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DE Rubus glaucus BENTH PARA EL DEPARTAMENTO DE RISARALDA (COLOMBIA)

STABLISHMENTAND IN VITRO PROPAGATION OF SELECTED PLANTS OF Rubus glaucus
FOR THE DEPARTMENT OF RISARALDA (COLOMRIA)
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Resumen

El presente trabajo de investigacién sellev a cabo en el laboratorio de biotecnologfa de 1a Facultad de Ciencias Ambientales
de la Universidad Tecnolégica de Pereira, Colombia, con et obietivo de establecer Ja tecnologfa para la propagacion in vitro
de Rubus glaucus. E) material vegetal se colectd en la coleccion de germoplasmade la Corporaci6n Agricola Colotnbiana
(Corpoica) Regional 9, Manizales, Caldas. Los éxplantes seleccionados fueron desinfectados y establecidos en medio MS
suplementado con 1 mg/l de GA, y 1 mg/l de BA. Fueron evaluados diferentes gelificantes y reguladores de crecimiento
parala fase de multiplicacién. La contaminacién sistemdtica fue controlada con Claforén 50 mg/l en ef medio de cultivo; ed
Phytagel® fue el mejor gelificante, en tanto que la combinacidn hormonal GA, 1.5 mg/l y BA 1.5 mg/l permitié obtener
11.6 brotes por explante en la fase de multiplicacién,

Palabras clave: cultivo ir vitro, propagacion masiva, micropropagacién, mora de Castilla, Risbies glaucus.

Absiract

The present work was carried at the plant biotechnology laboratory in the Environmental Sciences Faculty of the
Technological University of Pereira, Colombia, for developing a technology for the in vitro propagation of Kubus glaucus.
* The plant material was collected from germplasm collection of Corporacitn de Investigacién Agricola Colombiana
(Corpoica) Regional 9, Manizales, Caldas. Explants were desinfected and planted on MS medium suplemented with | mg/
1 GA, and 1 mg/t BA. Different gelling agents and growth regulators were evaluated for the propagation stage. The
systemic contamination was controlled by the adding of Claforén 50 mg/l in the medium. Phytagel® was the best getling
agent and the combination of BA 1.5 mg/l plus 1.5 mg/1 GA, were the best conditions for the propagation stage, wich

allowed to obtein 11.6 new buds per explant at the multiplication stage.
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INTRODUCCION

Rubus glaucus (Benth), que se conoce como mora
de los Andes o mora de Castilla, es una especie
inica que combina caracteristicas de los “black
raspberry” (subgénero Idaecbarus) y de los “black-
berry” (subgénero Rubus), y es un anfidiploide fér-
til (alelotetraploide, que fusiona los dos genomas)
{(Jennings, 1988). Rubus glaucus constituye una
de las nueve especies comestibles del género,
nativa de los Andes colombianos, y es la nica

especie del género Rubus cultivada comercial-
mente; esta especie tiene mucha demanda en el
mercado nacional e internacional y existe mu-
cho interés en su cultivo para satisfacer la de-
manda de la agroindustria e incrementar la oferta
comercial {Ramirez del Castillo, 1989). Se culii-
va por sus frutos, que se consumen crudos, en
jaleas y en refrescos. Es, como la mayoria de los
Rubus, una planta perenne que emite ramas o
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caias de un tallo corto, formando una macolla
hasta de cinco metros de didmetro. Las ramas y
hojas estdn provistas de espinas curvas, y los
tallos jévenes y el envés de las hojas estdn cu-
biertos de una cera blancuzca que le da el color
caracteristico a la especie {Le6n, 1987).

En Colombia el cultivo de la mora de Castilla
(Rubus glaucus) ha estado restringido a huer-
tos caseros y su tecnificacion a gran escala ha
estado limitada por la dificultad en la obten-
¢ién de material para siembra de buena cali-
dad genética y sanitaria, asi come en velumen
suficiente para iniciar una nueva plantacién
(Montoya et al., 1997).

La propagacién sexual no es recomendable de-
bido a la baja cantidad de semillas fértiles en cada
fruto, el largo periodo de germinacién y el lento
desarrollo de las plantulas. Actualmente la pro-
pagacién se realiza por la via asexual, acodo y
estaca. La propagacién por estaca presenta difi-
cultades porque en la etapa de enraizamiento y
brote de las primeras hojas y ramas, la estaca ago-
ta sus reservas, y pierde vigor para continuar su
desarrollo y eventualmente muere (Montoya et
al., 1997). En busca de ofrecer localmente plan-
tas de mora en cantidad suficiente y de buena
calidad genética y fitosanitaria se inicié este tra-
bajo de propagacidn in virro. Las técnicas del
cultivo in vitro son un instrumento de gran im-
portancia para propagar masivamente plantas de
alta calidad, en condiciones controladas, peque-
fio espacio e independientemente de las condi-
ciones externas.

Aunque hay antecedentes de propagacion in vi-
tro de Rubus glaucus en Colombia, como los tra-
bajos de Ramirez y Angarita Zerda (1990), Castro
y Gaviria (1995), Ramirez et al. (1998) y Her-
nandez et al. (1999), no se conoce un proyecto
de propagacién industrial de vitroplantas de mora,
establecimiento en vivero y entrega a los agricul-
tores de las plantas obtenidas, con el apoyo de
instituciones encargadas del fomento y la comer-
cializacién de frutas,
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Por las anteriores razones se establecid el conve-
nio entre el Comité Departamental de Cafeteros
de Risaralda, Corpoica (Corporacion de Investi-
gacidn Agricola Colombiana), Regional 9, Cal-
das, y la Universidad Tecnoldgica de Pereira para
la realizacién del presente trabajo.

MATERIALES Y METODOS

Seleccion y manipulacion
del material vegetal

La presente investigacién se realizé en el labora-
torio de Biotecnologia Vegetal de la Facultad de
Ciencias Ambientales de la Universidad Tecno-
légica de Pereira (Risaralda, Colombia). Las ac-
cesiones seleccionadas pertenecen a la especie
Rubus glaucus y son parte de la coleccidén de
germoplasma seleccionada y establecida por Cor-
poica (Regional Caldas). La seleccion de cultiva-
res de mora, por parte de los técnicos de Corpeica,
se llevd a cabo con base en pardmetros de pro-
ductividad, adaptacién a condiciones climaticas
especificas, buenas condiciones fitosanitarias,
tamafio y calidad de los frutos. Se enviaron mate-
riales de los municipios de Anserma, Manzana-
res, Quinchia, Gudtica, Riosucio, San Antonio,
Picora y Guarne. Las fuentes de material vegetal
fueron ramas productivas {conocidas como hem-
bras), v las ramas ¢ tallos fueron colectados en el
banco de germoplasma en Corpoica (Regional
Manizales, Caldas). Se utilizd la metodologia des-
crita por Castro y Gaviria (1995) y Ramirez et al.
(1998), para establecer las estacas de campo en
invernadero.

Desinfeccidn y establecimiento in vitro

Los explantes fueron colectados en el invernade-
ro temprano en la mafiana y trasladados al labo-
ratorio para la desinfeccidon. El medie de cultivo
utilizado para el establecimiento fue Murashige
y Skoog (1962) a la mitad de la concentracidn,
tiamina 0.2 mg/l, L-cisteina 100 mg/l, 4cido as-
¢6rbico 100 mg/l, mio-inositol 100 mg/l, sacaro-
sa 15 g/l, y como reguladores de crecimiento
benciladenin a 1 mg/l y dcido giberélico 1 mg/l.
Para contrelar la contaminacién sistémica con
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bacterias se evalud la adicién o no del antibiético
Cefotaxime (Claforan) en el medio de cultivo a
una concentracion de 50 mg/l.

Fase de multiplicacién

Para la fase de multiplicacidn se utilizaron las sales
minerales de Murashige y Skoog (1962) suple-
mentadas con tiamina 0.4 mg/l, cisteina 100 mg/
1, mio-inositol 100 mg/l, dcido ascdrbico 100 mgf
1 y sacarosa 30 g/i, varidndose el tipo de gelifi-
cante y las concentraciones de reguladores de
crecimiento, segtin las tablas 1 y 2.

Tabla 1. Evaluacién del gelificante
en medio de multiplicacién

Tratamiento Gelificante
A 2.7 g/l Phytagel®
B 7 g/l apar
C liquido

Tabda 2. Evaluacidn de concentraciones hormonales
en medio de multiplicacidn

Tratamiente | Concentraciones hormonales

A 1.5 mg/ BA + 1.5 mg/l GA,

B 2.0 mg/l BA + 2.0 mg/l GA,

En los experimentos se emplearon 100 explantes
por tratamiento con cuatro repeticiones cada uno
y un disefio experimental de bloques al azar. Se
tomaron datos de porcentaje de supervivencia,
altura media, formacién de callo, nimero de ye-
mas y vitrificacion. Se realizd un andlisis de va-
rianza simple de efecto fijo (ANOVA) y un anélisis
de rango miiltiple de Duncan con el paquete es-
tadistico Statgraphic 3.1. Los datos fueron trans-
formados por Vx + 1 para variables discontinuas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Desinfeccién y establecilhiento in vitro

El empleo de Clafordan a 50 mg/l afadido como
antibidtico al medio de establecimiento permiti6,
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después de dos subcultivos sucesivos, el control
de la contaminacién sistémica (figura 1). En los
explantes de la procedencia Quinchia se obtuvie-
ron porcentajes de supervivencia del 45% y en
las procedencias Gudtica y San Antonio se obtu-
vieron 16 y 23%, respectivamente. Los explan-
tes establecidos in vitro tienen una excelente
apariencia y producen un promedic de tres bro-
tes cada uno, los cuales son transferidos a medio
de multiplicacion.

Fase de multiplicacién

Evaluacion del gelificante en medio de multipli-
caciéon. Los resultados obtenidos con la utiliza-
ci6n de Phytagel® y agar como gelificantes,
comparados a la vez con el medio liquido, se
muestran en las figuras 2, 3 y 4.

En la figura 2 se observa que hay diferencias sig-
nificativas entre los tres tratamientos sobre la altu-
ra media de los brotes. El mayor promedio de altura
se encontrd en el medio liquido seguido por Phyta-
gel® y agar, lo cual se debe -a una mayor movili-
dad de los nutrientes en el medio, asi como a la
difusién de sustancias t6xicas producidas por el
metabolismo de las plantas {Orellana, 1998).

El coeficiente de multiplicacién de la mora en el
cultivo in vitro es elevado (figura 3), y el gelifi-
cante empleado tiene una influencia directa en
este proceso, como se puede ver al analizar los
resultados obtenidos con el Phytagel®.

Existen diferencias en el crecimiento y la multi-
plicacidn de los explantes segtin el tipo de gelifi-
cante que se utilice. En cafia de aziicar, Phytage]®
y Agargel® resultaron superiores al agar, tanto en
el coeficiente de multiplicacion como en la ga-
nancia en peso {(Jiménez et ai., 1995). Estos geli-
ficantes tienen ademais la ventaja de ser més
transparentes, o que facilita la deteccién de con-
taminantes en el medio de cultivo (Orellana,
1998). En este trabajo la utilizacién de Phytagel®
permitié obtener 11.6 brotes por explante er cada
subcultivo; otros autores trabajando con Rubus,
come Zimmerman et al. (1995), observaron tam-
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Figura 1. Efecto de la inclusidn de antibidtico en el medio, sobre el establecimiento
in vitro de explantes colectados en vivero (tratamiento 1 sin antibiético y tratamiento

2 con antibidtico)
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Figura 2, Efecto del gelificante sobre la altura media

bién un incremento en la proliferacién de yemas
en dos variedades de “raspberries” cuando utili-
zaron como gelificante una mezcla de almidén
con Gelrite®, compuesto que resulta entre 10 y
15% mds econdmico que el agar. Por otra parte,
el hecho de que en el medio liquido y en el me-
dio con agar se obtenga también una cantidad
relativamente elevada de yemas y por consiguien-
te un coeficiente de multiplicacién alto, muestra
la alta capacidad organogénica de la mora.
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En este experimento se observd presencia de vi-
trificacién con el uso del Phytagel® (figura 4),
siendo despreciable con el agar y el medio liqui-
do; transcurridos quince dias de realizado el sub-
cultivo, la vitrificacidn desaparece totalmente.

La hiperhidratacién conocida comiinmente como
vitrificacién es un fenémeno observado en mu-
chas ocasiones por varios autores en determina-
das etapas del cultivo in vitro, y es interpretada
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Figura 4. Efecto del gelificante sobre la vitcificacidn

como un aumento en el contenido de agua en las
plantulas, como consecuencia de un desorden fi-
sioldégico causado por la presencia de grandes
cantidades de agua residual en los espacios apo-
plasticos de los tejidos vegetales (Orellana, 1998).
Esta manifestacidn influye negativamente en el
proceso de endurecimiento y adaptacion de las
plantulas a las condiciones ex vitre, por lo que es
necesario minimizar su presencia (Roca y Mro-
ginski, 1993). Aunque los resultados con el me-
dio liquido son superiores para altura media y
vitrificacién, su utilizacién no se recomienda en

la fase de multiplicacién, debido al poco volu-
men de medio de cultivo (3 ml) por frasco, que
se usa para evitar que los explantes estén total-
mente sumergidos, lo que obliga a hacer subcul-
tivos cada tres semanas estrictamente para impedir
un ripido deterioro de las plantas. En la micro-
propagacién de Musa se ha observado unz ten-
dencia a la disminucidon del coeficiente de
multiplicacién con subcultives sucesivos en me-
dio liquido, gue genera problemas de oxigena-
cién, por lo cual este medio no se recomienda
durante periodos largos (Orellana, 1998). Los
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resultados permiten propener al Phytagel® como
la sustancia mas indicada para wtilizar como geli-
ficante, debido no sélo al efecto en la tasa de
multiplicacién sino en términos de costos, por-
que es un compuesto mds econdmico que el agar
y se requieren cantidades menores por litro de
medio de cultivo.

Evaluacién de la concentracién hormonal
en el medio de multiplicacién. El aumento de la
concentracién de citoquinina (BA) y de 4cido gi-
berélico no influye significativamente sobre ¢l
niimero de yemas (figura 5). Con las concentra-
ciones de reguladores probadas, en ambos casos
el nimero de yemas es alto, lo que demostré una
vez mas, en el género Rubus, la importancia de
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combinar BA y GA, para elevar la tasa de multi-
plicacién. Esto ha sido propuesto por otros an-
tores como Broome y Zimmerman {(1978),
quienes utilizaron medio MS con BA | mg/l y
GA, 0.1 mg/l. Ramirez y Angarita (1990) usa-
ron BA 2 mg/l y GA, 1 mg/l para estimular la
elongacion de los tallos de plantulas que eviden-
ciaban un crecimiento arrocetado. Castro y Ga-
viria (1995), utilizando el medio de cultivo WPM
BA con 1 mg/l, GA, 1 mg/l y Gelrite® como geli-
ficante, obtuvieron un promedio de once yemas
por explante. En contraste, la utilizacién de sola-
mente BA provoca una tasa de multiplicacién de
s6lo tres a cuatro brotes por explante, tal como lo
reportan Lépez y Garcia (1991),

s

.o

0.5

10.0

95 L

9.0 1

N° de yemnas

8.5

-
1.5 mg/IBA-) Smg/1 GA; 2mg/I BA-2mg /| GA
Tratomienta

No hay diterencia significativa para p¢0.05 ES * =0..355 ev{*) 0474

Figura 5. Efecto de la concetracién hormonal en el niimero de yemas

Aunque el icido giberélico tiene un reconocido
efecto sobre la eliminacidn del crecimiento arro-
cetado y supresor del enanismo en esta especie
(Ramirez del Castillo y Angarita Zerda, 1990),
los resultados obtenidos indican que un aumen-
to de la concentracién a 2 mg/l no incrementa
significativamente la altura media de las yemas
(figura 6).

Con el aumento en la concentracién de citoqui-
ninas es frecuente observar la formacién de ca-
llos (Ramirez del Castillo y Angarita Zerda, 1990;
Castro y Gaviria, 1995). Los resultados presenta-
dos en la figura 7 muestran cémo el incremento
en'la concentracién de BA aumenta de manera
significativa la produccidn de callos.
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La formacidn de callo en el proceso de multipli-
cacién no es deseable, por lo que es preferible
emplear en el medio de cultivo la concentracion
menor de BA, si se tienen en cuenta también los
resultados de Castro y Gaviria (1995), guienes
empleando concentraciones de hormonas inferio-
res a las utilizadas en este experimento (1 mg/l
de BA y 1 mg/l de GA,), obtuvieron 20% de for-
macion de callo.

Se evidencia que una menor concentracién de
reguladores de crecimiento no implica una dis-
minucién considerable en el nimerc de brotes,
ni tampoco una disminucién en el tamafio de los
explantes. En cambio, ayuda a evitar la forma-
cién de callo, que una vez aparece tiende a debi-
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Figura 7. Efecto de la concentracién hormonal en la formacidan de callo

litar los brotes existentes. Estos resultados corro-
boran los obtenidos por Ramirez y Angarita
(1990) respecto de la importancia de la utiliza-
cién del dcido giberélico en concentraciones de
0.1 a 1 mg/l, en combinacién con BA 1 mg/l en
medio de multiplicacién. Otros autores, como
Oliger er al. (1995) y Reed (1990, 1993), utiliza-
ron para la multiplicacién de Rubus AIB 0.1 mg/
1, BA 1mg/l y GA, 0.1 mg/l. La eliminacién del
GA, reduce la tasa de multiplicacién y favorece
el crecimiento arrocetado de los explantes, como
lo demostraron Lépez y. Garcia (1991).

El comportamiento en campo de las vitroplan-
tas fue superior al de plantas producidas por es-
tacas en cuanto a supervivencia, tasa de
crecimiento, produccién de brotes basales y ra-
mas hembras (tabla 3).

Con la metodologfa descrita anteriormente ha sido
posible efectuar la multiplicacién masiva de plan-
tas de mora y la entrega de 40.000 plantas a los
agricultores beneficiarios del convenio interins-
titucional Comité Departamental de Cafeteros
de Risaralda-Corpoica-Universidad Tecnoldgi-
<a de Pereira.
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Tabla 3. Resultados parciales de la evaluacidn en campo de 1as vitroplantas de mora
Parcela Porcentaje de | Crecimiento | No. de ramas | Ramas hembras | Ramas machas Yemas
supervivencla | promedio (m) pot planta por planta por plania
1
In vitro 100 1.2 3 1 4
Estacas 100 Qs 2 0 2
2
In vitro 100 11 2 2 4
Estacas 80 0.5 1 0 2
3
In vitm 100 1.1 3 1 4
Estacas 100 0.5 i 1 2
CONCLUSIONES

— El mejor medio de cultivo para el estableci-
miento de Rubus glaucus fue MS a la mitad de
concentracién, solidificado con Phytagel® 2.7 g/
1, Clafordn 50 mg/l con BA 1 mg/l y GA, 1 mgfl
y Clafordn 50 mg/l.

— Para la fase de multiplicacién el mejor medio
fue MS con BA 1.5 mg/l y 1.5 mg/l GA,, con
Phytagel® 2.7 g/l.

— La tasa de multiplicacién de mora fue de once
brotes por explante, subcultivando cada cuatro
semanas.

— El gelificante tiene una marcada influencta en
la tasa de multiplicacion, siendo mayor cuando
se utilizan el Phytagel® y medio liquido.
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