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DESARROLLQ DEUNPROTOCOLO PARA LA PROPAGACION MASIVA DE LA MORA DE
CASTILLA (Rubus giaucus Bent) MEDIANTE LA UTILIZACION DEL
CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES IN VITRO

PROTOCOL FOR THE MASIVE PROPAGATION OF BLACKBERRY (Rubus glaucus Bent)
USING /N VITRQ PLANT TISSUE CULTURE

César Augusto Hernéndez!, Maria Elena Lopera', Beatriz Elena Mora' ¥ Juan Fernando Cérdenas’

Resumen

Esta investigacion se realizé con el propésito de desarrollar un protocolo para la propagacion masiva via in vifro de la mora
de Castilla (Rubus glaucus Bent.}, a partir de yemnas axilares de esta Rosaceae con gran demanda en el mercado de
nuestro pais y del exterior. Los mejores resultados de los bicensayos de asepsia fueron obtenidos cuando se utilizé etanol
al 30% durante tres minutos e hipaciorito de sedio al 2.5% durante dos minutos. Los procesos oxidativos fueron controlados
utilizando dcida ascdrbico a 100 ppm. Para 1a etapa de iniciacion los mejores resultados se obmvieron cuando se utilizaron
las siguientes combinaciones hormonales: AIA (1.0 mg/l), BAP (2.0 mg/l) y AG, (0.5 mg/1) en medio basico Murashige y
Skoog (1962). Para la preduccidn de muiltiples brotes se destacé coma el mejor tratamiento aquet en el cual se combinaron
concentraciones de BAP (2.0 mg/1) y AG, (1.0.mg/). En la ctapa de enraizamiento el mejor tratamiento fue el establecido
con medio MS ala mitad de su concentracién y AIA (2.0 mgA) sin carbén activado. Las plantas obtenidas fueron adaptadas
y transferidas posteriormente al campo,

Palabras claves: cultivo in vitre, micropropagacién masiva, propagacién in vitre, mora de Castilla, Rubus glaucus.

Abstract

This research was carried out with the purpose of developing a protocol for the in vitro masive propagation of the
blackberry (Rubus glaucus Bent), using axilary buds as explant from «elite» germoplasm of this Rosaceae, which has
market demand not only in our country but in abroad. During aseptic procedures, the best resulis were obtained when
ethanol at 50% for a period of three minutes or sodium hypoclorite solution at 2.5% for a period of two minutes were used.
The oxidation process was controlled using ascorbic acid at 100 ppm. During the initiation step stablished thai the interaction
of TAA (1.0 mg/l), BAP (2.0 mgh) and GA, (0.5 mg/1) in Murashige and Skoog (1962) basic medivm was the best
treatment for this stage. For the production of multiple shoots it was pointed out that the BAP (2.0 mg/) and GA, (1.0
mg/l) were proved as an adequate treatment, while during the rootig stage, the good results were gotten when was used
half concenirations of MS medium and IAA (2.0 mg/l) without activated charcoal. The plantles developed were succesfully
adapted in the field.
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INTRODUCCION

En Colombia la mora de Castilla también es conocida
como «mora de los Andes», en Ecuador y Peri

como «mora azul» vy en Estados Unidos como
«blackberry».

La mora de Castilla es en la actualidad, dentro de
la familia de las rosiceas, una de las frutas mds
apetecidas tanto en el mercado nacional como en el
internacional. Su cultivo presenta una importante
demanda principalmente por su sabor, apariencia,
calidad y utilizacidn de sus frutos.

Aprovechando que el pais se interesa actualmente
por los frutales, y entre ellos la mora de Castilla, es
necesario desarrollar técnicas de laboratorio y de
campo actualizadas, mejoradas y modernas que
permitan no sélo el maximo rendimiento del cultivo,
sino también conocer su fisiologia bdsica. De esta
manera se pueden complementar técnicas que
reemplacen las formas artesanales que
tradicionalmente se han usado en todas las regiones
del pais para poder suplir las demandas en lo que
hace referencia a la elaboracion de jugos, yogures,
postres, helados, etc.

En Colombia la mora de Castilla es un renglén
importante dentro de la economia nacional, lo que
se demuestra observando que en el afio de 1996 se
tenian sembradas 3815 ha con un rendimiento de
8.70 ton/ha, lo que equivale a una produccién
aproximada de 33,535 ton, sin que esto alcanzara a
suplir la demanda interna de nuestro pais (Corpoica,
1997). Arias (1994) establecié que el municipio de
mayor produccién de mora de Castilla del Oriente
antioquefio era Santa Elena (corregimiento de
Medellin), con una produccién de 0.22 kg/planta/
semana, 11.30 kg/ planta/afio y 29.279.40 kg/ha/
aflo, por encima de municipios como Guarne,
Rionegro, El Retiro y La Ceja.

Normal y tradicionalmente 1a mora de Castilla se
repreduce por acodos y en algunos casos por
estacas; sin embargo, estos procedimientos
presentan diferentes tipos de problemas
reproductivos debido a lo siguiente: 1. El niimero
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de ramas productivas es bajo; 2. Por acodo de punta
se obtiene una sola planta por rama, lo que implica
una reduccién en la capacidad productiva de la
fruta; y 3, Las estacas tienen baja capacidad de
enraizamiento,

Teniendo en cuenta estos aspectos, la técnica del
cultivo de tejidos vegetales in vitro se constituye
en una alternativa, algunas veces con mayores
ventajas que los sistemas tradicionales
anteriormente mencionados, con beneficios para el
propagador de plantas, ¢l mejorador, el fitopatélogo
y €l agricultor, puesto que pueden contar con
plantas limpias y propagadas rdpida y
abundantemente, ademds de que les permite
manejar més racionalmente los problemas sanitarios
y reducir en muchos casos las aplicaciones de
pesticidas (siempre y cuando se realice un manejo
tecnificado del cultivo establecido) (Gaviria, 1992).
Hasta el momento se han realizado, entre otros,
los métodos de micropropagacién que se muestran
en la tabla 1.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. Las plantas madre se
seleccionaron mediante pardmetros agronémicos
como sanidad, vigor y produccion, a partir de
plantas sembradas por sistema tradicional en una
granja comercial en el municipio de Guarne, a 30
km de Medellin. Las yemas axilares, de un tamafio
aproximado de 0.5 mm, fueron separadas de las
ramas (estacas) después de realizado un proceso
de desinfeccion.

Desinfeccién. Se tomaron porciones de estacas
(microestacas) de 1 cm con una yema y se lavaron
con jabén liquido comercial y abundante agua.
Luego se sumergieron en etanol al 50% entre uno
y ¢inco minutos y posteriormente en hipoclorito de
sodio en concentraciones de 1, 1.5,2.0, 2.5y 3.0%
entre ung y cinco minutos, més una gota de Tween

20, realizando siempre cuatro enjuagues con agua

destilada estéril. Después se separaron las yemas
de la microestaca y se sembraron en los medios de
cultivo bajo condiciones de completa asepsia en la
cdmara de flujo laminar.
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Tabla 1. Algunos estudios realizados in vitro en la familia Rosaceae.

Técnica Cultivar Explante sembrado Referencia
Primeros estudios Fresa Yemas, meristemos Belkengren v Miller (1962)
Haplopénesis Fresa Ovulos y anteras Scott y Lawrwence (1975)
Fresa Meristernos James (1979)
Fresa Yemas axilares Boxus {1973), Boxus er af. {1984)
Frambuesa Yemas axilares Pyoit y Converse (1981)
Micropropagacidn Rosdceas en gral, | Yemas Norton y Orton (1986)
Mora Yemas apicales Zimmerman y Broome (1978,
Skirvin eraf. (1981}
Mora Enmenudos Converse (1981), Marulanda e/ af.
(1996)
Mora Yemas axilares Ramirez del Castille (198%)
Yemas apicales Gaviria (1992), Gaviria y Castro
{1993}, Fernindez y Miller (1594}
TRATAMIENTOS Medio de enraizamiento. Los brotes se colocaron

Para seleccionar las hormonas utilizadas y sus
respectivas concentraciones en los diferentes
tratamientos, se realizaron ensayos previos basados
en los procedimientos establecidos en la literatura
(Ramfrez del Castille,1989; Gaviria, 1992; Gaviria y
Castro, 1993; Ferndndez y Miller, 1994; Marulanda
et al., 1996). Se seleccionaron entonces aquellas
hormonas, y sus concentraciones, que mostraron
mejor desarrollo del explante en las diferentes etapas
del cultivo no sélo con el fin de validar los resultados
obtenidos en dichos trabajos, sino también para
garantizar 1a posibilidad de reproduccién de los mismos
y bajo las mismas condiciones de experimentacion
tenidas en cuenta en este trabajo.

Medio de establecimiento. Las yemas axilares se
colocaron individualmente en el medio MS (Murashige
y Skoog, 1962), con 30 g/l de agar, BAP en
concentraciones entre 1.0y 5.0 mg/l, ATA entre 0.1 y
1.0 mg/l y AG, entre 0.1 y 1.0 mg/l, pH de 5.8, 30
mg/l de sacarosa, a 12 horas de Iuz y una temperatura
de 25 °C £ 1 °C. Se realizaron siete tratamientos,
cada uno con 20 replicaciones (tabla2).

Medio de multiplicacién. Se utilizé el mismo medio
MS (1962) con BAP en concentraciones entre 0y 10
mg/l y AG, entre 0 y 2.0 mg/l. Se realizaron 35
tratamientos, cada uno con 33 replicaciones (tabla 3).

en dos tratamientos diferentes: medio de enraizamiento
1: en este ensayo se probd la accidn de auxinas como
AJA, ANA e IBA agregadas independientemente al
medio MS (1962) en concentraciones entre 0.1 y 2.0
mg/l. Serealizaron 15 tratamientos, cada uno con 10
replicaciones. (tabla4). Medio de enraizamientc 2:
con este ensayo se pretendié medir la accién de las
auxinas ANA y AIA en concentraciones entre 1.0 y
5.0 mg/l, agregadas independientemente al medio
MS (1962) reducido a la mitad en todos sus
componentes, con 1.0 mg/l de carbén activado
{prelavado) v sin carbén activado. El carbén activado
se adicioné en este experimento con el fin de ayudar
a absorber sustancias que se forman como desecho,
y que algunas veces pueden ser toxicas en el medio
de cultivo, Se realizaron 21 tratamientos, cada uno
con 10 replicaciones (tablas 5 y 6). Todos los medios
fueron sometidos al autoclave para su esterilizacion
himeda a 20 psi y 121 °C, durante 20 minutos.

A los cuatro meses y medio del cultivo in vitro se
sacd ¢l material a condiciones de invernadero y se
puso en una mezcla de arena, tierra y vermiculita en
proporciones 1: 1: 1, bajo saram al 70% y con riego
por aspersién automatizado.

Métodos estadisticos. Para cada uno de los
diferentes experimentos, se realizaron los
siguientes anélisis estadisticos que permitieron una
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Tabla 2. Tratamientos con diferentes concentraciones de BAP, AG, y ATA en el establecimiento de yemas (en mg/l).
Todos los ensayos tienen come base el medio bisico MS (1962). A cada tratamiento se le hicieron 20 replicaciones.

Tratamientos
1 2 3 4 5 - B
(1.0) BAP (5.0) BAP {2.0) BAP (L.OYBAP (2.0) BAP {3.0) BAP
(0.1) AG, (0.1) AG, (1.0) AG, (0.5) AG, {0.5) AG, (0.5) AG,
(1.0) AIA (1.0) AIA {0.1) ALA (1) ATA (1.0) ATA (0.1) AlA

Tabls 3. Tratamientos con diferentes concentraciones de BAP Y AG, en la proliferacion de brotes {niimero de brotes) (en mg/l)

Se realizaron 39 replicaciones por tratamiento. Los tratarnientos se enumeran con un superindice entre paréntesis de izquierda a derecha,
de manera horizontal.

AG, BAP

0 035 1.0 2.0 3.0 5.0 10.0
0 0/0 1 0/0.5® 0/1.0 072019 0/3.0 0/5.00 0/10.0
05 | 050@ 0.5/0.5® 0.5/1.0 1 0.5/2.04V 0.5/3.00» 0.5/5.04» 0.5/10.0 04
19 | 100 1.0/0.5 08 1.0/1.0 47 1.0/2.04® LO3.0 1.0/5.0 @ 1.0/10.0 @
15 | 150 1.5/0.5 @ 1.5/1.0 1.5/2.0 49 1.53.809 15/5.0¢" 1.5/10.0%%
20 | 200 2.0/0.5 oo 2.0/1.0#Y 2.0/2.0 % 20/3.0% 2.0/5.0 % 2.0/10.0 49

Tabla 4. Tratamientos con diferentes concentraciones de AIA, ANA e [BA para la induccién de raices {mimero de raices) {en mg/1),
A cada tratamiento s le hicieron 10 replicaciones.

Tratamiento N° | AIA (mg/l) Tratamiento N° ANA (mg/) Tratamiento N° IBA (mg/
1 0.1 6 0.1 11 0.1
2 0.3 7 0.3 12 0.3
3 0.5 3 0.5 13 0.5
4 1.0 9 1.0 14 1.0
5 20 10 2.0 15 2.0

Tabla 5. Tratamientos con diferentes concentraciones de ANA con y sin carbén activado (CA) en medio MS (1962) a lamitaden la
induccidn de raices {(niimero de raices) (mg/l). A cada tratamiento se le hicieron 10 replicaciones.

Tratamiento N° Ceoncentracion en mg/l Tratamiento N° Concentracién en mg/l

1 MS/2+ 1.0 CA 7 : MS/2+ 3.0 ANA+ 1.0 CA
2 MS/2+ 1.0 ANA ] MS/2+ 4.0 ANA

3 MS/2+ 1.0 ANA+ 1.0 CA 9 MS/2+ 4.0 ANA+ 1.0 CA
4 MS/2+ 2.0 ANA 10 : ._ MSJQ-Q- 5.0 ANA

5 MS/2+ 2.0 ANA+ 1.0 CA 11 - MS/2+ 50 ANA+ LOCA
6 MS5/2+ 3.0 ANA |
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comparacion entre los diferentes tratamientos, con el
proposito de determinar en cada ensayo el mds
adecuado para cada una de las etapas del proceso in
vitro: andlisis de varianza, valeres mdximos y
minimos, andlisis de residuales, pruebas de
homogeneidad de varianza (Cochran, Bartlett y
Hartley), anélisis de rango miltiple (Tukey, Scheffé,
Bonferroni, Newman Keuls, Duncan) v pruebas de
normalidad. A partir de estas pruebas se construyeron
las figuras 1,2, 3,4, 5,6 y 7 (cajas de Box y Whisker)
con el propésito de visvalizar mds claramente el mejor
tratarmiento.

RESULTADOS Y DISCUSION

Resultado de la desinfeccion, Las yemas de mora
de Castilla de un tamafio de 0.5 mm tienen en su
exterior, como proteccidén, escamas pubescentes
(primordios foliares o foliolos), por lo que es necesario
eliminar, después de la desinfeccidn, dos foliolos ( v
en algunos casos hasta tres), dependiendo del tamafio,
con el fin de realizar un adecuado proceso aséptico,
principalmente de hongos y bacterias exdgenas y
enddgenas. Es muy importante realizar un proceso
eficiente de desinfeccion del material desde el
momento de 1a seleccion y la consecucién de la planta
madre en el campo. En los ensayos en que aparecio
contarminacién, ésta se hizo notoria por la presencia
de hongos y bacterias entre los dias 3 y 12 después
de haberse realizado la siembra. En los que no se
presenté contaminacidn, ¢l desarrollo de la yema
comienza a hacerse visible a partir del tercer dia, con
la apertura de dos o tres foliolos inicialmente.

Teniendo en cuenta un 1% de contaminacién (dado
por la cantidad de colonias y bacterias presentes) y
0% de necrosis (ntiimero de tejidos fenolizados con
color violeta), se observé que la desinfeccién inicial
en etanol al 50% por tres minutos v posteriormente
en hipoclorito de sodio al 2.5% por dos minutos, fue
el tratamiento mas adecuado para el control eficaz de
la desinfeccion de las yemas.

Resultado para ¢l control de la oxidacion. En este
experimento, y con base en la revisién de literatura
citada, en el medio de cultivo se utilizaron, antes de
ser sometido al antoclave, 100 mg/l de dcido ascérbico,
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con buenos resultados, Las diferencias observadas
utilizando 4cido citrico no fueron muy significativas.
Segin Ramirez del Castillo (1989), el subcultive como
meétodo para controlar la oxidacién no es muy
recomendable en esta especie. Para obtener buenocs
resultados en el control de oxidacidn, tal come fue
corroborado en este trabajo, y que ha sido reportado
por Ramirez del Castillo (1989), Gaviria y Castro
{1993) y Fernandez y Miller (1994), se deben tener
en cuenta las siguientes recomendaciones: 1. No
lesionar el tejido demasiado cuando se va a sembrar;,
2. Se debe trabajar con plantas jévenes; 3. Se debe
efectuar inmersién de los explantes en soluciones
reductoras {Acido citrico, dcido ascdrbico),

Etapa de establecimiento. Efecto de diferentes
concentraciones de BAP, AG, y AIA en el
establecimiento de yemas. Al cabo de 30 dias de
sembrado el explante, se observa el desarrollo y la
aparicién de foliolos abiertos. Estos foliolos presentan
morfologia normal, es decir, color verde intenso y
estructuras foliares bien definidas. Los resultados
obtenidos en aquellos tratamientos en que se utilizd
una concentracion de BAF de 2.0 mg/1, concuerdan
con los resultados de algunos autores citados como
Pyott y Converse (1981), Skirvin er ¢!, (1981} vy
Ramirez de] Castille (1989), que al interactuar con
concentraciones de 0.5 mg/l de AG, y 1.0 mg/l de
AJA (como en el presente caso), proporcionan un
buen desarrollo de 1as yemas de mora y producen un
promedio mayor en el niimero de foliolos a los 30
dias (figura 1 y tabla 2).

8__ .................................... T ............ =
D ... . b
T Y
A 1

Tratamiento

Figura 1, Promedio de yemas obtenidas mediante el efecto de
diferentes concentraciones de BAP, AG, y AIA (ver tabla 2).
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Tabla 6. Tratamientos con diferentes conceniraciones de AIA con y sin carbdn activado (CA) en medio MS (1962) a la mitad en la
induccidn de rafces (nimero de raices) (mg/l). Se hicieron 10 replicaciones por tratamiento.

Tratamiento N° Concentracién en mg/l Tratamiento N* Concentracidn en mg/]
12 MS/2+1.0 ATA 17 MS/2+3.0 ATA+1.0CA
13 M5/2+1.0 AlA+1.0CA 18 MS/2+4.0 ATA
14 MS/2+ 20 ATA 19 MS/2+4.0 AlA+1.0CA
15 MS/242.0 AIA+1.0CA 20 MS/2+5.0 ATA
16 MS/2+3.0 ATA 21 MS/2+5.0 AIA+1.0CA

Enesta etapa se observé que concentraciones de BAP
superiores a 2.0 mg/l favorecen la produccidn de callo,
y que €l AG, actia evitando de alguna manera el
fenémeno de latencia, tal y como lo manifiesta
Ramirez del Castillo (1989), mientras que el AIA en
la concentracién encontrada parece estimular el
desarrollo y alargamiento de la plantula.

Se debe anotar, tal y como lo experimentd Ramirez
del Castillo (1989), que el tratamiento ideal para el
desarrollo de la pldntula y el mimero de foliolos se da
con la accion de estas tres hormonas simultaneamente,
pero la diferencia de estos experimentos con los de
esta avtora radican en que ella utilizé esta mezcla de
concentraciones hormonales en una etapa posterior,
mientras que en este trabajo los mejores resultados
se lograron en 1a etapa de establecimiento.

Etapa de multiplicacién, Efecto de diferentes
concentraciones de BAP y AG, en la
proliferacién de brotes. En esta etapa se evalud el
nimero de brotes por cada pldntula, los cuales
presentaba buen follaje, color, tallo verdadero v se
empezaba a mostrar la aparicién de raices verdaderas
a los 30 dfas de permanecer en el medio MS (1962)
suplementado con BAP y AG, en diferentes
concentraciones.

No se utiliz6 la adicién de auxinas en esta etapa,
debido a que se considerd que al haber adicionado al
medio de establecimiento AIA y encontrar una
adecuada elongacidn y aparicién de seudorraices, se
podria llevar a la plantula a una exagerada absorcién
de auxina causando problemas fisioldgicos como ¢l

desarrollo de callogénesis. Se debe destacar que en ¢l
medio MS (1962) suplementado con BAP (2.0 mg/1) v
AG, (1.0 mg/l}, que corresponde al tratamiento 18,
se obtuvo el mayor promedio de brotes al cabo de los
30 dias ( figura 2 y tabla 3}.

La presencia y el porcentaje de callo se observd que
aumentaba conforme se incrementaba la dosis de BAP
y de AG, por encima de las concentraciones 6ptimas
arriba citadas, contrario a lo reportado por Gaviria y
Castro (1993), quienes utilizaron 5.0 mg/l de BAP
sin combinacién con otras hormonas; el resultado fue
la produccion de callo, fo cual no es muy recomendable
para la propagacion clonal masiva. Los diferentes
tratamientos que se utilizaron en la etapa de
multiplicacién se pueden observar en la tabla 3.

Se sugiere que si durante el establecimiento se adiciona
al medio AIA, esta hormona no debe ser utilizada
nuevamente en la etapa de multiplicacion,
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Figura 2. Promedio de brotes obtenidos mediante el efecto de

diferentes conceniraciones de BAP y AG, (ver tabla 3).
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Figura 3. Promedio de raices obtenidas mediante et efecio de
diferentes concentraciones de AIA (ver tabla 4),
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Figura 4. Promedio de raices obtenidas mediante el efecto de
diferentes concentraciones de ANA (ver tabla 4),

Etapa de enraizamiento. Efecto de diferentes
concentraciones de AJA, ANA e IBA en la
induccién de raices. Se realizaron diferentes
tratamientos con diferentes concentraciones de cada
auxina utilizada independientemente. Para este
experimento se seleccionaron las plantulas que venfan
de la etapa de multiplicacién, las cuales presentaban
hojas diferenciadas de color verde, tallo verdadero de
buena apariencia y desarrollo de pequefias raices,
como caracteristicas mds relevantes de este estado.
Al cabo de 30 dias se procedié a la observacion,
evaluacién y conteo del niimero de raices obtenidas y
su apariencia, la cual mostraba raices alargadas,
blancas y bien ancladas en la base del tallo,
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Figura 5. Promedio de rafces obtenidas mediante el efecto de
diferentes concentracioncs de IBA (ver tabla 4).

principalmente cvando se utilizé el AIA a una
concentracién de 2 mg/l (tratamiento 5, figura 3 y
tabla 4), seguido en niimeroe y calidad cuando se utilizé
ANA, y por ultimo las que estuvieron en contacto
con IBA (figuras 3, 4 y 5 y tabla 4). Aunque otros
tratamientos utilizando ANA (1.0 mg/l, tratamiento 9
de la figura 4) e IBA (0.5 mg/l, tratamiento 13 de la
figura 5), presentaron medias m4s altas, estas raices
eran débiles y poco desarrolladas en cuanto a su
tamaiio y grosor y con un color de aspecto amarillento.
Esto fue comprobado posteriormente en el
invernadero, en donde las pldntulas gue contenfan 2,0
mg/l de AIA presentaron raices de gran tamaiio, buen
grosor, color bastante blanco, buen anclaje y desarrollo
fenotfpico (tallo gruesc y largo, hojas bien formadas
y verdes y buen nude radicular).

Efecto de diferentes concentraciones de ANA y
ATA con y sin carbén activado en medio MS
(1962) a la mitad de sus componentes, en la
induccidn de raices. Los tratamientos se realizaron
con diferentes concentraciones de ANA y AlA
independientemente, con 1 mg/l de carbén activado y
sin €}, en medio MS (1962) con todos sus componentes
a la mitad de sus concentraciones (figuras 6 y 7 y
tablas 5 y 6). La evaluacion se Hevé a cabo a los 30
dias, y se encontraron raices alargadas, blancas y con
un excelente nudo radicular, lo cual permite un mejor
y eficiente anclaje para las etapas posteriores.
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Figura 6. Promedio de rafces obtenidas mediante el efecio de
diferentes concentraciones de ANA con y sin carbdn activado en
medio MS (1962} a 1a mitad de su concentracidn (ver tabla 5).

Se logré establecer que de todos los experimentos
realizados para la obtencion y produccién de raices,
miilizando diferentes concentraciones de AIA, ANA
en medio MS completo y a la mitad de su
concentracion, con y sin carbdn activado, que ¢l
tratamiento 14, en el que se utilizé MS (1962) a la
mitad de sus sales suplementado con 2.0 mg/l de AIA
y sin carbén activado (figura 7), fue el que mostrd
una mejor respuesta. Cuando se planea una produccién
comercial de este medio en la etapa de enraizamiento,
se reducen los costos, debido a que se utilizan los
componentes del medio MS a la mitad de su
concentracion, en vez de los experimentos donde este
se utiliza completo con AIA. Por lo anterior, y por las
condiciones fisiolégicas que presentan las raices
obtenidas con este tratamiento, se optd por utilizarlo
en la etapa de enraizamiento en la propagacin masiva.
Las plantas enraizadas en tubo de ensayo se lavaron
muy cuidadosamente para quitaries el agar de su base.
Las pldntulas a rafz desnuda se sembraron en vasos
plasticos desechables, con una mezcla estéril de tierra,
arena y vermiculita, en proporcién 1: 1: 1 (Feméndez,
1988).

Una vez realizada la siembra, se colocd en la parte
superior del vaso boca con boca un vaso desechable
transparente tipo tinto con cuatro orificios pequefios,
sellando esta unidn con vinilpel, con el propdsito de
simular una cdmara himeda y mantener una alta
humedad relativa. A los ocho dias se les suprimi6 el
vinilpel alos vasos transparentes, permitiéndoles alas
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Figura 7. Promedio de raices obtenidas mediante el efecto de
diferentes concentraciones de ALA con y sin carbén activado en
medio MS (1962} ala mitad de su concentracidn (ver tabla 6).

plantas realizar el intercambio gaseoso con ¢l
medio exterior bajo condiciones de laboratorio,
comenzando de esta manera su preadaptacién
(Ferndndez, op. cit.). Cinco dias después, las
plantulas fueron llevadas, en sus vasos, al vivero
para su adaptacién con el medio ambiente externo.

CONCLUSIONES

¢ El mejor tratamiento de desinfeccion consistié
en sumergir las microestacas de mora de Castilla
en etanol al 50% durante dos minutos,
posteriormente en hipoclorito de sodio al 2.5%
durante dos minutos mas una gota de Tween 20 y
realizar cuatro enjuagues con agua destilada estéril,

¢ La eliminacién de las escamas que recubren la
yema axilar, al igual que de un par de foliolos
externos, permite realizar de una manera mas
efectiva el proceso después de la desinfeccion de
las microestacas.

s El control de oxidacidn reportado por Ramirez
(1989, Gaviria (1993) vy Ferndndez y Miller (1994),
de utilizar 100 mg/] de acido ascérbico, se
comprobd que actiia eficazmente en esta etapa.

® Para las etapas de establecimiento y
multiplicacién el medio mas adecuado es el MS
(1962) s6lido. Parala etapa de enraizamiento
el medio mds adecuado es el MS (1962) en
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concentraciones finales a la mitad y sdlido. La
proporcién hormonal més adecuada en la etapa de
establecimiento es BAP (2.0 mg/l), AIA (1.0 mgl) y
AG, (0.5 mg/l), 1a cual tuve una duracién de 30 dias
y presentd muy poca presencia de callo basal. El callo
formado no causé ningin problema en el desarrollo
de las yemas para ser transferidas a la etapa de
multiplicacién.

® Sc observd la presencia de callo basal en
concentraciones de BAP por encima de 2.0 mg/, tal
y como lo reporta Ramirez del Castillo (1989).

® El AG, en una concentracién de 1.0 mg/l parece
favorecer el rompimiento de dormancia de yemas de
mora, en combinacién con 2.0 mg/l de BAP
(Ramirez del Castillo, 1989),

@ El mejor tratamiento para la etapa de multiplicacién
se obtuvo con la combinacién hormonal de 2.0 mg/i
de BAP y 1.0 mg/l de AG,. Esta etapa tuvo una
duracién de 30 dias y se obtuvieron plantas de tamaiio
normal y de una buena drea foliar.

® El balance hormonal mds adecuado para la etapa de
enraizamiento se logr6 con AIA (2.0 mg/l) y medio
MS (1962) a la mitad de la concentracién de sus
componentes y sin carbdén activado. Se observaron
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