LA CALERA

UNA

REGULADORES DE CRECIMIENTO, L-CISTEINA'Y
ACIDO ASCORBICO EN EL CULTIVO IN VITRO DE
MORA (Rubus glaucus Benth)

- . 1 Bna2

2

1 Investigador del Programa Recursos Genéticos Nicaragiienses, Universidad Nacional Agraria

2 Ing. Agrénomos, egresados de la Universidad Nacional Agraria.

RESUMEN

El presente trabajo se llevo a cabo en el laboratorio de cultivo de
tejidos vegetales del Programa de Recursos Genéticos Nicaragiien-
ses (REGEN) de la Facultad de Agronomia, Universidad Nacional
Agraria, Managua, Nicaragua, con el objetivo de adoptar la técnica
de propagacion in vitro del cultivo de mora e introducir la variedad
Rizaralda. El material vegetal fue traido de la Universidad Nacional
de Pereira, Colombia. Los explantes fueron desinfectados y estableci-
dos en un medio MS semisolido suplementado con 1 mg/l de BAPy
0.3 mg/l de GA3. El ensayo se desarroll6 en dos fases. En la primera
fase (fase de multiplicacion) se evaluaron diferentes concentraciones
de las fitohormonas BAP y GA3; la vitamina acido ascorbico y el
aminoacido (L—cisteina). La combinacion hormonal BAP 2.5 mg/ly
GA3 0.03 mg/l fue el mejor tratamiento, lograndose una produccion
de hijos de 3.13 en promedio. En la segunda fase (enraizamiento) se
evaluaron las fitohormonas AIA, IBA y ANA, asi como la consis-
tencia del medio; obteniéndose un 100 % de plantas enraizadas con
un promedio de 6.98 raices por planta con 1.4 mg/l de IBA en medio
semisolido.

ABSTRACT

The present study was carried out in the laboratory of plants tissue
culture from the department of Plant Genetic Resources (REGEN),
Faculty of Agronomy, National Agrarian University, Managua, Nica-
ragua, with the objective of adopting a new in vitro propagation tech-
nique for blackberry (Rubus glaucus), and to introduce the cultivar
Rizaralda. The propagation material was brought from the National
University of Pereira, Colombia. The tissues were disinfested and
settled down in a MS semisolid culture medium supplemented with
1 mg/l of BAP and 0.3 mg/l of GA3. The experiment was developed
into two phases. In the first phase, different concentrations of hormo-
nes BPA were evaluated with GA3; vitamin ascorbic acid and amino
acid (L-Cistein). The hormonal combination BPA 2.5 mg/l and GA3
0.03 mg/l was the best treatment, with the biggest production of buds
with an average of 3.13. In the second phase the hormones; IAA, IBA
and NAA were evaluated as well as the consistency of the culture
medium obtaining 100 % of plants forming roots with an average of
6.98 per plant with 1.4 mg/1 of AIB in semisolid culture medium.
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lia rosaceae y es originaria del tropico americano. Es

una alternativa con un alto potencial econémico para
los productores de las zonas altas cafetaleras de Nicaragua,
ya que este cultivo puede ser comercializado para diferentes
usos en la industria de alimentos, tales como la preparacion de
helados, edulcorantes, composta casera, jugos, yogurt y mer-
melada, también puede ser comercializada como fruta fresca
(Franco y Giraldo 1999).

En Nicaragua hace 20 afios, veinte agricultores de hor-
talizas y café en el norte del pais (Somoto, Ocotal, Jinotega y
Matagalpa) incursionaron en la produccién de mora. Les fue
bien en los primeros afos,
pero posteriormente empe-

I a mora (Rubus glaucus Benth) pertenece a la fami-

Material vegetativo. El material vegetativo utilizado fue
tomado de plantas ya establecidas in vitro, de la variedad Riza-
ralda, provenientes de la Unidad de biotecnologia, Laboratorio
de Cultivo de Tejidos Vegetales, Universidad Tecnoldgica de
Pereira (UTP), Colombia.

Fase I: Multiplicacién. En esta primera fase se llevaron a
cabo 3 ensayos. Evaluando el efecto de: 6,bencil aminopu-
rina (BAP) y acido giberélico; el efecto de acido ascoérbico y el
efecto de L-cisteina sobre el comportamiento in vitro de micro
esqueje de mora en la fase de multiplicacion acelerada.

Tabla 1. Niveles de citoquinina y acido giberélico evaluados.

zaron a tener problemas y

Concentraciones hormonales (mg/1)

practicamente perdieron

Tratamiento N°
el mercado. El fracaso del ento

cultivo, en parte se debio I
principalmente a la poca I
disponibilidad de materiales 11
genéticos (Sanchez, 2004).

) L v
El cultivo de mora se reini- v
cio nuevamente en el norte VI

del pais, aproximadamente

BAP GA3
1.0 0.00
1.0 0.01
2.0 0.00
2.0 0.01
2.0 0.00
2.5 0.03

hace unos tres afos. Las
principales areas cultivadas

Tabla 2. Concentraciones de acido ascorbico y L-cisteina evaluados en el cultivo in vitro de mora.

se encuentran ubicadas en

el departamento de Madriz. Tratamiento Concentra(‘iiones acido Conce':ntrflciones de L-
En la actualidad solo se ha N° ascorbico mg/1 cisteina .mg/1
estado cultivando la variedad I 0.00 0.00
“BRAZO”. 1I 50.0 50.0

Ante esta situacion los 111 100.0 100.0
agricultores y técnicos que v 150.0 150.0

trabajan con el cultivo de

mora plantearon la necesi-

dad de introducir nuevos materiales genéticos para evaluarlos
en el campo, reducir los costos de produccién e incrementar la
calidad y los rendimientos del cultivo.

Ante esta fuerte demanda de germoplasma del cultivo
de mora, se implementé la técnica de cultivo de tejidos como
método para la introduccién y propagacion acelerada de varie-
dades de alta calidad y altos rendimientos. En este sentido
la Universidad Nacional Agraria, con el auspicio financiero
del Fondo Agropecuario de Investigacion Tecnoldgica Nica-
raguense (FAITAN) y con la colaboracién de la Universidad
Tecnoldgica de Pereira inici6 la introduccion de materiales
genéticos de mora oriundos de Colombia, con el fin de ampliar
la base genética de esta especie.

MATERIALES Y METODOS

Descripcion del estudio. El presente estudio se llevé 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 %z carretera norte, departamento de Managua; en
el periodo comprendido entre 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 multiplicacion acelerada, mediante la utilizacion de
micro esquejes. En la segunda fase se indujo el enraizamiento
de vitro plantas por un periodo de 6 semanas.

Los ensayos se establecieron en disefios completos al
azar (DCA); con 10 repeticiones, colocando 1 microesquejes
de vitro plantas de mora en 10 ml de medio nutritivo semiso-
lido. Aplicados los tratamientos y recopilados los datos, se
realizé un analisis de varianza (ANDEVA), posteriormente se
hiz6 una separacion de medias de Tukey (~ = 0.05) para deter-
minar entre cuales de los tratamientos se reflejaba diferencias
estadisticas. Se evaluaron las variables longitud del callo, for-
macion de callo, nimero de hijos, nimero de hojas y niumero
de nudos.

Fase II: Enraizamiento. En esta fase se realizaron 3
ensayos experimentales. Donde se evalué el efecto del acido

Tabla 3. Niveles de AIA (acido indolacético) evaluados en el cultivo
in vitro de mora y concentraciones de ATA en medio semisolido
y liquido evaluados en el cultivo in vitro de mora.

Tratamiento N° AIA (mg/l) Concer(lrtrrlzjli;') nAIA
I 0.5 1.0 Medio sélido
1I 1.0 1.0 Medio liquido
111 1.5 1.5 Medio s6lido
v 2.0 1.5 Medio liquido
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indolacético, acido idolbutirico (IBA) y acido naftalenacético
(ANA) y la consistencia del medio basal, en un periodo de 6
semanas, en el cual el material vegetativo utilizado fue tomado
de plantas multiplicadas en la fase I.

Tabla 4. Concentraciones de AIA, IBA y ANA evaluados en
el cultivo in vitro de mora.

Tratamiento N° Concentracion (mg/l)
I 1.0IBA
I 0.2 ANA
I 1.0AIA

Los ensayos se establecieron en disefios completos al azar
(DCA); con 15 repeticiones, colocando 6 vitro plantas de mora
en 20 ml de medio nutritivo. Aplicados los tratamientos y reco-
pilados los datos, se realizé un analisis de varianza (ANDEVA),
posteriormente se hiz6 una separacion de medias de Tukey (» =
0.05) para determinar en cual de los tratamientos existia diferen-
tes estadistica significativa. Se evaluaron las variables formacion
de raiz, porcentaje de plantas enraizadas y longitud del tallo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Fase de multiplicacion. En el cultivo de mora la propagacion
sexual no es recomendable debido a la baja fertilidad de las
semillas, 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 éste 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 et. al., 1997). Por otro lado,
la movilizacién de estacas o plantas representa un medio apro-
piado para la diseminacién de insectos y micro-organismos
perjudiciales para la agricultura. En busca de ofrecer plantas
de mora en cantidad suficiente y de buena calidad genética y
fitosanitaria es conveniente realizar una propagacion in vitro
en determinados momentos y eslabones del ciclo productivo
del cultivo de mora. Las técnicas del cultivo in vitro es un ins-
trumento de gran importancia para propagar masivamente
plantas de alta calidad, en condiciones controladas y pequefio
espacio a diferencia del método convencional.

Acido giberélico y 6, bencilaminopurina. En la multiplica-
cién in vitro las citoquininas son un componente importante
en el medio de cultivo de establecimiento y de multiplicacion,
debido a que promueven la division celular, proliferaciéon de
yemas axilares y neoformacion de 6rganos in vitro (Azcon,
2000; Garcia y Martinez, 1994; Saldivar, 1994). En el caso
especifico del cultivo de mora se ha evaluado la hormona sin-
tética 6-bencil aminopurina (BAP); resultando una de las mas
eficientes para estimular el crecimiento y desarrollo, divisién
celular, alargamiento celular, iniciacion y crecimiento de brotes
(Rojas y Ramirez, 1991).

En respuesta al BAP y GAj la variable longitud de tallo
mostré las mayores alturas en niveles en los que las concen-
traciones de BAP estuvieron 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
alargadas, débiles y de color verde palido. Por el contrario, se

observaron plantas mas pequefias a mayor concentracion de
dicha hormona.

Presentandose la menor longitud de tallo en concentracio-
nes de 2.5 mg/l BAP en combinacién con 0.03 mg/l GA3. Tam-
bién se observé que el mayor numero de hojas se presento en
el tratamiento 6. Por otra parte, el analisis estadistico reflejé
que no hubo diferencia significativas para la variable numero
de nudos. En cuanto al niumero de hijos la mayor produccion
fue en el tratamiento 6, con plantas mas vigorosas robustas y
de coloracion verde claro (Figura 1).

Lépez y Garcia (1991), propagaron in vitro cuatro varie-
dades de frambuesa en medio Anderson y evaluaron con
2,0 mg/I de BAP obteniendo buenos resultados en cuanto al
numero de yemas por explante que van desde 3,6 a 3,8. Una
respuesta similar se obtuvo en el presente trabajo al evaluar
2.5 mg/l de BAP en el que se logré un promedio de 4.13 nudos
y 3.13 hijos; pero mucho menor que los resultados obtenidos
por Marulanda (2000), quien reporta 13.6 yemas por explante
en un medio MS suplementado con 1.5 mg/l de BAP y 1.5 mg/l
de GA;.

Las giberelinas son importantes en el cultivo de tejidos
vegetales ya que presentan un espectro de actividad biolo-
gica muy variado, con un papel regulatorio principal en el cre-
cimiento, ya que este puede producir una elongacion extraordi-
naria del tallo en enanos genéticos (Hurtado y Merino, 1994).

Este comportamiento se reflejo en el cultivo de mora ya
que las mayores alturas se establecieron a niveles sumamente
bajos de AG5. En la mayoria de los cultivos, los niveles de AG;
superiores a 1.0 mg/l son téxicos por lo que es recomendable
utilizarlo en bajos concentraciones (Van Braga y Pierik, 1971).
En el presente ensayo la utilizacion de AG; presentd mejores
resultados a niveles de 0.03 mg/l en combinacion de 2.5 mg/I|
de BAP, brindando una mayor produccion de hojas e hijos.
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Figura 1. Efecto de 6, bencilaminopurina y acido giberélico sobre
longitud de tallo, nimero de hojas, nimero de nudos y numero de
hijos.

Acido ascérbico. El analisis estadistico realizado a las varia-
bles longitud del tallo, numero de hojas, niumero de nudos y
numero de hijos expresé que no hubo diferencias significativas
entre los tratamientos evaluados. Registrandose la mayor lon-
gitudes de tallo en concertaciones de 100 mg/l de acido ascor-
bico y el maximo nimero de hojas, nudos e hijos en el rango 00
a 50 mg/l de acido ascoérbico como se muestra en la Figura 2.
Con respecto a la funcion del acido ascorbico en la propa-
gacién masiva de plantas in vitro puede actuar en dos formas
como reductor o como vitamina. Como agente reductor retrasa
la formacion de sustancias similares a la melanina, que inhiben
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el crecimiento (Arditti, 1966; Vacin y Went, 1949; Nitsch, 1954).
Como vitamina estimula el proceso de crecimiento (Hurtado y
Merino, 1994). Sin embargo y segun el ensayo realizado en
el presente trabajo el acido ascoérbico no tuvo ningun efecto
estimulador sobre las variables evaluadas, aunque este pudo
haber tenido cierto efecto sobre la inhibicion de sustancia feno-
licas.
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Figura 2. Efecto de Acido ascorbico sobre el crecimiento del tallo,
namero de hojas, nimero de nudos y nimero de hijos.

L- cisterna. El andlisis realizado a la variable longitud del
tallo refleja que las mayores longitudes estuvieron influencia-
das por concentraciones bajas de L-cisteina (tratamientos 1y
2) menores a 100 mg/l. Respecto al nimero de hojas y niumero
de nudos se pudo observar que las mayores fueron alcanza-
das a concentraciones de 0.0 mg/l de L-cisteina, obteniéndose
plantas de poco grosor y de color verde pélido. En el analisis
de la variable numero de hijos no hubo diferencias significati-
vas entre los tratamientos como se observa en la Figura 3. Sin
embargo, concentraciones de 150 mg/l provocé la muerte de
todos los microesquejes.

Aunque las proteinas de las plantas contienen cantidades
bajas de aminoacidos sulfuricos como la cisteina y la metio-
nina (Durzan y Steward, 1983), estos son necesarios para un
crecimiento y desarrollo normal.

Por otra parte, el utilizar aminoacidos en la nutricion de los
tejidos y células vegetales cultivadas se debe considerar que
muchos tejidos responden diferentemente a los suplementos
de aminoacidos (Roca y Mroginski., 1991).

Se ha demostrado que la cisteina puede tener dos efectos
completamente diferentes segun la modalidad de esteriliza-
cion (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 actia como una fuente de
azufre. Probablemente en el caso de los explantes de mora de
Castilla cultivados en concentraciones de mayores a los 100
mg/l, esta fue téxica provocando la muerte de las plantas aun
y cuando se esterilizé en la autoclave.

Fase de enraizamiento. Acido 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
AlA. Las mayores alturas se obtuvieron con concentraciones
2.0 mg/l AlAy plantas de menor tamafo a concentraciones de
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Figura 3. Efecto de L-cisteina sobre el crecimiento del tallo,
numero de hojas, numero de nudos y niimero de hijos.

1.5 mg/l AIA siendo éstas mas verdes y robustas. El analisis
realizado a la variable numero de raices por planta demostro
que no hubo diferencias significativas entre los tratamientos
analizados, pero se observé una mayor produccién de raices
bajo el tratamiento 1 como se indica en la Figura 4.
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Figura 4. Efecto del Acido indolacético sobre el crecimiento del
tallo y formacién de raices.

Acido indolacético en medio semi sélido y liquido. El
analisis realizado bajo de la prueba de Tukey a las variables
numero de raices por planta y porcentaje de plantas enraiza-
das 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 el grafico de la Figura 5.

Acido indolacético, acido indolbutirico y acido naftalena-
cético. Segun el analisis de varianza realizado a la variable
numero de raices por planta determino que existe diferencias
significativas entre los tratamiento demostrando que se pro-
dujo mayor cantidad de raices por planta a concentraciones de
1.0 mg/l IBAy menores cantidades en el tratamiento 3. El ana-
lisis realizado a la variable porcentaje de plantas enraizadas
demostrardn que a concentraciones de 1.0 mg/I IBA hubieron
mas plantas que enraizaron en comparacion con los niveles
de 0.2 mg/IANAYy 1.0 mg/l AIAcomo se refleja en la Figura 6.

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
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Figura5. Efecto del Acido indolacético en medio solido y liquido
sobre la formacion de raices.

cultivos para cada una de las fases (establecimiento, multipli-
cacion y enraizamiento).
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Figura 6. Efecto del Acido indolacético, 4cido indolbutirico y
acido naftalen-acético sobre la formacion de raices.

Para establecer un sistema de propagacion in vitro de teji-
dos 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 hor-
monas (Romberger y Tabor, 1971; Bending, 1974; Lorz et. al.,
1983).

Para el éxito de la fase Ill de la Micropropagacion (enraiza-
miento) general-mente se utilizan las auxinas, las cuales por su
origen pueden ser naturales o sintéticas. De las auxinas “natu-
rales”, el acido 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 érganos (como meristemas, yemas) y para regular la mor-
fogénesis (Cisne, 1988). En la practica, el uso de las auxinas
es un arte. No es posible establecer una concentracién par-
ticular de la 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 éptimo alrededor de
0.1 a1 mg/l (Rocay Mroginski, 1991).

Se sabe que las auxinas son un factor esencial en la pro-
porcion del crecimiento de las raices, debido a que, en gene-
ral, 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 cono-
cido 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 microesquejes de mora bajo la influencia de
AlA 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 estudios se supero6 el 50
% de plantas enraizadas. Este comportamiento se reflejé de
forma similar en los ensayos en donde se estudié el compor-
tamiento del AIA a concentraciones de 1.5y 1 mg/l, tanto en
medio liquido como semisolido. En estos casos, siempre se
mantuvieron los bajos porcentajes de formacion de raicesy en
ambos no hubo diferencias significativas entre tratamientos.

En caso contrario al AlA, la utilizaciéon de hormonas sinté-
ticas presentd una mayor produccién de raices en el cultivo de
mora de Castilla, donde el acido naftalenacético (ANA) tuvo un
93 % de plantas enraizadas contrapuesto al AIA con un 43%.

Castro y Gaviria (1995), realizaron estudios de enraiza-
miento en diferentes especies de Rubus bajo la aplicacion de
acido indolbutirico (IBA) en diferentes concentraciones, donde
se encontré que en concentraciones de IBA entre 1y 3 mg/
I indujo un porcentaje de enraizamiento del 100%. Una res-
puesta similar a la anterior se obtuvo en el estudio con 1.0 mg/I|
de IBAlograndose obtener el mayor nimero de raices y con un
100% de plantas enraizadas.

CONCLUSIONES

La introducciéon de variedades de mora a través de cultivo de
tejidos vegetales es una forma, rapida y segura que se debe
utilizar para introducir materiales de interés econdmico para
productores de Nicaragua.

Los medios de cultivos con concentraciones de 2.5 mg/
| BAP; 0.03 mg/l GAj indujeron los mejores resultados en
cuanto a altura promedio de planta, nUmero promedio de hojas,
numero promedio de nudos y niumero promedio de hijos. La
mayor produccion de raices por planta y plantas enraizadas se
obtuvo con acido indolbutirico a concentraciones de 1.0 mg/I.
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