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Problema

La planta de zarzamora (Rubus spp.) puede ser propagada en forma sexual o asexual,
su reproduccién por semilla es generalmente con fines de mejoramiento genético, sin em-
bargo, la multiplicacién vegetativa es de suma importancia ante las siguientes situaciones:
cuando es necesario mantener las caracteristicas idénticas a las de la planta madre; al
realizar saneamiento para producir plantas libres de virus y patégenos; o al demandar
produccién de plantula propagada en menor tiempo y a gran escala. La propagacién me-
diante el cultivo de tejidos in vitro de zarzamora es una excelente opcién para satisfacer
tales necesidades. Sin embargo, un problema serio que se presenta esta técnica es durante
la fase de establecimiento, ya que se presenta una alta contaminacién del material vegeta-
tivo tomado como explante, a pesar de utilizar diferentes tratamientos durante la etapa de
desinfestacién y aun cuando se tenga certeza de que el mantenimiento de la planta madre
donadora haya sido realizado bajo condiciones de invernadero con las medidas adecuadas
de sanidad. Tal problema de contaminacion se observé en los cultivares introducidos de
uso libre de zarzamora: Choctaw, Cheyenne, Shawnee, Ebano, Apache y Kiowa al tratar
de micropropagarlos a partir de microestacas y la respuesta entre cultivares fue similar con

un porcentaje de contaminacién del 80%.
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Solucién planteada

Una alternativa factible es la propagacién in vitro a partir de meristemos, la técnica
consiste en extraer las células en crecimiento ya sea de las yemas caulinares o de las yemas
axilares, dado que los meristemos son estructuras de la planta libres de patégenos, el corte
debe ser de un tamafio minimo de 0.5 mm y en el caso se zarzamora es posible hacerlo
mas pequetio por lo cual debe ser realizado con apoyo de un microscopio (Figura 1). Para
corroborar esta hipdtesis y analizar las ventajas que puede proporcionar esta estrategia, se
llevé a cabo un experimento en donde se utilizé al cultivar de zarzamora Kiowa.

Se recolectaron partes vegetativas de la planta donadora mantenida en invernadero,
se realizaron cortes para retirar hojas para dejar unicamente a las yemas caulinares y/o
axilares con una parte de tallo (Iigura 2).

El método para la desinfestaciéon del material vegetal fue: un lavado con jabén liquido
durante cinco minutos y enjuague con agua destilada; a continuacién, dentro de una cam-
pana de flujo laminar, se sumergié en una solucién de alcohol al 70% (2 min); posterior-
mente, en cloro comercial al 30% (5 min) y se realizaron tres enjuagues con agua destilada
esterilizada. Finalmente, el material vegetal se colocé en una solucién de dcido ascorbico

(150 mg L™ l) hasta el momento de la siembra.

Figura 1. Meristemos de zarzamora Rubus spp. vistos a través de microscopio electrénico: A=Meristemo de
yema apical después del desprendimiento de los primordios foliares; B=Meristemo aislado que debe ser extrai-
do; C=Equipo de trabajo; D=Corte del meristemo guiado por el tamailo del filo del bisturi.
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Figura 2. Propagacion in vitro de zarzamora Rubus spp.: A=Preparacién de material vegetal para la siembra;
B=Desinfestacién con jabén; C=Desinfestacién en campana de flyjo laminar; D=Siembra de meristemos
extraidos; E=Siembra de microestacas testigos.

El medio de cultivo utilizado fue: MS (Murashige y Skoog) suplementado con bencila-
minopurina (BA) 0.4 mg L', sacarosa 30 g L™, agar 7.0 g L™! (Sigma®). El pH del me-
dio de cultivo se ajusté a 5.7 con NaOH (0.1 N) 6 HCI (0.1 N). Alicuotas de 25 ml de dicho
medio se distribuyeron en frascos y fueron colocados en autoclave durante 15 minutos a
una temperatura de 120 °C'y 10 kg cm ™%

Para la fase de establecimiento, dentro de la campana de flujo laminar y con el apoyo
del microscopio se realizo la diseccion de todos los primordios foliares posibles, hasta aislar
al meristemo de un tamano aproximado de 0.5 mm y se sembré en el medio de cultivo.
De este modo se trabajaron diversas muestras, los meristemos sembrados se incubaron
en un cuarto de crecimiento a 262 °C con fotoperiodo 16 horas luz por ocho horas de

-1 ,
257! Simultineamente se sembraron

oscuridad y una intensidad luminosa de 50 uM m™
microestacas usadas como testigos, donde se utilizé el mismo medio de cultivo y condicio-
nes de incubacién. Para fines de este experimento no se realizaron subcultivos.

Los resultados mostraron que a los ocho dias después de la siembra (dds) las microes-
tacas tuvieron un total del 80% de contaminacién, mientras que en los meristemos no se
manifesté contaminacién alguna (Figura 3).

Las pocas plantas provenientes de microestacas que sobrevivieron a la contaminacién

se siguieron observando como testigos (Iigura 4).
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Figura 3. Propagacion in vitro de zarzamora Rubus spp.: A-D: Cultivo de microestacas con diferentes manifes-
taciones de contaminacién (8 dds); E-F: Cultivo de meristemos sin contaminacién (8 dds); G-H: Meristemos

sanos (20dds).

Alos 28 dds, la forma del crecimiento entre los tipos de explante fue totalmente di-
ferente, las microestacas mostraron un alargamiento en tallos y hojas, mientras que los
meristemos apenas iniciaron su crecimiento. A los 43 dds, las plantas provenientes de
microestacas aumentaron altura de planta, longitud y numero de hojas, mientras que
las plantas que derivaron de meristemos aumentaron su didmetro y nimero de hojas,
pero no fue suficientemente significativo en comparacién con el crecimiento alcanzado
por las microestacas. A los 77 dds, las plantas provenientes de microestacas continuaron
aumentando la altura de planta, longitud y nimero de hojas, mientras que las plantas
que derivaron de meristemos incrementaron su altura y didmetro total de planta, lon-
gitud y nimero de hojas, aunque tales hojas fueron de menor tamafio en comparaciéon
con las hojas de microestacas, sin embargo, la emisién de hojas (cada hoja emitida
acompafiada de su respectiva yema) fue superior a la que se generé en microestacas
(Figura 4). A los 95 dds, las plantas provenientes de microestacas todavia aumentaron

altura de planta, longitud y diametro de hojas, pero la emisién de hojas nuevas fue muy
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Figura 4. Propagacion in vitro de zarzamora Rubus spp.: A: Forma de crecimiento en microestacas y B: en
meristemos a 28 dds; C: Diferencia entre microestacas y D: meristemos a 43 dds; E: Diferencia a 77 dds planta
izquierda proviene de microestaca y planta derecha de meristemo; F: 128 dds, planta izquierda proviene de
meristemo y planta derecha de microestaca.

baja, contrariamente, las plantas que derivaron de meristemos incrementaron altura
y didmetro total de planta, longitud y didmetro de hojas, y tuvieron un destacado au-
mento en el numero de hojas nuevas emitidas. A los 128 dds, las plantas provenientes
de microestacas ya no tuvieron crecimiento y empezaron a mostrar deficiencias, con-
trariamente, las plantas que derivaron de meristemos continuaron su crecimiento en
altura y didmetro de planta, longitud y didmetro de hojas, emisién de hojas nuevas vy,
ademads, crecimiento radical.

Se concluyé que es factible la propagacién in vitro a partir de meristemos de yemas
caulinares o axilares en zarzamora para disminuir la contaminacién a la cual la especie
es susceptible en la fase de establecimiento. Simultaneamente, se encontré la ventaja
de que una alta emisién de hojas significa un mayor nimero de yemas, lo cual indica
el potencial de este método de propagacién para la obtencién de una mayor cosecha de
meristemos en vitroplantas, que son utilizados para crioconservacién. Otra ventaja es
que la literatura senala que las células meristematicas son genéticamente estables, por lo
tanto, las plantas regeneradas son idénticas a la planta madre, lo cual garantiza el uso
de germoplasma sin problemas de inestabilidad genética aptos para los programas de

mejoramiento genético.
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