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Micropropagacion de Actinidia chinensis
Planch. (Kiwi). Optimizacion del medio
de cultivo para la propagacion clonal

en gran escala

Radice S. y Caso O. H.

RESUMEN

La micropropagacién en escala comercial de kiwi (Actinidia chinensis Planch.) cv.
Hayward fue posible a partir de la siembra de 4pices extraldos de yemas dormidas.
El establecimiento y crecimiento del explanto se logré con el cultivo en medio MS
(1962), los compuestos organicos de Standardi (1983), 20 g. L' sacarosa, sin auxinas
y conelagregado de 1mg. L' de BAy0,1mg.L-"de GA,. El empleo de ANA determiné
la formacién de un callo basal y el crecimiento anormal de ia yema.

La brotacién de las yemas axilares se obtuvo con un medio compuesto por las sales
de MS, los componentes orgénicos de Standardi (1983} e idéntica composicién de
reguladores del crecimiento. En esta forma se obtuvieron 4-5 brotes por explanto
cada 30 dfas, en condiciones de iniciar el enraizamiento. Esto se logré con la
reduccion al 50% de los macronutrientes de MS, IBA y PPZ, éstos tltimos a razén de
1 mg.L*. El porcentaje de enraizamiento ilegé al 95% al cabo de 30 dlas, con la
produccién de cerca de 1000 plantitas rusticadas.

Abreviaturas. ANA: 4cido naft-1-ylacético; BA: H-(fenilmetil)- 1H-purin-6-amina; GA,:
&cido giberélico; IBA: 4cido 1H-indol-3-butanoico; MS: medio de Murashige-Skoog
(1962); PPZ: 1-fenil-3-metil-S-pirazolona; St: medio de Standardi (1983).
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ABSTRACT

Micropropagation of Actinidia chinensis Planch. cv Hayward (kiwi) plants was possi-
. blebythe culture of resting buds excised in August. The initiation of the explant growth

and the proliferation of the axillaries was achived by the use of the MS (1962) salt

formulation, organic compounds of Standardi (1983), 20 g.L* sucrose and (mg.L") 1

BA and 0,1 GA,. After 30 days, a 4-5 multiplication rate was obtained.

Root formation was possible when the macronutrient composition of MS was half

reduced, with the same sucrose concentration and the addition of 1BA and PPZ, both

at 1 mg.L"\. A rooting percentaje of 95 was obtained after 30 days.

The presented protocol resulted in the production of near 1000 hardened plantlets.

8. Radice y O. H. Caso, Centro de Ecofisiologla Vegsetal.- Serrano 665, 1414 Buenos
Aires, Argentina.
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INTRODUCCION

La propagacién clonal de plantas por multiplica-
ciénin vitro, es decir por micropropagacion, tiene una
aplicacion importante en la produccién de individuos
de varias especies fruticolas.

En distintos paises se han establecido empresas
que comercializan anualmente varios millones de
plantas (Hammerschlag, 1986) Ademas de la posibi-
hdad de producir un alto nimero de individuos en un
corto lapso y en espacios limitados, esta técnica
presenta otras ventajas entre las que se pueden citar:
el mantenimiento de la fidelidad al tipo de la planta
dadora del material, la posibilldad de emplear la
propagacién vegetativa en aquellas especies dificiles
de propagar por métodos convencionales, la produc-
ciénde plantaslibres de patégenos, etc (Zimmerman,
1985, 1986, entre otros). Enlas plantas micropropaga-
das se suelen presentar distintas caracteristicas pro-
pias de condicionés juveniles mayor vigor, una mas
profusa formacién de ramas, buena capacidad de
enraizamiento (Hackett, 1985, Jones and Hadlow,
1889; Zimmerman, 1986) A pesar de este rejuveneci-
miento, distintos autores han observado precocidad
en el inicio de lafloracién y fructificacién (Zimmerman,
1986).

El kiwi (Actinidia chinensis Planch ) es una especie
fruticcla enla cual la propagacién vegetativa se impo-
ne por ser una especie diocica, lo que significa la
necesidad de establecer la identidad sexual desde el
mismo mecimnento en que se inicia una plantacién.

Esta propagacion vegetativa puede hacerse por
injerto scbre.pies de la misma especie, por enraiza-
miento de estacas o por micropropagacion (Standar-
di, 1985).

Si bien en nuestro laboratorio los primeros intentos
para micropropagar kiwi se hicieron durante 1982,
recién en 1987 fue posible contar con suficiente mate-
rial como para realizar cultivos con un ndmero de
explantos que posibilitaran la evaluacién correcta de
una técnica de micropropagacion aplicable a la pro-
duccidn en gran escala de plantas madres para vive-
ro

Una multiplicacion de estas caracteristicas, que
debe extenderse a lo largo del ano, requiere contar
cen un medio de cultivo gue asegure la formacién de
brotes vigcrosos, faciles de enraizar y fieles al tipo de
la planta dadora. Ademas, deberd contarse con la
formzacidénde unbuen sistemaradical, loque contribui-
ra a facilitar una adecuada rusticacidn y un exitoso
pasgje a condiciones de vivero

En ¢l presente traba;o se\dcscriben los resultacos
de la micropropagacion de ki del cv Hayward,
habiéndese evaluado distintos mecics y métodcs de
cultivo asi ccmo la rusticacién de las plantitas chiteni-

aas

MATERIALES Y METODOS

Los explantos se obtuvieron de ramas de plantas
injertadas del cv. Hayward, sexo femenino, de 1 afio
de edad, que habfan sido importadas de Nueva Zelan-
da. Al momento de la extraccion de las ramas, esas
plantas llevaban 6 meses de adaptacion a las condi-
ciones del N de la provincia de Buenos Aires. Los
trozos de ramas, con las yemas dormidas, se mantu-

. vieron en heladera hasta el momento de diseccién de

los 4pices.

Para la extraccién de los explantos se empled un
microscopio estereoscopico. El material vegetal no
fue desinfectado previamente mientras que los instru-
mentos de diseccién fueron cuidadosamente esterili-
zados antes de remover cada pérula. La obtencion de
cada explanto demoré escasos minutos y su tamano
fue de aproximadamente 1 mm.

Para el establecimiento e iniciacién de la brotacion
de las yemas se comparé el medio descrito por Stan-
dardi (1983) con el medio bésico MS (Murashige and
Skoog, 1962), con el agregado de IBA, BAy GA , en
las combinaciones que se detallan en la Tabla 1.

Tabla 1: Designacién de los medios segun la concentracion
de los reguladores de crecimiento empleados. (mg.L-")

Regulador
Medio IBA BA GA,
A ) 0 1,0 0.1
B 0,05 1,0 0.1
o] 0,1 1,0 0,1
D 0,1 1,0 0

Una vez obtenido el crecimiento de la yema sem-
brada y formada una roseta de hojas, se buscé la
promocién de la brotacién y elongacién de las yemas
axilares, para lo cual se probaron distintos medios de
cultivo: St, MS y MSt, éste dltimo formado por las sales
de MS y compuestos organicos de Standardi, con el
agregadode 1 mg.L"' de BAy GA,.

Para el enraizamiento se emplearon brotes de 3-4
cm. de altura con 2-3 hojas expandidas. En esta etapa
se probaron distintos medios: St, medio de enraiza-
miento del autor antes citaco; StA, el mismo con la
ad:cion de 20 g.L ' sacarosa; StR, con 8 mg.L"! ribo-
flaving; Stl, con 1 mg.L" IBA; StI10, con 10 mg.L' IBA,
StiZ, con 1 mg.t' IBA + 1 mg.L'' PPZ, en todos estos
casos con el agregado de 20 g.L! sacarosg; sales del
medio MS ccn los macronutrientes reducidos a la
mitad, 20g.L" de sacarosay el agregado de 100 mg.L-
! mio-incsitol, 4 mg.L" tiamina, 1 mgL' de I2Ay PPZ,
respectivamente (MSIZ). Tedos los medios fueron
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solidificados con 8 gr. 1! de agar. Los brotes cultiva-
dos conlos medios Stl, St110y StIZ, alcabode 106 15
dias fueron transferidos al medio StA. También se
probé la siembra de brotes en los medios StA y StR
luego de un bafio de sus bases con una solucién
acuosa de 100 mg.L.* de IBAy de PPZ

Para la etapa de iniciacion el medio de cultivo fue
fraccionado en tubos de 120 x 25 mm, a raz6én de 10
ml/tubo. Para la multiplicacion y el enraizamiento se
emplearon frascos de 300 mL con 50 mL de medio,
donde se colocaron 5 brotes. La esterilizacién de los
medios de cultivo se cumplié en autoclave, durante 15’
a 1,3 MPa.

Los subcultivos se hicieron cada 4 semanas y las
.condiciones de cultivo fueron 23+ 1°Cy 16 hs. de luz,
con una irradiancia de 1,8 W.m? suministrada por tu-
bos fluorescentes de luz blanca fria.

RESULTADOS Y DISCUSION

Uno de los problemas que mas afecta la micropro-

. pagaciénde esta especie es la pérdidade los explan-
. tos por laoxidacion fen6lica que se notaenlos cultivos
' (Standardi, 1983). Esto no ocurrié en los nuestros,
posiblemente debido a que al no haberse empleado
unasolucioén desinfectante al procederse alaescisiéon
de las yemas, no se gbservaron cultivos con oxidacion
de los tejidos El empleo cuidadoso de los instrumen-

INCREMENTO DEL TAMANO INICIAL (%)

2 3 W FER ]

DIAS DE CULTIVO

Figura 1: Resultados obtenidos después de 30 dias de
cultivo de yemas de kiwi sembradas en medio MS con
distintas combinaciones de IBA BA GA, expresados como
%) | Brotes aptos para la multiplicacion |l Incremento del

tamano inicial,

tos de diseccion permitié obtener una muy baja tasa
de contaminacion, en ningun caso superior al 20%.

El hecho que para prevenir la formacion de fenoles,
Standardi and Catalano (1985) debieron alterar el
ciclo normal de 24 hs. , con alternancias variables de
luz/oscuridad durante los primeros 15 dias de cultivo,
pudo haber influido en el crecimiento de los explantos
empleados. La tasa de crecimiento es uno de los
parametros fisiol6gicos que es afectado por cambios
en la duraciéon de los periédos luz/oscuridad (Mans-
field and Snaith, 1984).

Cuando en los primeros ensayos se empleé el
medio St, descrito por Standardi (1983) para la etapa
de iniciacién de la brotacién de los explantos, se
observé un crecimiento anormal del 4pice, con fre-
cuente formacion de callo. Este medio contiene ANA
como auxina. En los experimentos siguientes se reem-

- plazé este regulador por IBA (Tabla 1). Asise logré un

crecimiento mas normal del explanto, sin callo basal,
con hojas normales. Una concentracién més baja de
IBA (medio B) determiné que aunque el tamafio del
explanto al final del periodo de cultivo fuese menorque
con una concentracion mas aita (medio C), se contara
con un porcentaje mayor de aquellos aptos para
multiplicacién (Fig. 1). |

La eliminacién de la auxina del medio de cultivo
(medio A) no afecto el procentaje de brotes aptos para
la etapa siguiente, como se refleja en la misma figura.
Si bien en este medio se registr6 una demora en el
crecimiento inicial del explanto, el mayor tamafio final
alcanzado fue consecuencia de una tasa relativa de
crecimiento mas alta durante los 14 dias siguientes. Es
posible que el mejor tamafo final de las yemas en un
medio sin auxinas fuese debido al mayor tamafio de
los explantos empleados, sobre todo cuando se los
compara con los usados por Standardi (1,0 mm vs.
0,2-0,5 mm); en consecuencia, las yemas empleadas
en estos ensayos poseian un mayor nimero de primor-
dios foliares en expansion. Es sabido que estos pri-
mordios muy jévenes son fuente de sintesis de auxinas
(Bchneider and Wightman, 1978). Sin embargo, otra
diferencia entre los medios A y D la constituye la
presencia de GA, en el medio carente de auxinas. Se
conoce que las giberelinas pueden actuar sobre la
morfogénesis del menstema caulinar cultivado “in
vitro" (Morel et Martin, 1968), ya sea por activacion de
las auxinas enddgenas como por la inhibicion de
oxidasas (Texier et Faucher, 1985). Estos autores
encuentran que el agregado de GA, es mas favorable
tanto paralasupervivencia como para el alargamiento
de los apices de Eucalyptus parvifolia que la combi-
nacion de ANA+GA, Esto explicaria los menores cre-
cimientos observados en los cultives con los medios B
yC :

Es decir, que no es imprescindible ningun agrega-
do auxinico al medio de inicitacién, en esta forma se
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Figura 2: Brote crecido en medio St después de 30 dlas de
cultivo.

logra el crecimiento normal de las yemas, con un
adecuado alargamtento de los entrenudos, posible-
mente debido a la presencia de la giberelina. Por ello,
tanto con auxinas {(medio D) como sin este regulador
(medio A), un ndmero similar de brotes de un tamano
apropiado para proseguir con la micropropagaciéon
pudieron ser transferidos al medio de multiplicacion.

El empleo de la composicién salina definida por
Standardi (1983) para la etapa de multiplicacion pro-
vocod la formacién de brotes ahilados, color verde
claro; las hojas tenian forma alargada, con escaso
crecimiento de la lamina fohar (Fig. 2). Su reemplazo
por las sales del medio MS mejord sensiblemente la
calidad de los mismos, originandose brotes vigorosos,
- con varios entrenudos, con hojas aovadas, de color
verde intenso. Estos cambios no incidieron en la pro-
. liferacién de las yemas axilares, la que vané entre 4y
5 por cada explanto sembrado; es decir que latasade
multiplicacion fue similar a la que presenta Standardi
. (1983).

El empleo del medio para el enraizamiento de los
brotes que utiliza este autor (medio St), sin auxinas ni
sacarosa, significd la pérdida del material, sin que se
formaranraices. El agregado de sacarosa(medio StA)
y de ésta y riboflavina (StR) aunque mejor¢ la calidad
delos brotes, sélo provocé laformaciénesporadicade

Figura 3: Plantitas de kiwi crecidas “in vitro” en medio MSIZ.

raices {10-20% de los brotes). Es posible que la falta
de una respuesta cuando se utilizé el medio St, se
deba al empleo de distintas fuentes de iluminacién a
las empleadas por Standardiy aunamenor irradiancia
de fuz en nuestro cuarto de cultivo. Solamente el
crecimiento autotréfico de los cultivos posibilitarfa su
crecimiento en un medio sin el agregado de sacarosa.

Cuando para el enraizamiento de los brotes, al
medio StA se le agregé IBA (medios Stl y Stl10) se
logré la iniciacion de raices en un cierto numero de
ellos (Tabla 2). Sin embargo, no pudo evitarse la
formacién de callo basal, que fue mayor enla concen-
tracion mas alta de IBA. Las raices formadas eran
escasas, sin que en las primarias se originaran raices
secundarias. Como esas raices se formaban, mayor-
mente, en el callobasal, se perdian en el traspasoalas
macetas, lo que significaba la muerte de las plantitas.
El agregado de PPZ mejord tanto el enraizamiento
como la calidad de las ralces (ver Tabla 2), alcanzan-
dose valores del 75% de brotes enraizados.

Figura 4; Plantas de kiwi rusticadas en terrinas listas para ser
transplantadas a macetas.
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El tiempo de permanencia en el medio que servia
para la induccién de la rizogénesis, previo a la trans-
ferencia de los brotes a un medio basico StA, tuvo
influencia en la expresién del proceso. Asf, hubo
inhibicion si aquel se prolongé a 15 dias (Tabla 2). La
mejor respuesta aparente de una mayor permanencia
en Sti10 no se manifesté en un nimero mayor de
individuos, ya que como las ralces se originaban en el
callo basal y, por ende, carecian de conexiones vas-
culares con el brote, generalmente se producia su
desprendimiento al iniciarse la rusticacién, lo que
ocasionaba la muerte de la plantita.

I'abla 2: Porcentaje de brotes enraizados en e! medio StA
luego de distintos perfodos de permanencia en los medios
indicados (Los resultados son promedios de 2 experimentos,
con 20 brotes en cada uno).

Medios
Permanencia Stl Sti10 StiZ
10 dfas 200 o] 71,5
15 dlas 0,5 13.5 330

El enraizamiento mejoré cuando el medio salino de
Standardi se reemplaz6 por el medio MS con los
macronutrientes reducidos a la mitad, y se agregé 1
mg.L* PPZ a la concentracién menor de IBA (medio

" MSIZ). Asl se observé que al cabo de 10 dias de
permanencia en este medio, el 50% de los brotes
presentaban prifhordios radicales, numero que se
incrementé hasta 92% luego de 15 dias y a 95%
después de 30 dias de cultivo. Otro beneficio que se
obtuvo con el empleo de este medio fue que no se hizo
necesario un nuevo subcultivo a un medio basico. En
estaformafue posible obtener mas de 900 plantitas de
las cuales el 75% sobrevivio al transplante a condicio-
nes de invernéculo. +

El empleo de PPZ juntamente con auxinas en el
enraizamiento de estacas de varias especies de pinos
ha dado resultados satisfactorios (van Buitjienen et al.,
1975). En nuestros experimentos, el agregado de PPZ
al medio de cultivo para el enraizamiento aumenté el
porcentaje de brotes que formaron raices y, ademds,
impici6 la formacién de callo basal. Las raices se
formarcn en el extremo distal del brote, con un buen
numero de raices secundarias (F1g.3). En esta forma,
se obtuvieron plantitas que fueron satisfactcriamente
transplantadas a terrinas (Fig. 4) No tenemos una
explicacién salisfactoria para este efecto cde PPZ.
Segun Donald (1987) se irataria de una auxina sintéti-
ca. James and Thurbon (1981) encentraren que el
compuesto fendlico floroglucinol tenia una accidn si-
nérgica con las auxinas en la premocién del enraiza-

miento de manzano, concluyendo que podia favore-
cer el mantenimiento de un estado reducido tavorable
a la iniciacién de las raices, como habia postulado
Stonier (1972). Si como supone Franclet (1988, com.
pers.) PPZ actuaria como anti-oxidante, es posible
que el efecto promotor encontrado, esté vinculado a
un efecto similar. .

El tratamiento de brotes con solucidén acuosa de
IBA + PPZ no pudo ser evaluado en forma cuantitativa,
dado el gran nimero de brotes que se contaminaban
al ser sembrados en StA y StR.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos, con la produccién de
cerca de 1000 plantitas rusticadas en condiciones de
invernaculo (Radice y Caso, 1991) permiten concluir
que es posible realizar la micropropagacion en gran
escala de plantas de kiwi del cv. Hayward, mediante el
empleo de yemas dormidas; que si se toman las
suficientes precauciones de asepsia no se requiere
desinfeccién previa del explanto, lo que asegura obte-
ner cultivos sin formacién de fenoles y con una baja
tasa de contaminacién. El empleo del medio salno
MS, con los componentes organicos de Standardi, sin
auxinas pero con 1 mg.L.' de BAy 0,1 mg. L' de GA,
permite la iniciacion de la brotaciény el crecimiento de
las yemas axilares. En esta forma se puede obtener
unatasade multiplicacién de alrededor de 1:5 cada30
dias. El mismo medio basico con los macronutrientes
reducidos al 50% y con el agregado de 1mg L' de IBA
y PPZ posibilita la formacion de raices en el 95% de los
brotes tratados al cabo de 30 dias, sin que se origine
callo. En estas condiciones se puede lograr la forma-
cién de plantitas, con buenas posibilidades de sopor-
tar la rusticacién y crecer en condiciones de inver-
naculo.
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