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Resumen. El trabajo se efectud en el Laboratorio de Biotecnologia de la FCAyP-UMSS,
evaluando tres medios de multiplicacion, cuatro medios de enraizamiento y cuatro tipos
de sustrato en tuna forrajera (Opuntia ficus indica L. Mill.). El objetivo fue optimizar los
medios de cultivo para la multiplicacién y enraizamiento de esta especie. En la fase de
multiplicacion, el mejor medio fue el tratamiento con BAP 1 mg + AG3 0.2 mg + adenina
0.08 mg, logrando con el mismo, 11.45 brotes/explante. Para el enraizamiento, la con-
centracién 6ptima fue 68.47% de sales de Murashige y Skoog con adiciéon de 0.5 mg de
AlA, con la cual se alcanzé un promedio de 4.75 raices/explante; finalmente en la fase
de aclimatacion, los cuatro tipos de sustrato (arena; tierra vegetal; cascarilla de arroz y
arena + tierra vegetal + cascarilla de arroz) fueron adecuados. El costo estimado de un
plantin, con los medios de cultivo 6ptimos de micro propagacién in-vitro y tierra vegetal
en aclimatacion, fue 1.95 Bs. El trabajo se desarrollé de febrero 2017 a marzo 2018.
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Abstract: Optimization of in vitro culture media for the micropropagation of forage
prickly pear (Opuntia ficus-indica L. Mill.) The work was carried out at the Biotechnol-
ogy Laboratory of the FCAyP-UMSS, evaluating three multiplication media, four rooting
media and four types of substrate in forage prickly pear (Opuntia ficus indica L. Mill.). The
objective was to optimize the culture media for the multiplication and rooting of this spe-
cies. In the multiplication phase, the best medium was the treatment with BAP 1 mg +
AG3 0.2 mg + adenine 0.08 mg, achieving with it 11.45 shoots/explant. For rooting, the
optimum concentration was 68.47% of Murashige and Skoog salts with the addition of 0.5
mg of AlA, with which an average of 4.75 roots/explant was reached; finally, in the accli-
matization phase, the four types of substrate (sand; topsoil; rice husk and sand + topsoil
+ rice husk) were adequate. The estimated cost of a seedling, with the optimal culture
media for in-vitro micropropagation and topsoil in acclimatization, was 1.95 Bs. The work
was carried out from February 2017 to March 2018.

Keywords: Explants; Hormones; Growth regulators; Drought

Introduccion suelo propios de zonas semiaridas y ari-

das; por ello es que en este ultimo tiem-
El interés creciente en Bolivia por las po, se ha incentivado su cultivo en depar-
tunas, en particular Opuntia ficus-indica tamentos con zonas secas, en funcion a
L. Mill, esta basado en el amplio grado ser una alternativa forrajera para el pro-
de adaptacion de esta especie al clima y ductor pecuario de estos lugares.
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Este desarrollo y enfoque es adn inci-
piente en el pais, a diferencia de otros
paises de la region en los cuales se tiene
un marcado desarrollo del uso forrajero
de esta especie, frente al tradicional en-
foque de “tuna para fruta”.

Desde este punto de vista, su gran
importancia radica en la capacidad que
tiene la tuna, de suplir las necesidades de
agua y forraje para la ganaderia en zonas
aridas y semi éaridas, afectadas por
periodos de sequia y escasez de forraje,
cada vez méas pronunciados, ligados a el
evidente efecto negativo de un proceso
de cambio climatico cada vez mas
acentuado, tanto a nivel local, como
regional y mundial.

Ante un eventual incremento sostenido
de la demanda por esta especie, con ese
enfoque forrajero, se plantea el cultivo
in-vitro de tuna, por las ventajas de una
produccién masiva de plantas homogé-
neas, con alta calidad sanitaria, en super-
ficies reducidas, a bajos costos y en
tiempos reducidos, con la finalidad de
incrementar la poblacion de plantas.

La Opuntia spp. se adapta a diferentes
condiciones ambientales, asi, en el Cen-
tro de Investigacion en Forrajes “La Vio-
leta” (en Tiquipaya, Cochabamba), las
condiciones climaticas son totalmente
diferentes al municipio de Pasorapa,
donde la precipitacion media llega a 200
mm/afno, siendo que en “La Violeta”
Ilega a més de 500 mm (Lazarte y Acha
2016).

El objetivo central de este trabajo fue
optimizar los medios de cultivo para la
multiplicacion y enraizamiento de tuna
forrajera (Opuntia ficus indica L. Mill), a
partir de un enfoque central de micropro-
pagacion de tuna.

Materiales y métodos

Ubicacidn. El trabajo de investigacion se
realiz6 en el Laboratorio de Biotecnolo-
gia Vegetal perteneciente a la FCAyP de
la UMSS, ubicado en la zona “La Tam-
borada” de la ciudad de Cochabamba.
Geogréficamente se localiza a 17°24° de
latitud Sur y 66°10° de longitud Oeste, a
2558 msnm.

Material biol6gico. EI material vegetal
utilizado en esta investigacion fue ex-
plantes de tuna forrajera, ya establecidos
en el laboratorio.

Metodologia. Dentro de la investigacion,
se consideraron las fases de:

e Multiplicacion
e Enraizamiento

e Aclimatacién
a) Fase de multiplicacién

Los tres medios de cultivo utilizados en
la fase de multiplicacion, se definieron a
partir de diferentes reguladores de creci-
miento y concentraciones de los mismos,
conducentes a la micropropagacion de
brotes; el detalle de estos 3 medios se
muestran en el Cuadro 1. Para cada me-
dio se adiciond diferentes reguladores de
crecimiento para la formacion de brotes,
los que constituyen los tratamientos. Los
tres medios de crecimiento, una vez for-
mulados y preparados, se los esteriliz6 a
121°C por 20 minutos.

La unidad experimental fue un frasco de
vidrio pequefio (6 cm de didmetro * 7 cm
de altura) con cinco explantes de 1 cm de
altura, con cinco repeticiones. El cultivo
se mantuvo en la sala de crecimiento, con
temperatura de 25°C y fotoperiodo de 16
horas luz y 8 de oscuridad a 2500 lux.
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Cuadro 1. Composicién de tres medios de multiplicacion para la
micropropagacion in vitro de tuna forrajera (Opuntia ficus indica L.)
-Valores por litro de medio de multiplicacion-

Composicioén

Medios de multiplicacién

M1 M2 M3

MS 4.43¢g 4.43¢g 4.43¢g
Myo-inositol 0.19 0.1¢ 0.19
BAP 1mg 3 mg --
AG3 0.2 mg -- 0.2 mg
AlA -- 0.5 mg --
Adenina 0.08 g -- --
Fosfato monobésico -- 0.085¢g --
2-4D -- -- 2 mg
Phytagel 2349 239 239
Azlcar 309 309 30g
pH 5.7 5.7 5.7

Fuente: Tomado de Pacheco 2015; Vasquez 2016.

La variable de respuesta fue el nimero de S1: arena

brotes por explante, que se registré cada S2: tierra vegetal

45 dias.
b) Fase de enraizamiento

El Cuadro 2, muestra los componentes de
las cuatro concentraciones de sales de
Murashige y Skoog (MS). Los datos es-
tan expresados para preparar 1 litro de
medio de enraizamiento.

c) Fase de aclimatacién

Esta fase consistio en la transferencia de
plantulas, las cuales pasaron de un medio
aseptico a un ambiente natural, bajo con-
diciones de invernadero, con una hume-
dad y temperatura adecuada.

Este pardmetro se evalud a los 30 dias, en
los siguientes cuatro tipos de sustrato:

S3:
S4:

cascarilla de arroz

arena + tierra vegetal +
cascarilla de arroz (1:1:1)

Analisis estadistico. El disefio experi-
mental utilizado fue completamente alea-
torio (DCA), solo para las fases de multi-
plicacion y enraizamiento.

Para la fase de aclimatacién solo se hizo
un seguimiento del desarrollo desde su
salida del laboratorio hasta la aparicion
de las caracteristicas habituales de las
plantas.

Costos de produccion. En base a los
materiales y reactivos utilizados, y los
resultados experimentales alcanzados con
el trabajo de investigacion, se obtuvo un
costo directo unitario de los plantines de
tuna micropropagados.
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Cuadro 2. Componentes de cuatro medios de enraizamiento
para micropropagacion de tuna forrajera (valores por litro de medio de enraizamiento)

Componentes T1 T2 T3 T4
MS 111g 2.22g 3.32¢g 443¢g
Myo-inositol 0.19 019 019 019
AlA 0.5mg 0.5mg 0.5mg 0.5mg
Carbon activo 1lg 1lg 1g 1g
Azlcar 30g 30g 309 309
Phytagel 23¢9 23¢9 23¢9 23¢9
Resultados y discusion 14
o 17 11.45
. 2
1. FASE DE MULTIPLICACION g 10 faiat
() 8 {:{:{
De acuerdo al andlisis de varianza del g 6 I
nimero de brotes por explante, se deter- 2, e 425
mind que el modelo fue apropiado (P < 3 5 el el 1.60
0.0001). Los tratamientos tuvieron resul- I 0
tados altamente significativos (P = 0
M1 M2 M3

0.00011) en los explantes, lo cual puede
deberse a los componentes nutritivos de
cada tratamiento: BAP, AG3, adenina (en
el M1); Bap, AIA, Fosfato monobaési-
co(en el M2) y AG3, 2-4D (en el M3).

Los datos para el analisis estadistico de
esta fase de multiplicacién, se tomaron a
los 135 dias de haber iniciado la micro-
propagacion.

La Figura 1 muestra que el medio de
multiplicacion M1 (1 mg/l BAP + 0.2
mg/l de AG3 + 0.08 g/l adenina) genero
una mayor respuesta, mostrandose como
el mejor de los tres medios de multiplica-
cién considerados (ver Cuadro 1).

Al respecto, Ojeda et al. 2012, trabajando
con micropropagacion en pitahaya, sefia-
la que la mayor tasa de propagacion (pro-
liferacion de brotes), se obtuvo cuando
los explantes se cultivaron usando una
dosis alta de 2.0 mg/l BAP.

Medios de multiplicacién
Figura 1. Numero de brotes por explante

en tuna para tres medios
de multiplicacion

Por su parte, Pacheco 2015, reporta que
la concentracién y combinacion de regu-
ladores de crecimiento de 1mg/l de BAP
+ 0.5 mg de P-Ca, generé 7.24 bro-
tes/explante en tres variedades de nopal.

Con el medio de multiplicacion M2 (3
mg/l BAP + 0.5 mg/l AIA + 0.085 mg/l
fosfato monobaésico), se obtuvo 4.25 bro-
tes/explante.

Este bajo nimero de brotes por explante,
puede deberse a que el AlA inhibe el
crecimiento de yemas axilares cercanas
(Aguirre et al. 2010).

Pacheco (2015), obtuvo 6 brotes/explante
de tuna, utilizando 3 mg/l de BAP.

Desarrollo de Tecnologias



Con el medio M3 (0.2 mg AG3 + 2 mg
2-4D) se obtuvo 1.6 brotes/explante y es
el medio que tiene 2-4D como fuente de
auxina, que tiene la capacidad de produ-
cir un agrandamiento y alargamiento
celular; al mismo tiempo promueve la
division celular en el cultivo y estimula el
crecimiento de los tallos (elongacion)
(Aguirre et al. 2010). Como es evidente,
la interaccion de las dos hormonas en el
M3, hizo que los explantes crecieran en
altura, pero el nimero de brotes fue mi-
nimo.

La combinacion de BAP, AG3 y adenina
gue se tiene en el medio de multiplica-
cién M1, es la de mejor respuesta en la
fase de multiplicacion, debido al uso de
la cantidad y la combinacién adecuada
para el cultivo de tuna de las hormonas
de crecimiento, ya que BAP y la adenina
son citoquininas que estimulan la divi-
sion celular y el crecimiento de las yemas
laterales (Aguirre et al. 2010). EI AG3
estimula y regula el desarrollo de las
plantas (Bayer, 2013).

2. FASE DE ENRAIZAMIENTO
Ndmero de raices

El analisis de varianza para esta variable,
mostré que el modelo estadistico aplica-
do, fue el apropiado.

Los cuatro medios de enraizamiento
(Cuadro 2) tuvieron resultados altamente
significativos (P = 0.0324) en los explan-
tes, debido a la diferente concentracion
de sales de MS en cada tratamiento:

T1:25%
T 2: 50%
T 3: 75%
T 4:100%
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La Figura 2, muestra que la concentra-
cion de sales MS al 50%, es la que mayor
nimero de raices genera, con 4.62 rai-
ces/explante.

Sharry et al. (2015) sugieren un medio
para inducir el enraizamiento con un 50%
de concentraciéon de solucion de Mu-
rashige y Skoog; en el presente ensayo,
los medios de enraizamiento evaluados,
tuvieron 0.5 mg/l AIA, lo cual estimul
la formacién de raices laterales o adven-
ticias (Aguirre et al. 2010).

Sharry et al. 2015, indican que las sales
de MS desarrollaron un medio nutritivo
con el que lograron un crecimiento rapi-
do en tejidos de tabaco.

La Figura 2 muestra, a partir de los coefi-
cientes de determinacion, que el nimero
de raices cambia cuadraticamente a me-
dida que la concentracion de solucion de
sales de Murashige y Skoog (MS) au-
menta, logrando que las vitro plantas de
tuna, aprovechen mejor los nutrientes.

Con frecuencia es de interés la ecuacion
de regresion correspondiente a la pobla-
cion de donde se obtuvo la muestra
(Spiegel y Stephens 2009).

Con este supuesto, se puede sefialar que
los resultados de la presente investiga-
cién, muestran que la concentracion ade-
cuada, segun la regresion polinomial, es
de 68.47% de sales de Murashige y
Skoog,

Con esta concentracion se puede obtener
un promedio de 4.75 raices/explante, por
lo cual, el nivel de 68.47% de sales MS,
es Optimo para obtener una adecuada tasa
de reproduccion, bajo las condiciones
manejadas en el ensayo con tuna forraje-
ra.
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Figura 2. Tendencia cuadratica y lineal para el nUmero de raices/explante,
como respuesta a cuatro concentraciones de sales en la fase de enraizamiento,
en la micropropagacion de tuna forrajera

3. FASE DE ACLIMATACION

El porcentaje de sobrevivencia no presen-
to diferencias para los 4 sustratos, lo que
refleja la gran rustiticidad de la tuna. Sin
embargo, segun las caracteristicas del
sustrato, se observO que la arena era la
que menos humedad conservaba, provo-
cando una menor tasa de crecimiento de
los plantines de tuna. En el sustrato com-
puesto (cascarilla de arroz + arena + tie-
rra vegetal, en partes iguales), se noté de
manera general mejores caracteristicas de
crecimiento, vigor y apariencia, con ex-
plantes vigorosos. Finalmente, a la 6ta.
semana, los plantines aclimatados no
presentaron diferencias en tamafio ni
sobrevivencia, la cual fue del 100% en
los 4 sustratos empleados, lograndose un
total de 600 vitro plantas (3 repeticiones
de 50 plantines, en los 4 sustratos).

Costos
En la fase de multiplicacion, el medio

M1 es recomendado por el 6ptimo nlime-
ro de brotes, pero también por los costos,

ya que llegan a 34.18 Bs por litro de me-
dio de multiplicacion.

En la fase de enraizamiento, el costo fue
directamente proporcional a los medios
evaluados de acuerdo a su concentracion.
El costo con la concentracion de sales de
MS del 68.47%, fue de 16.2 Bs por litro
de medio de enraizamiento.

Para la fase de aclimatacion se determi-
né que el sustrato adecuado fue tierra
vegetal, por el costo, que fue de 0.027
Bs/plantin (es decir 2.7 Bs/1000 planti-
nes) y por sus caracteristicas fisicas, ya
que tiene particulas relativamente gran-
des de materia organica.

Considerando todos los costos directos
antes detallados, el Cuadro 3 estima el
costo directo total para producir 1000
plantines; finalmente el Cuadro 4, pre-
senta el costo total por plantin, conside-
rando partidas complementarias de mate-
riales, insumos y servicios, bajo las con-
diciones de manejo y desarrollo, plantea-
das en el presente trabajo.
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Cuadro 3. Costos directos de los medios para la micropropagacion
de 1000 vitroplantas de tuna forrajera, en condiciones de laboratorio

Descripcién Unidad Cantidad Costo uni- Costo
tario (Bs) total (Bs)
Medio de establecimiento Litro 0.38 10.0 3.8
Medio de multiplicacién Litro 4 34.2 136.7
Medio de enraizamiento Litro 4 16.2 64.8
Sub total 205.3
Sustrato para aclimatacion kg 27 0.1 2.7
Total 208.3

Cuadro 4. Estimacion del costo total por unidad de plantin de tuna forrajera
(a partir de 1000 plantines) y precio unitario determinado para comercializacion

Materiales (A) Costo (B) Mano de (C) Servicios (Bs)
directo (Bs) obra (Bs)
. 10 600 100
Material vegetal . . .
(laboratorista) (energia eléctrica)
Medio de micropropagacion 208 . 309 30 (agua)
(viverista)
Equipos 109
Insumos 144
Total 471 900 130

Costo total por 1000 plantines: (A) + (B) + (C) =471 + 900 + 130 = 1501 Bs

Costo unitario por plantin de tuna forrajera: 1501/1000 = 1.5 Bs

Precio unitario considerando una utilidad neta de 30%: = 1.95 Bs/plantin

Un andlisis del punto de equilibrio en el
caso de las vitroplantas generadas, reveld
que la cantidad minima de produccién
para cubrir los gastos, es de 225 planti-
nes. En caso de que la cantidad sea me-

Conclusiones

e El medio de cultivo més adecuado
para la multiplicacion de explantes de
tuna forrajera fue el M1 (BAP, AG3,

nor, todo el proceso generaria pérdida,
dados los elevados costos de produccion,
ya que la multiplicacion in vitro tiene
como principal objetivo la propagacion
de plantines a gran escala, en todas sus
diferentes fases. Claro estd que si se lle-
gara a producir mas de 1000 plantines, el
costo unitario se reduciria al optimizar
procesos y utilizacion de equipos.

adenina), con el que se alcanzé 11.45
brotes/explante, en 135 dias.

e En la fase de enraizamiento, el nime-
ro de raices se maximiza al 68.47% de
concentracion de las sales de Mu-
rashige y Skoog (MS), para una media
de 4.75 raices/explante, en 30 dias.
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e Los cuatro sustratos evaluados, en la
fase de aclimatacion, son éptimos por
el alto porcentaje de sobrevivencia
observado en todos los tratamientos, y
por la elevada rusticidad de esta espe-
cie.

e EIl costo directo de produccion por
plantin de tuna fue de 1.95 Bs toman-
do en cuenta los costos de los medios
de cultivo més Optimos evaluados,
con 225 plantines a producir para al-
canzar el punto de equilibrio.
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Imagenes de respaldo de las tres fases consideradas en el ensayo:

MULTIPLICACION

ENRAIZAMIENTO

ACLIMATACION
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