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Abstract

Due to the economic and agronomic potencial that mortifaa¢inium floribunduniKunth)
has in Ecuador, the objective of this research was to estdblvitro propagation methods
for this species by seed germination and by shoot growth faaithary buds. Modified
Woody Plant Medium [1] (mMWPM) was used, in which up to 60.7 %seéds germinated.
A strong cytokine, trans-zeatin riboside, TZR (1 mg/l), toned witha-napthaleneacetic
acid, NAA (0.05 mg/l), was used to subculture thevitro germinated plantlets. The use
of basal medium without hormones or with 2iP, 6-(gamma,gardimethylalylamino) pu-
rine, allowed elongation and rooting of plantletss. Thdiamtization of mortifio plants
has not yet been standardized, and further research isdéedimd the conditions that
are suitable for this process. To estabiiskitro cultures by axillary buds, apical segments
of the stem were disinfected and introduced in medium mWPMaining TZR, (7 mg/l)
combined with NAA (0.1 mg/l). Growing buds were transfertednedia with 2iP (3 or 5
mg/l) for propagation and elongation. This investigatisraipreliminary study for tha
vitro culture of mortifio, setting the basis for future researcththis species.

Keywords. trans-zeatin riboside (TZR), 6-(gamma,gamma-dimetildatino) purine
(2iP), Vaccinium floribunduniKunth, in vitro germination, axillary buds.

Resumen

Debido al potencial agricola y econémico que tiene el morfWaccinium floribundum
Kunth) para el Ecuador, esta investigacién tuvo como olyjatstablecer métodos de pro-
pagacion in vitro de esta especie como germinacién de semillas y brotaciéemasy
axilares. Se utilizé6 un medio basal sin hormonas, WoodytmN&dium [1] modificado
(mWPM), en el que las semillas germinaron con hasta un 60.€ %fidiencia. Para el
subcultivo de plantulas germinadasvitro , se us6 una citoquinina fuerte, la trans zeatina
ribdside, TZR (1 mg/l) en combinacién con acidenaftalenacético, NAA (0.05 mg/l). El
medio basal sin hormonas o con 2iP, 6-(gamma,gamma-datilatihino) purina, permitio

la elongacion de las plantulas germinadas in vitro y su eanaiento. La aclimatacion de
las plantas de mortifio cultivadas vitro aln no esta estandarizada y se requiere mayor
investigacion para encontrar los factores necesariosgoangletar satisfactoriamente este
proceso. Para la introducciéim vitro de yemas axilares se desinfectaron los extremos
apicales de tallos de mortifio, y se los introdujo en medio HW¢Bplementado con TZR

(7 mg/l) en combinacion con NAA, (0.1 mg/l). Las yemas bratasle subcultivaron en me-
dios que contenian 2iP (3 6 5 mg/l) para su propagacion y aog. Esta investigacion
representa un estudio piloto para el cultiiovitro del mortifio, sentando las bases para
futuras investigaciones con esta especie.

Palabras Clave. trans zeatina riboside (TZR), 6-(gamma,gamma-dimdalaiino) purina
(2iP) , Vaccinium floribundumKunth, germinaciénn vitro, brotacion de yemas axilares.

Introduccién te puede alcanzar 3.5 m de altura, y la fruta es una ba-
ya esférica azul de menos de 1cm de diametro, con sa-
El mortifio (Vaccinium floribundunKunth) es unafruta ~ bor agridulce [2] (Figura 1). En Ecuadory Colombia, el
de la familia de las Ericaceas que crece en forma silves- mortifio es utilizado en mermeladas y en pasteleria [3].
tre en los paramos o zonas himedas de las montafiag=n Ecuador es conocido por su uso en la preparacion de
de Ecuador y Colombia, entre 1400 hasta 4350 msnm la colada morada, bebida tipica del Dia de los Difuntos
de altitud. Es un arbusto pequefio que excepcionalmen-[2]. Los frutos de Vaccinium contienen cantidades al-
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tas de vitamina C, pectina, celulosa y antocianinas, las
cuales tienen propiedades antioxidantes, antitumorales,

antiulcerales y antiinflamatorias [4].

A pesar de tener propiedades alimenticias y medicina-
les, no se ha fomentado el cultivo del mortifio en Ecua-

dor, y los frutos que se venden en los mercados locales

se obtienen de plantas silvestres [2]. En noviembre del
2008, la caja de mortifio se vendié por 40 dolares [5].

Con una tecnologia adecuada, esta fruta podria compe-

tir a nivel mundial con otras frutas como el arandano y
el lingonberryque son las versiones norteamericanas y

Metodologia

Material Vegetal

Las semillas de mortifio para las pruebas de germina-
cion se obtuvieron de frutos comprados en mercados
locales de Quito. Las plantulas obtenidas de semillas
germinadas in vitro sirvieron para los ensayos de sub-
cultivo. Para los ensayos de brotacién de yemas axilares
in vitro se usaron tallos de mortifio recolectados en el

paramo de las provincias de Pichincha (Pasochoa) y Co-
topaxi, donde el mortifio crece de forma silvestre.

europeas del mortifio [2]. Se ha investigado poco acerca Germinacion in vitro de semillas de mortifio

de esta planta andina pero su potencial uso la convierte p g |55 pruebas de germinacién se usaron dos medios
en una especie de interés para el desarrollo agricola degq jitivo Woody Plant Medium (WPM)[1] modifica-

variedades locales en el pais.

El cultivo in vitro de plantas comprende una serie de

do (MWPM), y Murashige & Skooge (MS) [13] con la
mitad de concentracién de sales (1/2 MS) (Tabla 1).

técnicas o herramientas para la propagacion y mejora- Para la desinfeccion de las semillas, éstas fueron sumer-

miento de especies vegetales [6]. Determinar el medio

gidas en alcohol al 70 % por tres minutos, luego fueron

de cultivo apropiadoy los balances hormonales que pro- lavadas con agua destilada estéril y desinfectadas por

muevan la proliferacion y diferenciacion celular es ba-

10 minutos en hipoclorito de sodio (2.5% con 4 gotas

sico para aprovechar las potencialidades de las técnicasde Tween 20).

in vitro. El medio de cultivo que se usa cominmente
para la propagacion d&accinium es el Woody Plant
Medium (WPM), o modificaciones de éste, el cual ha

sido desarrollado especificamente para plantas lefiosas
[1], que suelen ser sensibles a las concentraciones al-
tas de sal. En cuanto a los balances hormonales, se ha

observado que/accinium requiere de citoquininas pa-

ra su proliferacion celular, y cominmente son usadas la

zeatinay el 2iP [7, 8, 9].

Figura 1: Hojas y frutos de una planta silvestre de mortifio. Ba-
rra: 1 cm.

Hay pocos estudios sobre germinaciarvitro de semi-

llas de Vaccinium[10, 11, 12], y la forma de propaga-
cién in vitro mas usada es el establecimiento de cultivos
a partir de yemas axilares [4, 7].

Este estudio tuvo como objetivo establecer protocolos
in vitro para la germinacion de semillas, brotacion de
yemas axilares y micropropagacién del mortifio, como
una contribucién al fomento del cultivo y mejoramiento
de esta especie en el pais.

mWPM MS 12MS  WPM

Macronutrientes
(mg/l)
Ca(NO3)2*4H20
KNO3

NH4NO3
KH2POy
CaChL*2H,0
MgSO,*7H, O
Micronutrientes
(mg/l)

H3BO3
CoCk*6H,0
CuSQ;*5H,0
MnSO4*4H, O
Kl
NaxMoO4*2H, O
ZnSQ,*7TH,0
Elementos Organicos
(mg/l)

Acido nicotinico
Tiamina
Piridoxina
Myo-inositol
Glicina

Quelato de Hierro
(mg/l)
FeSQ*7H20
NaxEDTA
Azucar: 20 g/l
Agar: 5.8 g/l

pH: 5.2

Tabla 1: Composiciéon de medios de cultivo usados para la pr@p
gacionin vitro del mortifio

FHE

392
540
170
368
370

684
190
400
170

Fkk

370

1900
1650
170
440
370

950
825
85
220
185

6.2
0.025
0.025

22.3

0.83

0.25
8.6

6.2
0.025
0.025

22.3
0.83

0.25

8.6

6.2
0.025
0.25
22.3
0.83
0.25

8.6

0.5
0.1
0.5
100

27.8
37.2

Finalmente, las semillas fueron lavadas 5 veces con agua
destilada estéril y sembradas en frascos con medio 1/2
MS o mWPM sin hormonas. Con laintencion de evaluar
el efecto de la luz y la temperatura sobre la germinacién
de las semillas, algunos frascos fueron cultivados bajo
un fotoperiodo de 16 horas luz, 8 horas oscuridad, otros
en oscuridad total, y algunos recibieron tratamiento de
frio a 4°C por dos semanas.

Subcultivo de plantulas de mortifio

Para el subcultivo de plantulas de mortifio obtenidas de
semillas germinadas in vitro, se usé el medio basal
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Citoquininas Giberelina Auxinas Citoquininas Auxinas
BAP TZR 2iP GA3 NAA BAP TZR 2iP NAA
i i d 1-10 rEE Introduccién

*% *kk *kk 5 - 10 0.02 *kk *kk *kk 3

1 *kk Fkk *kk *kk l - 5 *kk *kk *kk

1 *kk *kk 5 _10 *kk 5 *kk *kk 002
05-3 ik ik 5-10 0.01-0.04 ki 0.5 ok ok
1-10 ok ik ik 0.01-0.05 ki 1-7 ik 0.05-0.5
*k 05 - 7 *kk *kk *kk *% 1 - 7 *kk 0.1

*k l - 2 *kk lo *kk *% *kk 1 - 5 *kk

*k l *kk *kk 005 *% *kk 1 - 5 0.05 - 0.1
b 1 1-5 ok ok Subcultivo

*k 1 1-5 Fokk 0.05 *EE *EE 3-5 FhK

*%k Fkk 1 - 5 Fkk *kk *% *kk 3 - 5 01

*% *kk 1 - 5 *kk 0.05_0'1

Tabla 3: Combinaciones de hormonas utilizadas para la propga-

Tabla 2: Combinaciones de hormonas utilizadas para la propga- cién in vitro de mortifio a partir de yemas axilares

cién de plantulas de mortifio obtenidas a partir de semillas grmi-

nadas in vitro Elongacion, enraizamiento y aclimatacion de plantu-

mWPM vy diferentes combinaciones de hormonas que 'S de mortifio
se describen en la Tabla 2. Para promover elongacion
de las plantas, se probaron diferentes concentracione
de GA; solo o en combinacién con NAA. Para pro-
curar el engrosamiento del tallo y la ramificacion de la
plantula, se us6é una citoquinina (2iP, BAP, o TZR) sola
0 en combinacién con una auxina o giberelina. En los
ensayos iniciales de propagacion, se probé BAP; GA
y NAA, solos o en combinacién. A fin de determinar
el efecto de TZR sobre la propagacion del mortifio, se
probd TZR solo, combinado con GAo con NAA en
plantulas provenientes de semillas germinadas in vitro,
en segmentos de tallo y en plantas ya subcultivadas an-Para la aclimatacién de las plantulas se utilizaron fras-
teriormente en TZR. La combinacionde TZR (1 mg/l)y cos de vidrio que en su interior contenian macetas de
NAA (0.05 mg/l) se us6 durante el resto de la investiga- ceramica rellenas de tierra y que fueron esterilizados en
cién para una propagacion continua de material vegetal autoclave a 129C por una hora. Se escogieron las plan-
necesario para otros ensayos. Finalmente, para obtenetulas de mejor aspecto y con un sistema de raices bien
una mejor elongacion y ramificacion de las plantilas de desarrollado. Se las extrajo del medio de cultivo, se re-
mortifio se analizd el efecto del 2iP en plantulas que ha- movi6 el agar de las raices asi como las hojas cafés y/o
bian sido cultivadas previamente en TZR y NAA. Se usé callo en la base de las plantulas y se las sembré en los
2iP solo, o0 con TZR y NAA. frascos de aclimatacion que fueron tapados con papel
plastico. Las plantas fueron mantenidas bajo un fotope-
Introduccidn in vitro y brotacion de yemas axilares de  rjodo de 16 horas luz, 8 horas oscuridad £23Des-
mortifio pués de 1 a 4 semanas se empezd a retirar progresiva-

mente la cubierta plastica del frasco hasta retirarla com-

T e e e setaments o s dos semanas subsigients,parareds.
’ 9 cir paulatinamente la humedad relativa interna y procu-

la llave por tres a cinco minutos. rar la adaptacién de las plantulas al medio ambiente na-
Luego se removieron todas las hojas con una tijera. Se tural. Las plant,as_que sobrevivigron fuleron transferidas
cortaron segmentos de tallo, de 5 cm de largo, incluyen- & fundas de plastico negro con tierra tipo | de Multiflor
do cinco 0 mas yemas axilares, que fueron sumergidos (tiéfra especial para orquideas), Agroterra (tierra que se
por tres minutos en alcohol al 70 % y luego lavados con comercializa para cultivos en general), tierra del Paso-
agua destilada estéril. Posteriormente se los sumergi¢choa, de la misma localidad donde se recolectaron las
en hipoclorito de sodio (NaCIO) al 2.5% con 3 6 4 go- Plantas de mortifio (Pasochoa), o una mezcla de turba
tas de Tween 20, por 10 a 12 minutos, se hicieron tres Mas perlita comercial (Sunshine All Purpose Planting
lavados con agua destilada estéril. Mix ) mezclada con tierra del Pasochoa.

Las plantulas de mortifio desarrolladas bajo condiciones
Sin vitro, fueron sometidas a pruebas de enraizamiento
y elongacidn. Se probaron diferentes combinaciones de
hormonas en medio basal mMWPM. Para inducir elonga-
cion se probd GA (1 a 5 mg/l) y BAP (3 mg/l) con
NAA (0.02 mg/l), en tanto que para inducir enraiza-
miento se probo IBA (1 a5 mg/l) y NAA (0.02 a5 mg/l).
Los medios basales mWPM, 1/2 MS y WPM (Tabla 1)
sin reguladores de crecimiento también fueron probados
para la elongacién y enraizamiento de las plantulas.

Se usé el medio basal MWPM con reguladores de cre-
cimiento (Tabla 3) para la brotacién de las yemas. Al
principio se colocaron cinco explantes por frasco de 477 Germinacion in vitro de semillas de mortifio

ml, pero debido a contaminacién cruzada resultdé mas

conveniente poner explantes individuales en frascos de El medio de cultivo Woody Plant Medium modificado
4 ml. Los brotes obtenidos se subcultivaron en medios (MWPM) fue el adecuado para la germinacién de semi-
mWPM, 1/2 MS y MS, para promover su elongaciény llas y subsiguiente cultivo de plantulas de mortifio. Este
enraizamiento. Se los incubé a 23, con fotoperiodo medio se formulé emulando la composiciéon de macro-
de 16 horas luz, 8 horas oscuridad. nutrientes de WPM [14], en tanto que se mantuvo sin

Resultados y Discusion
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cambios las concentraciones de micronutrientes. El pH
del medio fue 5.2 y la concentracidn de sacarosa de 20
g/l [15, 16, 17].

Se observaron diferencias en los porcentajes de germi-
nacion de las semillas entre los diferentes tratamientos
(Tabla 4). El porcentaje mas alto, 60.7 %, se dio en se-
millas sembradas en mWPM con luz (fotoperiodo 16/8)
y con tratamiento de frio (4C por dos semanas). La luz
pareceria ser el factor determinante en las diferencias de
los porcentajes de germinacion (15 % de diferencia en-
tre los promedios de germinacién con tratamientos de
luz y oscuridad), lo cual concuerda con reportes que in- .
dican requerimientos de luz de ciertas especies para gef-figura 2: Plantulas de mortifio, a las 8 semanas cultivo en mWH
minar, y que implicaria activacion de genes inducidos suplementado con TZR-1 mg/l + NAA-0.05 mg/l, (23C, fotoperio-
por el fitocromo [18]. En cambio, no hubo diferencias do 16/8).

en el tiempo requerido por las semillas para germinar; bilberry y lingonberry[12] utilizando BAP y NAA en

asi, sin importar el tratamiento, las semillas germinaron el aue no se loararon establecer cultivos in vitro de es
en aproximadamente 20 dias y las primeras hojas apare- q 9

cieron a los 30 dias de iniciado el ensayo. El porcentaje tas especies pues las plantas en general no presentaban
de germinacion de semillas de mortifio obtenido en es- un buen aspecto. En ot[o estudio [15] Ios_autores 0b-
te estudio es relativamente bajo, en comparacion con ynSefvaron que el GA tenia un efecto negativo para la
estudio enlingonberry y milberry [12], en el que se multiplicacion de Vaccinium.

obtuvo un 90 % de germinacion de semillas después de Se conoce que tanto 2iP como TZR son citoquininas que

2 semanas. La diferencia del porcentaje de germinacion probablemente reducen la dominancia apical fuerte que
in vitro entre estas especies puede ser atribuida a quees caracteristica de varias especies\@ecinium per-

se trata de especies distintas que responden de diversaitiendo asi el desarrollo de las yemas axilares [8, 19].
formas a este tipo de cultivo. Los protocolos de cultivo in vitro d&accinium repor-

tados en la literatura cientifica [4, 7, 12, 20] no fueron
totalmente aplicables al mortifio y fue necesario opti-
Para el subcultivo de plantulas de mortifio obtenidas a mizar el medio y las combinaciones hormonales para el
partir de semillas germinadas in vitro, se probaron di- cultivo in vitro de esta especie. Este estudio demostré
ferentes concentraciones y combinaciones de hormonasque el medio mWPM suplementado con TZR (1 mg/l)

ya que las plantulas no se ramificaban en medio basal. y NAA (0.05 mg/l), es el adecuado para el subcultivo de
plantulas de mortifio, especialmente si se quiere promo-
ver abundante ramificacién para usarlas como fuente de
explantes para su posterior micropropagacion. Gonza-
lez et al. [15], reportaron resultados similares: abundan-
te ramificacién con inhibicién de elongacién al utilizar
zeatina. Por otro lado, se obtuvieron plantulas elonga-
das y robustas cuando se utilizaron medios de cultivo
En los experimentos realizados se observé que a con-suplementados con 2iP (3 mg/l).

centraciones bajas de 2iP (1 mg/l), las plantulas elon-
garon normalmente, mientras que concentraciones mas
altas de este regulador (5 mg/l), indujeron abundante ra-
mificacién pero inhibieron la elongacion de las plantu- | protocolo de desinfeccion utilizado no permitio erra-
las. Las plantulas crecidas en medio de cultivo suple- gicar totalmente la contaminacion de los tallos introdu-
mentado con 3 mg/l de 2iP tuvieron moderada elonga- ¢igos in vitro (40 % de contaminacion). Tetsumura et

Subcultivo del mortifio

Plantulas de mortifio subcultivadas en mWPM suple-
mentado con TZR (1 mg/l) + NAA (0.05 mg/l), rami-
ficaron abundantemente. Después de varios subcultivos
de estas plantas, la rapidez de ramificacién y de cre-
cimiento aumento y en algunos casos el aspecto de la
planta mejoré (Figura 2).

Introduccién in vitro y brotacién de yemas axilares de
mortifio

cion, con aspecto robusto. al. [16] también observaron un porcentaje de contami-
En otros casos, utilizando medio de cultivo mWPM su- hacién de hasta 40 %, utilizando explantes de plantas
p|ementad0 con varias concentraciones d% qA-lO de blueberry mantenidas en un eSpaCiO abierto. Los ex-

mg/L) (Tabla 2), las plantulas se elongaron, pero no se Plantes de mortifio se obtuvieron de plantas silvestres

ramificaron, y adquirieron una consistencia delgada y gue estaban creciendo en su habitat natural, lo cual po-
débil. dria explicar el alto porcentaje de contaminacion que se

observd. Entonces, la estrategia recomendada es colocar
los explantes individualmente en frascos de 4 ml, para
evitar la contaminacion cruzada entre ellos.

En medio de cultivo suplementado mWPM con BAP +
NAA + GA3 y TZR + GA; (Tabla 2), las plantulas de
mortifio ramificaron poco, algunas formaron callo en la
base del tallo y otras formaron raices aéreas. Esto con-De las combinaciones hormonales probadas en medio
cuerda con los resultados de un estudio realizado con mWPM, la mezcla de 7 mg/lde TZR + 0.1 mg/l de NAA
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Medio  Tratamiento Tratamiento Semillas Germinacion

utilizado utilizado Sembradas/ (%)
Semillas
Germinadas

BAP TZR 2iP GA3 NAA
1/2 MS Luz e 229/98 42.8(%)
mWPM Luz Hkdkk 1713/948 55.3 (%)
mWPM  Oscuridad ko 147/66 44.9 (%)
mWPM Luz £C 433/263 60.7 (%)
mWPM Oscuridad a9c 102/41 40.2 (%)

Tabla 4: Porcentaje de germinacion de semillas de mortifio ggin el medio y tratamientos utilizados

fue la que mejores resultados dio en la brotacion de ye- mentado con BAP + NAA o G4, al principio se elon-

mas (100 %) (Figura 3). También se vio brotacién de garon, pero eventualmente se tornaron cafés y murieron.
yemas usando 1y 5 mg/l de TZR con 0.1 mg/l de NAA. En los subcultivos con mWPM + IBA (1, 3 6 5 mg/l), se

Sin embargo, al reducir la concentracién de NAA a 0.05, obtuvo un porcentaje de enraizamiento de hasta el 60 %,
no hubo brotacién a pesar de mantener las concentracio-pero las raices eran aéreas y escasas (Tabla 4). Posterior-
nes de TDZ fijas (1-7 mg/l). Esto indica la importancia mente, se subcultivaron plantulas de mortifio en medios
de la interaccion y balance citoquinina/ auxina en lain- mWPM y 1/2 MS, donde crecieron considerablemente
duccién de procesos de crecimiento y diferenciacion in y muchas tenian raices en la base de la planta, otras pre-
vitro. sentaron raices aéreas y en algunas se observaron raices
AA de los dos tipos. Las plantulas con raices en la base del
tallo tenian un aspecto robusto, con hojas de 3 mm de
tamafio, y muchas de ellas fueron usadas en ensayos de
aclimatacion (Figura 4). En WPM hubo escasa forma-
cion de raices con moderada elongacion de la plantula.

En medio mWPM suplementado con 2iP con o sin N
(Tabla 3), las yemas brotaron Gnicamente en 2iP — 5
mg/l, aunque con una eficiencia menor que en medios
gue contenian TZR y NAA.

En medios de cultivo suplementados con BAP solo o en
combinacion con NAA (Tabla 3), no hubo respuesta.  Segun la literatura cientifica, para varias especiegate

La auxina NAA, sola (3 mg/l), también indujo brotacion ~ Cinium se lleva a cabo un proceso de aclimatacion que

de yemas, pero las plantulas presentaron anomalias ydura entre 2 semanas a 2 meses [8, 22]. En la aclima-
aparecio callo en la base del tallo. tacion del mortifio, sin embargo, algunas plantas murie-

ron durante el proceso antes de ser transferidas a fundas
plasticas con tierra, mientras otras se contaminaron y
murieron. Al pasar las plantas que sobrevivieron a fun-
das plasticas, la mayoria murieron enseguida o en las
Dado que los brotes obtenidos de yemas en medios su-siguientes semanas. Esto se debi6 probablemente a que
plementados con TDZ 7 mg/l + NAA 0.1 mg/l, crecian las raices eran delgadas y varias de ellas aéreas, lo que
muy lentamente, fue necesario transferirlos a medios sugiere que posiblemente no eran funcionales. Se debe
mWPM suplementados con 2iP, con o sin NAA (Tabla investigar todavia las condiciones adecuadas de la acli-
3). En estos medios sobrevivieron la mayoria de plantu- matacion de plantas de mortifio cultivadas in vitro para
las, se ramificaron y crecieron normalmente. Particular- lograr su traslado al campo.

mente en 3y 5 mg/l de 2iP, sin NAA, las hojas tenian un
color verde de aspecto saludable. Hay varios estudios
con Vaccinium en los que el cultivo se estableci6 en
medios con zeatina y posteriormente se pas6 a medios
con 2iP para la elongacion ya que 2iP puede producir
efectos téxicos en los explantes nuevos [8, 15, 20, 21].
Las yemas necesitan concentraciones altas de citoquini-
nas para brotar [21], lo cual podria explicar la necesidad
de usar TZR en los pasos iniciales de introduccitan
vitro del mortifio.

En cualquier caso, solo fue exitosa la brotacion de ye-
mas axilares al usar explantes extraidos de la parte api-
cal del tallo.

Las plantulas subcultivadas en medios 1/2 MS y mWPM
sin reguladores de crecimiento se elongaron pero se ob-
servo poco enraizamiento, mientras que en medio MS
se tornaron rojas y no crecieron.

Elongacién, enraizamiento y aclimatacién de plantu-
las de mortifio Figura 3: Brotaci6n de yemas axilares de mortifio cultivadasen
mWPM suplementado con TZR - 7 mg/l + NAA - 0.1 mg/l, a las

Plantulas de mortifio subcultivadas en mWPM suple- 10 semanas de cultivo (23, fotoperiodo 16/8)
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Figura 4: Plantula de mortifio enraizada, a las 16 semanas dait
tivo en medio 1/2 MS sin hormonas (3C, fotoperiodo 16/8)

Conclusiones

(6]
[7]

(8]

[9]

(10]

(11]

En este trabajo se proponen varias estrategias que pue-
den ser utilizadas para el establecimiento del culfivo
vitro del mortifio. Por un lado, se demostré que es po-
sible la germinacién de semillais vitro y el posterior

crecimiento de plantulas, a través de subcultivos en me-

dios de cultivo con reguladores de crecimiento. También
se describe un método para la introducciarvitro de

yemas axilares, donde fue necesario una alta concen-

tracién de citoquininas, particularmente TZR, para ini-

ciar el crecimiento. Es necesario seguir trabajando en la

aclimatacion de las plantulas producidas in vitro para su
adecuado traslado al campo. Este trabajo representa ur{14]
estudio pionero en el mortifio con la intencién de co-
nocer mejor su comportamiento in vitro y lograr en un
futuro un manejo mas controlado de su cultivo.
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