar 6-bencilaminopurina (BAP), en concentraciones de 2.5 mg/l y &cido

giberélico concentraciones de 0.03 mg/I.

2- Se recomienda la utilizacién de L-cisteina en bajas concentraciones menores o
iguales de 100 mg/l, no se debe utilizar concentraciones mayores o iguales a los 150
mg/l.

3- Creemos que no es indispensable la utilizacion acido ascérbico en la fase de
multiplicacion acelerada y enraizamiento, pero la adicion de esta vitamina mejora el

vigor de la planta.

4- Recomendamos en la fase de enraizamiento del cultivo in vitro de mora de castilla

la utilizacion de acido indolbutirico a concentraciones de 1.0 mg/I.
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