Revista de la Facultad de Agronomia, La Plata 101 (2), Afio 1956: 167-191 COMUNICACION

Micropropagacion de especies horticolas de interés
comercial para Cuba. |. Brassica oleraceae var. capitata
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RESUMEN

A partir de diferentes expiantos se obtuvo la induccién in vitro de brotes de dos espe-
cies del género Brassica. Los mejores resuitados en repollo (Brassica oleraceae var.
capitata ) cv. Hércules, se lograron cuando se cultivaron las yemas axilares de plantas
adultas en el medio MS suplementado con 1 mg. ' de BAP, donde se alcanzé un alto Indice
de multiplicacion (1:20).

Los mejores resultados en la induccién de brotes de repollo chino (Brassica rapa L.
subsp pekinensis) cv. Verano 6, se obtuvieron al cultivar apices provenientes de plantitas y
yemas axilares de plantas adultas en el medio MS suplementado con 0,5 mg. ' de ANA 'y
2 mg. I' de BAP, lograndose 4 - 6 brotes.explanto™.

La aplicacidn de esta metodologla en gran escala, a nivel de “biofabricas”, permite la
multiplicacién de estas especies de gran importancia econémica para Cuba.
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Micropropagation of horticultural specles of economic
interest for Cuba. |. Brassica oleraceae var. capitata cv.
Hércules y B. rapa L. subsp. pekinensis cv.vVerano 6.

SUMMARY

Different explants were used for the in vitro induction of shoots in two Brassica species.
In cabbage (Brassica oleraceae var. capitata ) cv. Hércules the best results were achieved
when axillary buds of adult plants were cultivated in MS medium with 1 mg. I BAP. A high
index of muitipiication was reached (1:20).

The best results in the induction of shoots of chinese cabbage (Brassica rapa L. subsp.
pekinensis ) were obtained in a MS medium with 0,5 mg. I'' NAA and 2 mg. I' BAP, where
4 - 6 buds.explant’ were attained.

This methodology allows the multiplication of genotypes of economic interest for Cuba
at great scale ( "biofactory” level).
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INTRODUCCION

Las especies del género Brassica ocu-
pan un importante lugar en Cuba debido a la
demanda de tales hortalizas en el mercado.
El repollo (Brassica oleraceae var. capitata),
es el que mas se destaca con respecto al area
de siembra a nivel nacional. Sin embargo, bajo
las condiciones climaticas cubanas no flore-
ce y, por lo tanto, para su produccién comer-
cial se necesita de la importacion anual de
semillas de hibridos comerciales con un alto
costo en divisas. Por otra parte, en el repollo
chino (Brassica rapa subsp pekinensis), se han
realizado intentos con vistas a la obtencion
de cultivares mejor adaptados a las condicio-
nes edafoclimaticas del pais y que garanticen
rendimientos mas elevados.

La propagaciéon de plantas mediante el
uso de técnicas de cultivo de tejidos es, den-
tro de la rama de la biotecnologia, una de las
alternativas con mayor importancia dada su
aplicacion practica para la obtencion idénti-
ca, rapida y masiva del material selecciona-
do (Murashige, 1990; Filippone et al., 1992).

En las especies del género Brassica se
han utilizado las técnicas de micropropaga-
cién, incluyendo, entre otras, la regeneracion
de brotes y su multiplicacién in vitro (Reynolds,
1986, Leike, 1988; Zee y Johnson ,1989; Kie-
ffer et al., 1995; Parihar et al., 1995).

Dada la necesidad de disminuir las im-
portaciones de semillas de estas especies, el
objetivo del presente trabajo fue establecer
una metodologia adecuada para la propaga-
cién acelerada de las mismas, que garantice
la produccién de un gran numero de indivi-
duos en un corto tiempo.

MATERIALES Y METODOS

Las semillas de Brassica oleraceae var.
capitata cv. Hércules, “repollo”, y Brassica rapa
subsp. pekinensis cv. Verano 6, “repollo chi-
no", fueron desinfestadas en etanol 70° por 5
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min e hipoclorito de sodio 2% por 15 min, y
finalmente se enjuagaron con agua destilada
estéril. Luego fueron germinadas in vitro en
un medio basico MS (Murashige y Skoog,
1962), con las sales minerales diluidas al 50%
y sin suministro de reguladores vegetales.

En el repollo chino se utilizaron como ex-
plantos los apices y en el repollo los seg-
mentos de cotiledones, en ambas casos pro-
venientes de plantulas de 8 a 10 dias de edad.
Se utilizaron, ademas, las yemas axilares de
plantas de ambas especies desarrolladas en
condiciones de campo, las cuales se lavaron
con un detergente comercial y se enjuagaron
con agua corriente. Posteriormente se sumer-
gieron en etanol 70° por 5 min y en hipoclorito
de sodio 5% por 20 min, para ser enjuagadas
en tres oportunidades con agua destilada es-
téril .

Los explantos fueron cultivados en el
medio MS, suplementado con 30 g.I' de sa-
carosa. Para la induccion de brotes a partir
de los segmentos cotiledonares de repollo, el
medio MS fue suplementado con 6- bencil
amino purina (BAP), a razon de 1,2 6 3 mg. [
y 0,1 mg. I' de acido naftalén acético (ANA),
mientras que para las yemas axilares el me-
dio MS fue suplementado con BAP (1,263
mg. I'') sin la adicion de auxinas.

Para ambos explantos de repolio chino,
se utilizé el medio MS con la adicién de BAP
(1,2,466mg. ")y ANA (0,5 mg. I'").

El pH de los medios fue ajustado a 5,8
antes de anadir el agar (7 g.I''). Veinticinco
ml de cada medio se dispuso en frascos de
100 ml de capacidad que fueron esterilizados
en un autoclave a 121°C y 1,5 Kg.cm? duran-
te 20 min.

En todos los casos, luego de 30 dias de
cultivo, las hojas de los pequefios brotes con-
teniendo las yemas, fueron transferidas al
mismo medio fresco con el objetivo de conti-
nuar su multiplicacién.

Los cultivos fueron mantenidos en un
fotoperiodo de 14 h y a una temperatura de
25 + 2°C.

Se realiz6 el conteo del nimero de brotes



Revista de la Facultad de Agronomia, La Plata 101 (2), Ao 1996: 187-191

inducidos realizandose un anélisis de varianza
de las diferentes variantes y la significancia
fue evaluada por medio del test de rangos mul-
tiples de Duncan (P < 0,05).

Para el enraizamiento de los brotes , és-
tos fueron cultivados en forma individual en
el medio MS sin suministro hormonal. Las
plantulas, previo lavado de sus raices, fueron
transplantadas para la fase de adaptacion a
bandejas con un sustrato constituido por
zeolita: arena (1:1 v/v), hasta alcanzar una
altura aproximada de 15 - 20 cm, y de ahi
fueron transferidas a condiciones de campo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Como se puede observar en la Tabla 1,
la mayor induccién de brotes ocurrié al utili-
zar como explantos las yemas axilares de
plantas adultas de repollo, siendo muy infe-
rior la respuesta obtenida al cultivar los seg-
mentos cotiledonares de las plantitas germi-
nadas in vitro.

Los resultados en los segmentos de coti-

Tabla 1. Regeneracion de brotes de repollo cv. Hér-
cules a partir de diferentes explantos en el medio MS
suplementado con reguladores vegetales.

Shoots regeneration of cabbage cv. Hércules from
differents explants in the MS medium suplemented
with plant regulators.

Tasa de multiplicacién a los 30 dias

Segmentos cotiledonares Yemas axilares

BAP (mg.I") ANA (0,1 mg.I') (sin auxina)
1 25 ns 20 a
2 3,5 ns 15 b
3 3,0 ns 12 c

Los promedios seguidos de igual letra no difieren
significativamente al 5% del test de Duncan.
Means follow by the same letter are not significantly
different at the 5% level by Duncan’s test.
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ledones de repollo muestran que el mayor
namero de brotes. explanto! (3,5) se obtuvo
al cultivarios en el medio MS suplementado
con 2mg. "' de BAP y con 0,1 mg.I'' de ANA,
aunque no existieron diferencias significativas
con relacion al resto de las concentraciones
utilizadas.

George y Rao (1980) trabajando con
Brassica juncea indicaron que la regeneracion
directa a partir de segmentos de cotiledones
era posible, utilizando preferentemente BAP
(1 mg.I'") y ANA (1 mg.I') como reguladores
del crecimiento. La diferencia en esta respues-
ta pudiera deberse a la utilizacion de diferen-
tes genotipos. Sin embargo, la presencia en
el medio de cultivo de estos reguladores no
ha sido efectiva para la organogénesis a par-
tir de cotiledones en otras especies del géne-
ro Brassica (Jain et al., 1988) .

Cuando se utilizaron como explanto las
yemas axilares de plantas adultas de repo-
llos, cultivadas en el medio MS suplementa-
do con 1 mg.I' de BAP se obtuvo la mayor
tasa de multiplicacién (20 brotes.explanto'!),
sin ser necesaria la presencia de las auxi-
nas. Estos resultados no coinciden con los
de Leike (1988), respecto a la induccién de
brotes de repollo a partir de yemas axilares,
ya que este autor planted, que para su ob-
tencion fue necesaria la presencia de las auxi-
nas (3 mg. I'* AIB) en el medio de cultivo.

Las pequefas hojas de los brotes obte-
nidos, conteniendo una microyema en la axi-
la, fueron separadas individualmente y trans-
feridas al medio MS+ 1 mg. I'' BAP. Bajo es-
tas condiciones cada yema produjo, en un
periodo de 30 dias, una gran cantidad de bro-
tes adventicios (Foto 1), alcanzandose un aito
indice de mulitiplicacién (15 - 20 brotes.explan-
to').

Estos resultados fueron similares para
otros cultivares de Brassica oleraceae var.
capitata de introduccién en el pais como 1287-
67 (var. capitata f. rubra) y Verano- 17 (da-
tos no presentados).

En el caso del repollo chino la mayor in-
duccién de brotes se obtuvo en el medio su-
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Foto 1. Induccién de brotes de col ( Brassica
oleraceae var. capitata) en medio MS suplementa-
docon 1 mg. I' BAP.

Shoots induction of cabbage in MS medium

supplemented with 1 mg. ' BAP.

plementado con 0,5 mg. I'' de ANAy 2 mg. I'!
de BAP, donde se alcanzé una tasa de multi-
plicacién de 4-6 brotes.explanto, siendo la
respuesta similar para ambos explantos utili-
zados (Tabla 2). Ademas, se observé un lige-
ro incremento en el numero de brotes cuando
se emplearon las yemas axilares de plantas
adultas, al igual que lo ocurrido en el repollo.

La obtencion de brotes en el repollo chi-
no ha sido indicada con anterioridad, utilizan-
do como explantos las yemas axilares (Kuo y
Tsay, 1977) y los apices de plantitas (Yoeup
et al., 1987). Este ultimo autor encontr6 los
mejores resultados en medios suplementados
con altas concentraciones de citocininas, en
especial la cinetina, lo cual no coincide con
estos resultados, donde las altas concentra-
ciones de estos reguladores disminuyeron la
induccion de brotes.

Al igual que en el repollo, estos brotes
fueron utilizados a su vez como explantos, al
transferirse las hojas con las yemas axilares
en forma individual al mismo medio de culti-
vo, resultando la tasa de multiplicacion simi-
lar a la obtenida en la primera fase, aumen-
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Tabla 2. Regeneracién de brotes de repolio chino cv.
Verano 6 a partir de diferentes explantos en el medio
MS suplementado con reguladores vegetales.

Shoots regeneration of chinese cabbage cv. Verano
6 from differents explants in MS medium supplemented
with plant regulators.

Tasa de multiplicacion a los 30 dias

Apices Yemas axilares
BAP(mg. I") ANA (0,5 mg.I"")
1 3,5 ab 40 b
2 40 a 6,0 a
4 3,0 bc 35 b
6 25 ¢ 35 b

Los promedios seguidos de igual letra no difieren
significativamente al 5% del test de Duncan.

Means follow by the same letter are not significantly different
at the 5% level, Duncan'’s test.

tando con ello el numero de individuos obte-
nidos a partir de un explanto inicial.

Tanto los brotes de repollo como del re-
pollo chino, desarrollaron un sistema radicular
adecuado, al ser cultivados en forma indivi-
dual en el medio MS sin suministro de regula-
dores vegetales, no siendo necesaria la pre-
sencia de auxinas en el medio de cultivo, re-
sultados que no coinciden con lo planteado
para el enraizamiento de brotes en estas es-
pecies (Kuo y Tsay ,1977).

Las plantulas, una vez concluida la fase
de adaptacion, fueron transferidas a condicio-
nes de campo, donde crecieron normalmen-
te, presentando altos porcentajes de sobrevi-
vencia (90-95%), manteniendo caracteristicas
fenotipicas similares al cultivar original (Foto 2).

Esta metodologia para la induccion in vitro
de brotes en cultivares de repollo ha sido in-
troducida en diferentes biofabricas del pais,
con el objetivo de disponer de un gran nume-
ro de plantas para sembrar determinadas
areas, lograndose excelentes resultados en la
multiplicacién de hibridos de interés, tal como
ha sido indicado anteriormente para especies
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(a)

Figura 2. Plantas de repollo (a) y repollo china (b) obtenidas por micropropagacion crecidas en condiciones de
campo .

Plants of cabbage (a) and chinese cabbage (b) obtained by micropropagation growing in field.

del género Brassica por Anderson y Carstens
(1977).
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