INFLUENCIA DE DISTINTAS CITOCININAS EN EL CULTIVO “INVITRO”
DE APICES CAULINARES DE Fragariax ananassa Y F. virginiana

Cristina B. Brutti (1), Marcela I. Sanchez (2) y O. H. Caso (3)

Rec: 3/8/83
Acep: 22/11/83

RESUMEN

Se estudid la respuesta de Fragaria X ananassa (2n = 8x) cv. Brighton, de dia netro (refloreciente) y
cv. Douglas, de dia corto, y de F. virginiana clon UC11 (2n = 8x), de dia corto, a distintas citocininas: 6-
(4 - hidroxi - 3 metilbui - 2 - txans - enilamino) purina (Z), 6 - (Y -Y - dimetil - alil -amimo) purina (2ip),
6 - bencilaminopurina (BAP) y 6 - furfurilaminopurina (Kin), mediante el cultivo “in vitro” de apices cau-
linares.

Se empled el medio basico de Boxus (1974) suplementado con (lamina-HCI; acido nicotinico; pirido-
zina-HCL glicina; mio-inositol; glucosa, agar; 0,5 x 10“6 m de &cido indolbutirico (IBA), 03 x 10“6 M
de acido giberélico (AG3) y 2 x 10~6 M de cada una de las citocinas citadas.

Pudo comprobarse en las citocininas citadas ensayadas una actividad diferencial en el proceso de
morfogénesis. Asi, BAP fue el compuesto mas efectivo en la induccion de nuevas yemas y el Gnico que in-
hibié la formacién de raices en ambas especies.

La mayor proliferacion de callo basal se obtuvo con 2iP; Kin resulté la menos efectiva, y BAPy Z,
efectos intermedios.

Ademas se observé que el efecto de las citocininas puede ser diferencial entre especies y/o cultivares.
Asi el namero de hojas expandidas por explanto original fue significativamente diferente entre especies
cuando se utilizé Z en el medio de cultivo y menor en los cv. de F. x ananassa. También se observaron di-
ferencias entre estos cv., en el nimero de yemas formadas en presencia de BAP y 2iP; su diferenciacién
fue mayor en el cv. refloreciente.

EFFEQTS OF DIFFERENT CYTOKININS ON “IN VITRO” GROWTH
OF Fragariax ananassa AND F. virginiana SHOOTS TIPS

SUMMARY

Four different cytokinins, 6 - (4 - hydroxy - 3 - methyl - but - 2 - trans - enylamino) purine (2), 6
(y -y - dimethyl - allylamino) purine (2iP), 6 - benzylaminopurine (BAP) and 6 - furfurylaminopurine
(Kin), were screened for their morphogenetic activity through “in vitro” shoot tip culture. The basal me-
dium was Boxus (1974), supplemented with pyridoxin-HCI; thiamine-HCI; nicotinic acid; myoinositol,
glycine; glucose, agax; indole - 3 - butyric acid (IBA); 0,5 x 10-6 M;gibberellic acid (GA3) 0,3 x 10-6 M
and 2 x 10-6 m of each one of the cytokinins tested.

Two cultivais of Fragaria x ananassa Brighton (everbearing) and Douglas (seasonal) and Fragaria vir-
giniana clone UC11 were tested. It could be seen that BAP was the most effective cytokinin to achieve
bud differentiation and the only one which avoided root formation in both species. As to callusing, the
largest basal callus proliferation was obtained with 2iP while Kin was the least effective and BAP and Z in-
termediate in their effects. Different cytokinin effects could be observed within not only species but also
cultivars of the same species. The number of expanded leaves per initial explant was significantly lower in
Fragaria x ananassa when Z was used. On the other hand, differences within cultivars were observed in the
number of formed buds per initial explant usin either BAP or 2iP, thus the everbearing cultivar showed
the largest number of buds.
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INTRODUCCION

El cultivo ‘invitro” de apices caulinares
es ampliamente utilizado en micropropaga-
cién, y en la obtencion de plantas libres de
virus. En su cultivo se utilizan distintos ba-
lances de reguladores de crecimiento, con el
objeto de canalizar la actividad meristemati-
ca hacia la formacién de nuevas yemas, de
raices, o hacia la proliferacion de callo. No
s6lo se observa un balance particular para ca-
da especie (Kartha, 1981), sino que también
existe una respuesta diferencial a los distin-
tos compuestos de un mismo grupo hormo-
nal (Lee y de Fossard, 1977; Beniest y De-
bergh, 1976), posiblemente relacionados con
su estructura molecular (Letham, 1978).

Skoog y Armstrong (1970) estudiaron la
relacién entre estructura y actividad en cito-
cininas, trabajando con callos de tabaco. Con
posterioridad, se propusieron otros bioensa-
yos (Letham, 1978) y se demostrd que la ac-
tividad de las citoninas varia en funcion del
explanto utilizado y de la respuesta bioldgica
bajo estudio. Se desconocen las causas, pero
podria atribuirse a diferencias en la absor-
cion (Terrine et aly 1970), metabolismo
(Wang et al.t 1981), y requerimientos estruc-
turales para la actividad en un determinado
sitio de accion.

El género Fragaria incluye varias espe-
cies, de las cuales se cultivan numerosos hi-
bridos, con diferentes respuestas fotoperiodi-
cas (Pérez Afonzo, 1979) En su cultivo “in
vitro”, la citocinina mas empleada es la 6 -
bencilaminopurina (Boxus etal, 1977).

El presente trabajo tiene por objeto de-
terminar las respuestas al cultivo “in vitro”
de é&pices caulinares de F x ananassa Duch.
cv. Brighton (refloreciente) y cv. Douglas
(de dia corto) y F. virginiana L. clon UC11
(de dia corto), a una misma relacion auxi-
lias: citocininas, variando la citocininas ensa-
yadas.

MATERIALES Y METODOS

Las especies utilizadas fueron Fragaria x
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ananassa Duch. (2n =8x) cv. Brighton (re-
floreciente) y cv. Douglas (de dia corto), y
F. virginiana L. (2n =8x) clon UC11 (de dia
corto)

Las plantas de F. virginiana L., provistas
por la Facultad de Ciencias Agrarias, UNC,
fueron mantenidas en invernaculo con un fo-
toperiodo de 16 horas y una temperatura de
20 + 5°C; las correspondientes a los dos cul-
tivares de F x ananassa Duch. provinieron
del campo.

el material fue lavado y enjuagado repe-
tidas veces, luego de lo cual se realiz6 una
desinfeccion superifical con etanol 70 por
ciento, durante 30 segundo, y posteriormen-
te con una solucién de hipoclorito de sodio
(2 por ciento de CI2 activo), durante 10 mi-
nutos, y luego se enjuag6 con agua estéril.

Los explantos utilizados fueron &pices
caulinares de 0,7 a 1 mm de longitud, prove-
nientes de yemas axilares, constituidas por el
domo meristemfico y 16 2 primordios folia-
res.

Como medio bésico de cultivo se utiliza-
ron las sales minerales descriptas por Boxus
(1974), con el agregado de los siguientes
compuestos organicos (mg/1): &cido nicoti-
nico, 0,5; piridoxina.HCI, 0,5; tiamina.HCI,
0,1; glicina, 2; mio-inositol, 100; glucosa,
40.000; agar, 8.000; 0,5 x 10- 6 M de acido
indolbutirico (IBA) y 0,3 x 10- 6 M de &ci-
do giberélico (AG3). El medio basico de cul-
tivo se fraccion6 en 4 partes, en cada una de
las cuales se emple6 una citocinina diferentes:
6 - (4 - hidroxi - 3 - metilbut - 2 - trans-enil)
aminopurina (Z - zeatina) 6 (y -y - dimetif -
alil) aminopurina (2iP), 6 - benzilaminopuri-
na (BAP) y 6 - furfurilaminopurina (Kin-Ci-
netina) en una concentracién de 2 x 10” 6 M.

El pH del medio de cultivo se ajust6 a
5,6-5,9 con KOH 1Ny, luego de fraccionar--
lo, se lo esterilizd durante 20 minutos a
1.013 bares (b).

Los envases utilizados para el cultivo
fueron tubos de ensayo de 20 x 120 mm,
que contenian 10 ml de medio de cultivo ca-
da uno.

Las condiciones termo y- fotoperddicas
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de cultivo fueron de 24 + 1°C y de 16 horas
de luz suministrada por tubos de luz fluores-
cente blanca fria, con una irradiancia de 1,8
Wm* 2. Al cabo de 40 dias de cultivo, se dio
por terminada la experiencia y se midieron
los siguientes parametros:

— Nudmero de hojas expandidas por explan-
to inicial.

— Numero de foliolos por hoja expandida.

— Numero de yemas totales por explanto
inicial.

— Por ciento de explantos que diferenciaron
yemas.

— Por ciento de explantos con raices.

— Por ciento de explantos con callo basal,
tipicado en dos clases segln el tamafio (+:
05 x Immy ++ Ix | mm).

Cada tratamiento conté con 15 explan-
tos; la experiencia se repitié dos veces duran-
te los meses de septiembre-octubre y marzo-
abril.

El nimero de hojas expandidas por ex-
planto inicial se analiz6 estadisticamente,
utilizando al test no paramétrico de compa-
raciones multiples de Friedman (Hollander y
Wolfe, 1973).

RESULTADOS Y DISCUSION

Pudo comprabarse que las citocininas
ensayadas tienen una actividad diferencial en
el proceso de morfogénesis. Asi, BAP fue el
compuesto mas efectivo en la induccion de
nuevas yemas en ambas especies, ya que to-
dos los explantos utilizados sembrados en su
presencia diferenciaron yemas (Figura 1) y
en un namero mayor al obtenido con las ci-
tocininas restantes (Figura 2). lguales resul-
tados fueron obtenidos con BAP en explan-
tos de un nudo, de F. x ananassa Duch. cv.
Red Gauntlet (Lee y de Fossard, 1977).
También Boxus et al. (1978) considera que
el medio por él sugerido para multiplicacion,
que contiene 1 mg/l de BAP, puede ser em-
pleado para la micropropagacion de unos
170 cultivares de frutilla, incluyendo diploi-
des y octoploides. Ademas, en &pices cauli-
nares de Malus sylvestris Mili. (Lundergan y
Janick, 1980) y de “Citrange” cv. Carrizo
(Kitto y Yang, 1981), BAP fue la citocinina
mas efectiva en la proliferacion de yemas.

El niamero de yemas formadas por el
cultivar refloreciente casi duplicé al que se
origind en los de dia corto, entre los cuales

Rev. Facultad de Agronomia, 5 (1-2):65 - 70, 1984



68 Cristina B. Brutti, Marcela I. Sanchez y O. H. Caso

no existieron diferencias (Figuras 1y 2).
Igual efecto fue observado en otro cultivar
refloreciente, Rabunda, de la misma especie
(Caso y Radice, com. pers., 1982). En pre-
sencia de Z no existieron diferencias signifi-
cativas entre especies; diferenciandose solo
una yema por explanto (Figuras 1y 2).

Tanto con Kin como con 2iP, el cultivar
refloreciente mostr6 un nimero mayor de
explantos con yemas; Douglas fue el menor
productor de nuevos 6rganos.

En ambas especies, el mayor porcentaje
de explantos con callo basal se obtuvo con
2iP (Cuadro 1), aunque resultd de menor
magnitud en F. virginiana L. En presencia de
esta hormona, la produccion de yemas vario
de escasa a nula, a diferencia de lo observado
con BAP donde la formacién de callo fue de
menor magnitud (Cuadro 1) estuvo seguida
de la diferenciacion de yemas (Figura 2).
En ninguna de las especies hubo formacién
de callo basal en presencia de Kin, mientras
que con Z s6lo se observé en F. x ananassa
Duch. (Cuadro 1). También ha sido observa-
da una activa proliferacién de callo, en pre-
sencia de 2iP en explantos de Ararucaria
araucana (Mol.) C. Koch (Beniest y Debergh,
1976), en apices caulinares de Solanun x cur-
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tilobum (Grout et al.f 1976) y en callos de
Nicotina tabacum L. (Tabhaz, 1977)

Se observé formacion de raices en am-
bas especies cuando se utilizé Kin o 2iP en el
medio de cultivo, y con Z sélo en F. virginia-
na L. (Cuadro 1). Por el contrario, en presen-
cia de BAP ninguna de las especies diferencio
raices durante el periodo de tratamiento. Es-
te fendmeno se relacionaria con la mayor ac-
tividad de este regulador en la formacién de
yemas (Grafico 2). Estos resultados coinci-
den con lo observado por Boxus et al (1977)
en numerosos cultivares de F. x ananassa
Duch y 5 clones de F vesca L. en los cuales
obtuvieron formacién de raices con la sola
omision de BAP en el medio de cultivo.

La alta actividad de BAP en la induccion
de nuevas yemas, asi como la ausencia de
raices en su presencia, puede deberse a que,
a pesar de que es rapidamente metabolizada,
el compuesto formado es sumamente estable
y posee actividad como citocinina, segun lo
hallado en callos de Glycine max L. Merrill
(Wang et al, 1981) y en cotiledones de Beta
vulgaris L. (Letham, 1978).

También se observd diferencia entre los
distintos reguladores, en lo que se refiere al
nimero de hojas formadas durante el perio-
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do del experimento. En los cultivares de F. x
ananassa Duch., el nimero de hojas por ex-
planto inicial, en presencia de Z, fue sifnifi-
cativamente inferior al obtenido en F. virgi-
niana L. (Cuadro 2). Por otra parte, la res-
puesta de F. x ananassa Duch. con Z fue me-
nor a la obtenida con otras citocininas. Asi,
en el cv. Brighton, el nimero de hojas expan-
didas con 2iP y BAP fue significativamente
diferente del logrado con Z y en el cv. Dou-
glas Kin fue superior a Z (Cuadro 2). En F.
virginiana L. la respuesta a Z no fue distinta
de la obtenida con las citocininas restantes
(Cuadro 2). Diferencias interespecificas en la
respuesta a una citocinina en callos de Phase-
olus spp. fueron observadas por Mok et al.
(1978), quienes posteriormente atribuyeron
estos resultados a diferente metabolismo en
cada una de las especies (Mok et al., 1982).

Las hojas expandidas por los explantos
durante el periodo del tratamiento fueron 1-,
2-, 3-foliadas, o con ldmina reducida. Es-
tos Gltimos se obtuvieron como respuesta a
los tratamientos con BAP, y su frecuencia
fue mayor en el cultivar refloreciente (Cuadro
2). Este fendmeno parece correlacionarse
con la formacion de un mayor nimero de
yemas (Figura 2).

Con las citocininas restantes no se obser-

vé una actividad diferencial en los concer-
niente a la forma de las hojas expandidas, ya
que la primera hoja en todos los tratamien-
tos fue 3-foliolada, las siguientes fueron 1-fo-
lioladas en su mayoria, y algunas 2-foliola-
das. En los cultivares de F x ananassa Duch.
en presencia de Z la Unica hoja expandida
fue normal (Cuadro 2).

Los resultados expuestos permitieron
comprobar que es diferente la respuesta mor-
fogénica que se puede obtener con trata-
mientos de idéntica concentracion de distin-
tas citocininas. Las diferencias se presenta-
ron tanto en la produccién de yemas y su
morfologia foliar como en la inhibicién de la
formacion de raices.

En el primer caso, se observaron diferen-
cias intra e interespecificas. Si bien BAP fue
la citocinina mas efectiva en los tres materia-
les ensayados, hubo gran diferencia en el ni-
mero de yemas inducidas entre cultivares de
una misma especie pero con distinto requeri-
miento fotoperiddico para floracion. Otro
tanto puede decirse con respecto a 2iP, la se-
gunda citocinina en cuanto a efectividad en
la formacién de yemas. No se conoce que
existan referencias acerca de una relacion en-
tre la capacidad regenerativa y la clase foto-
periddica del vegetal. Puede ser casual el he-
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cho de que tanto Douglas como el clon
UC11, que son de dia corto, se comporten
en forma similar en este tratamiento.

En lo que se refiere a la no formacion de
raices, s6lo BAP se comporté como un inhi-
bidor efectivo. El hecho de poder regenerar
una planta complete mediante el ajuste de
un Unico balance hormonal resultaria intere-
sante para la micropropagacion de estas espe-
cies, siempre y cuando no vaya en detrimen-
to del nimero y vigor de las yemas obtenidas.

Los resultados expuestos indican que, si
bien puede considerarse existosa la micro-
propagacion de distintos cultivares de una
misma especies 0 de especies cercanas de un
mismo género, el balance hormonal del me-
dio de «cultivo debera ajustarse en cada uno
de los materiales experimentados, si se desea
optimizar la formacién de nuevas yemas.
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