Revista de Agricultura, Nro. 58 - Diciembre de 2018

Propagacion in vitro de mora (Rubus sp.)
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Resumen. La mora (Rubus sp.), es una especie fruticola silvestre que se encuentra
amenazada o en peligro de extincibn debido a factores antropogénicos, por lo que su
conservacion, en el presente, es muy importante. El objetivo fue ajustar los protocolos de
propagacion in vitro y generar informacién acerca de esta especie para el pais. El mate-
rial fue introducido a laboratorio en mini esquejes de 1 a 1. 5 cm En la fase de multiplica-
cibn se combinaron tres niveles de macro nutrientes (/4, s, /4) AG3 (0.5 y 1 mg/ll)y
BAP 0-05-1-1 5 2 mg/l). En la fase de enraizamiento se combinaron niveles de
macro nutrientes (1, %/, '/»), auxinas (AIB y AlA) con cuatro niveles de cada uno (0.25 —
0.5 - 0.75 y 1 mg/l). Se utiliz6 un disefio de bloques completos al azar en cada fase. En
la primera fase, la tasa de multiplicacion mas alta fue de 8.28, con el uso de 1 mg/l de
BAP, y explantes de calidad de 4.5 yemas y 1.7 cm en promedio, utilizando 0.5 mg/l de
AG3y %/, de macro nutrientes, por lo que la reduccion de las sales resulta positiva. En la
fase de enraizamiento, AIB super6 a AlA y alcanzd el 100% de enraizamiento con 9.5
raices en promedio, aplicando 0.75 mg/l y 1 de macro nutrientes.
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Summary: The blackberry (Rubus sp.) propagation in vitro. The blackberry (Rubus
sp.), is a wild fruit species that is threatened with extinction or endangered due to anthro-
pogenic factors, so its conservation, is very important, at present. The objective was to
adjust the in vitro propagation protocols and generate information about this species for
the country. The material was introduced to the laboratory in m|n| cuttmgs from 1 to 1.5
cm. In the multiplication phase, three levels of macro nutrients ( 14, U, /4) AG3 (0.5 and 1
mg/l) and BAP (O 0. 5 - 1-1.5 -2 mg/l) were combined. In the rooting phase, macro
nutrient levels (1, %, '/»), auxins (AIB and AIA) were combined with four levels of each
(0.25 - 0.5 - 0.75 and 1 mg/l). A randomized complete block design was used in each
phase. In the first phase, the highest multiplication rate was 8.28, with the use of 1 mg/| of
BAP, and quality explants of 4.5 yolks and 1.7 cm on average, by using 0.5 mg/l of AG3
and */, of macro nutrients, consequently, the reduction of salts is positive. In the rooting
phase, AIB surpassed AlA and reached 100% of rooting with 9.5 roots on average, apply-
ing 0.75 mg/l and 1 of macro nutrients.

Keywords: Biotechnology; Germplasm; Asexual reproduction; Auxinas.

Introduccion bién por la alta diversidad de unidades

biogeograficas y ecosistemas que coinci-
Una de las principales caracteristicas de den en e! paig (Beck 2003). Un ejemplo
Bolivia se manifiesta en su mega diversi- de esta dlver51daq es la especie .R.ubus sp.
dad, representada no soélo por el alto nu- (mora), perteneciente a la familia Rosa-
mero de especies flora y fauna, sino tam- ceac.
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Es un cultivo fruticola que se encuentra
distribuido en los bosques y matorrales
andinos humedos hasta hiper himedos de
los Yungas Peruano Bolivianos.

En Bolivia existen 23 especies en estado
silvestre (Altamirano 2009), que se cons-
tituyen en un material genético valioso,
donde varias se encuentran vulnerables,
amenazadas o en peligro de extincion,
por la conversion de zonas virgenes en
zonas agricolas, por lo que su conserva-
cion para un futuro, depende de la forma
de proteccidon que se le brinde en el pre-
sente, y es en esta etapa en la que la bio-
tecnologia juega un rol muy importante,
pues gracias a sus beneficios, se puede
realizar un manejo de material valioso en
condiciones controladas y generar bancos
de germoplasma con especies silvestres
para su conservacion.

La mora, por ser un cultivo originario de
Bolivia, deberia ser considerada una prio-
ridad para la investigacion, sin embargo
no ha sido suficientemente estudiada, por
lo que este trabajo busca generar infor-
macion acerca de la propagacion asexual
de este frutal, con la finalidad de recupe-
rar y valorar parte de la biodiversidad de
frutales nativos del pais.

Materiales y métodos

La investigacion se llevo a cabo en el
Laboratorio de Biotecnologia de la Fa-
cultad de Ciencias Agricolas y Pecuarias
de la Universidad Mayor de San Simon
en Cochabamba. El material vegetal fue
recolectado de las provincias Carrasco y
Chapare en Cochabamba. Los brotes
sanos y vigorosos, con tres hojas como
minimo y de mejor aspecto, fueron lleva-
dos al laboratorio para su establecimiento
in vitro.

Para la fase de multiplicacion se preparo
el medio de cultivo en base a la formula-
cion de sales de Murashige y Skoog
(1962) con la combinacion de niveles de
macro nutrientes (*/4, %, %), AG3 (0.5 y 1
mg/l) y BAP (0 — 0.5 -1 -1.5 - 2 mg/l),
con un disefio de bloques completos al
azar, con 30 tratamientos y 4 repeticio-
nes. La unidad experimental const6 de un
frasco con 5 explantes cada uno. Las
variables de respuesta fueron: nimero de
brotes, tasa de multiplicacion (niimero de
explantes por explante inicial), numero
de yemas y tamafio de brotes.

Para la fase de enraizamiento se prepard
el medio de cultivo MS, con la combina-
cion de niveles de macro nutrientes (1,
*/4, 1), dos auxinas (AIB y AIA) y cuatro
concentraciones de las mismas (0.25 - 0.5
— 0.75 - 1 mg/l), con un disefio de blo-
ques completos al azar, con 24 tratamien-
tos y 4 repeticiones. Las variables de
respuesta fueron: enraizamiento (en %),
numero y longitud de raices.

Resultados y discusion
FASE DE MULTIPLICACION

Numero de brotes. Para el nimero de
brotes, en el andlisis de regresion (Figura
1), se observa que el nivel optimo que
maximiza esta variable es 1.2 mg/l de
BAP, alcanzando en promedio 6.7 brotes
por explante.

Villa, et al. (2005) obtuvieron 3.99 brotes
aplicando 1 mg/l de BAP; Loayza (2008)
observo que al exceder 1 mg/l de este fito
regulador, se inhibe la dominancia apical,
provocando mayor numero de brotes
laterales.
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Figura 1. Regresion polinomial para
numero de brotes * niveles de BAP

Tasa de multiplicaciéon. La curva de
regresion polinomial para la tasa de mul-
tiplicacién, muestra una tendencia cua-
dratica, teniendo un punto maximo con la
aplicacion de 1 mg/l de BAP, a partir del
cual la curva desciende al incrementarse
el nivel de BAP (Figura 2)
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Figura 2. Regresién polinomial
para la tasa de multiplicacion
en funcién a niveles de BAP

La diferencia encontrada en los resulta-
dos para esta variable, en comparacion
con el nimero de brotes es minima, ya
que aplicando 1.2 mg/l BAP, se obtiene
6.7 brotes, pero los explantes son dema-
siado pequefios por la inhibicion de la
dominacia apical; al utilizar 1 mg/l de
BAP, la tasa de multiplicacion es de 8.28
explantes; si se considera la aplicacion de
1 mg/l de BAP, ademas de obtener mayor
numero de plantas en el repique, se ob-
tiene plantas de mejor calidad y se redu-
cen los costos de produccion. Forni y
Pasqual (1996), observaron aumento en
la tasa de multiplicacion con 1mg/l de
BAP; Villa et al. (2005), obtuvieron una
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rapida proliferacion de brotes aplicando
este mismo nivel.

Loayza (2008), observo que al exceder 1
mg/l de BAP, se inhibe la dominancia
apical, provocando mayor numero de
brotes y disminucion de tamafio de los
mismos.

Tamaifio de brote. El efecto de la inter-
accion de los niveles de macro nutrientes,
con los dos niveles de AG; para tamafo
de brotes, no es estadisticamente signifi-
cativo, por lo que la aplicacion de 1 mg/1
0 0.5 mg/l de AG;, da resultados simila-
res, en este caso 1.7 a 2 cm, pero el uso
del nivel mas bajo (0.5 mg/1), es el mejor
en términos econdémicos, a pesar de esto,
se ha demostrado que el AG; es indispen-
sable para evitar el desarrollo de enanis-
mo de brotes.

Las diferencias de esta interaccion se
notaron mas en el comportamiento fisio-
logico, pues los explantes a los que se les
aplico Y4 y 2 de MS, indistintamente del
nivel de AG;, presentaron deficiencias,
tales como amarillamiento de hojas, pali-
dez y debilidad en los tallos; por lo con-
trario, los explantes a los que se aplicod %
de MS, mostraron vigor en los tallos y
buen color de hojas, por lo tanto buena
calidad para un repique posterior, demos-
trando, de esta manera, que solo con re-
ducir la concentracion de medio MS a %,
se logra un mejor desarrollo de las plan-
tas, a la vez de reducir costos.

Numero de yemas. Las regresiones de
niveles de macro nutrientes con niveles
de BAP para el numero de yemas, no
mostraron diferencias estadisticas; alcan-
zando el punto mas alto de 5.5 ye-
mas/explante en ausencia de BAP; sin
embargo estos explantes tenian un aspec-
to débil, de tallos muy delgados, pocas
hojas y sin presencia de brotes, ya que
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estos eran explantes inicos. Aplicando 1
mg de BAP (punto medio) en combina-
cién de Y2 de macronutrientes, se obtuvo
en promedio 5 yemas/explante, y con 1
mg de BAP con % de macro-nutrientes,
se obtuvo 4.5 yemas, estas ultimas pre-
sentaron un aspecto muy bueno de cali-
dad, con tallos mas gruesos, vigorosos y
con varias hojas y brotes.

Marulanda et al. (2000), trabajando con
cuatro variedades de frambuesa in vitro,
en medio Anderson y utilizando 2.0 mg/1
de BAP, obtuvieron 3.6 a 3.8 ye-
mas/explante, datos que comparados a la
presente investigacion son bajos. Cisne et
al. (2004), obtuvo con 2.5 mg/l de BAP,
un promedio de 4.13 yemas y 3.13 hijos.

Los efectos de los macro nutrientes se
reflejaron mas en las caracteristicas mor-
fologicas y fisiologicas que estadisticas,
(la presente investigacion no se basd en
puntos maximos de las variables) pues a
menor nivel se observaron explantes de
hojas amarillas, con tallos débiles debido
a deficiencias, por lo que su uso es im-
portante para la nutriciéon y obtencion de
explantes de calidad.

FASE DE ENRAIZAMIENTO

Numero y tamafo de raices. Las dos
auxinas tuvieron efectos similares, no se
observaron diferencias estadisticas, sin
embargo se observaron diferencias en
cuanto al aspecto de las raices. AIA pre-
sent6 raices delgadas, débiles y pocas
raices secundarias; por el contrario AIB
produjo raices mas gruesas, uniformes y
fuertes (Figura 3).

El mayor niimero de raices alcanzado fue
de 9.5 en aplicacion del nivel mas alto,
en este caso 1 mg/l indistintamente de la
auxina. El incremento de concentracion
de las auxinas indujo a la proliferacion de

raices. Davies (1988), observo que en los
medios donde la emision de raices era
escasa, no existia auxina y se producia
raices de gran longitud. Por el contrario,
alli donde se producia un gran niimero de
raices, por efecto de la auxina, eran de
menor longitud, por accién de la auxina
como inhibidor de elongacion de raices,
caracteristicas que también se observo en
la presente investigacion.

ol

Figura 3. Arriba: plantas en las que se
aplico AIB. Abajo: plantas con AlA

El aumento de concentracion de auxinas,
provoca un efecto estimulador de raices
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hasta un cierto valor, a partir del cual un
incremento tiene un efecto inhibitorio
(Fachinello et al., citados por Centellas
1996).

Porcentaje de enraizamiento. Para el
enraizamiento se encontrd que el com-
portamiento de AIB, en los tres primeros
niveles (0.25 - 0.5 - 0.75 mg/1) mantienen
un 100%, superando a AIA que alcanzé
93.5% (Figura 4).

En resumen, ante la respuesta obtenida
entre los niveles de MS y niveles de au-
xinas, en la mayoria de los tratamientos
los explantes enraizaron, esto sin consi-
derar el tratamiento al que fueron some-
tidos pues las diferencias son muy pe-
quefias.

En el caso de las concentraciones de
AIB, se realizaron estudios de enraiza-
miento en diferentes especies de Rubus,
bajo la aplicacion de 1 y 3 mg/l, obte-
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Conclusiones
FASE DE MULTIPLICACION

e El mayor numero de brotes obtenido
fue de 7 y la mayor tasa de multipli-
cacion fue de 8.28 explantes, utili-
zando 1 mg/1 de BAP.

e La mejor calidad de brote (4.5 yemas
de 1.7 cm aproximadamente) se ob-
tuvo aplicando la combinacion de 0.5
mg/l de AG3 con % de macro nu-
trientes.

FASE DE ENRAIZAMIENTO

e FEl 100% de enraizamiento se alcanzo
utilizando AIB.

e El mayor nimero de raices fue de 9.5
trabajando con 0.75 mg/l de este fito
regulador, en combinacion con 1
mg/l de macro nutrientes.

niendo también resultados positivos
(Cisne et al. 2004).
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Figura 4. Efecto de los niveles de auxinas para el porcentaje
de enraizamiento en funcion a los niveles de auxinas

Medias seguidas de la misma letra (minuscula para los niveles de auxinas y mayuscula
para las auxinas), no difieren entre si por el test de Duncan al 5% de probabilidad.
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