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CV. 'MIDNIGTH BLUE'
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ABSTRACT

In vitro propagation of the statice (Limonium sinuatum
L.) cv. 'Midnight Blue'. /n vitro  rcgeneration and multiplication of
Limonium sinuatum (statice) through axillary buds was cvaluated. The buds
were preleved from four stages of development of the plant (three vegetati-
ve and one floral) and were cultivated on a Linsmaier and Skoog medium.
Three concentrations of BAP (0.0, 0.6, 0.2 mg/L) were evaluated. With the
exception of the fourth stage, big losses were observed in the establish-
ment of the cultures. The best response was obtained with 0.6 mg/L BAP.
In the buds of the fourth stage cytokinins induced a reversion from floral
to vegetative growth. Proliferation of the cultures were initially accelerated
with 1.2 mg/LL BAP but the treatment induced growth malformation with re-
peated subcultures. The formation of roots with NAA was evaluated. The
percentage of rooting explants was low (43%) and tend to decrease with

the number of subcultures.

INTRODUCCION

Dentro del género Limonium  (familia
Plumbaginaceac) s¢ encuentran especics herba-
ceas omamentales (Stewart y Conring, 1970),
la mayoria de ellas nativas del Mediterrdneo y
de las Islas Canarias (Wilfret et al., 1973). Por
el colorido de sus flores, Limonium sinuatum
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(L.) Miller es una dc las especies que se estd
produciendo a nivel comercial en los Estados U-
nidos, principalmente en Florida y California
(Wilfret et al., 1973; Warren, 1980). En cicrtas
épocas (noviembre a mayo) se presenta un fal-
tantc interno en ¢l suministro de esta planta,
por lo que es importada de varios paises ameri-
canos y de otros continentes. Por ello, su pro-
duccién a nivel comercial en el pais ofrece bue-
nas perspectivas.

La propagaciéon comercial de plantas por
medio del cultivo de tejidos es una préctica co-
mun hoy en dia (Murashige, 1974). En el caso
de la estaticia, la propagacién in vitro seria de
gran beneficio debido a la gran variacién gené-
tica que presenta. Esta técnica permitiria obte-
ner clones en forma rdpida y con un genotipo
scleccionado.

Harazy et al. (1985) propagaron plantas
de estaticia in vitro a partir de yemas axilares



114 AGRONOMIA COSTARRICENSE

y obtuvieron una alta tasa de supervivencia.
Una concentracién de 0,6 mg/L. de BAP en un
medio Linsmaier y Skoog indujo un mayor ni-
mero de tallos, y al sustituir el BAP por 0,5
mg/L de ANA se propicié la formacién de rai-
ces en esos tallos.

En el presente trabajo se buscé realizar
en nuestras condiciones la propagacién in vi-
tro de la estaticia a partir de yemas vegetativas
y florales bajo diferentes niveles de regula-
dores con el fin de observar el efecto del esta-
do fisiolégico del explante sobre el desarrollo
del mismo.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron yemas axilares del cultivar
'‘Midnight Blue'. Las yemas fueron tomadas de
plantas en 4 estados fisiolégicos diferentes.
En el primero, las plantas se encontraban en
crecimiento vegetativo temprano. Ya en el se-
gundo podian observarse los hipséfilos (hojas
modificadas muy cerca de las estructuras flora-
les). En el tercer y cuarto estado la planta pre-
sentaba ejes florales, el tercero en preantesis y
el cuarto en el inicio de la antesis.

En los estados 1, 2 y 3, las plantas se la-
varon con agua; se les corté las hojas, dejando
rosetas de 2,7 a 6,5 cm de didmetro, segin el
estado fisiol6gico. En el cuarto estado se toma-
ron secciones de 4 cm distales de tallos flora-
les no mayores de 15 cm de longitud. Todas
las muestras se lavaron en una solucién de ja-
bén detergente y Tween-80 (0,1%) por espacio
de 20 minutos, siendo posteriormente enjuaga-
das con agua corriente durante 30 minutos. En
los estados 1, 2 y 3 se extrajeron cuidadosa-
mente las yemas axilares de la roseta con ayu-
da de un bisturi #11, mientras que en el cuarto
estado se tomaron secciones de tallos florales
de 2 a 3 cm de largo. Los tres primeros estados
fucron desinfectados con una solucién de hipo-
clorito de sodio (0,5% v/v) con Tween 80
(0,1%) durante 20 minutos. Para el cuarto esta-
do se utiliz6 una solucién de hipoclorito de so-
dio al 0,75%. Una vez desinfectados, los ex-
plantes se llevaron a la cdmara de transferencia
en donde, después de tres lavados con agua des-
tilada estéril, se procedié a la diseccién de las

yemas axilares. Cada yema se deposité en un
tubo de ensayo de 18 mm de didmetro conte-
niendo 10 ml de un medio de cultivo solidifica-
do. Los tubos se colocaron en una cdmara de
crecimiento, a una temperatura de 24° C en el
dia y 22° C en la noche, con una humedad rela-
tiva de 70% y una intensidad luminica de 40
E/s/m? con un fotoperiodo de 12 horas.

Debido a la alta contaminacién se repiti§
el experimento pero introduciendo ciertas va-
riantes en la desinfeccién. Una vez extraidas
las yemas, se procedié a disectarlas y colocar-
las en una solucién con Trit6n-80 al 0,1% por
20 segundos y luego en hipoclorito de sodio al
0,15% por 1 minuto. Seguidamente los explan-
tes fueron incubados por 24 horas en un medio
Linsmaier y Skoog (LS) sin reguladores (medio
blanco). Transcurrido este periodo se removie-
ron y colocaron nuevamente en una soluci6n
de Trit6n-80 al 0,1% por 40 minutos. Final-
mente se traspasaron a tubos de ensayo conte-
niendo un medio LS con 0,6 y 1,2 mg/L de 6-
BAP.

El medio de cultivo fue el de Linsmaier y
Skoog (1965), con una adicién de 30 g/L de
sacarosa y 8 g/L de agar. Se autoclavé a una
presién 1,5 km/cm? y a una temperatura de
121° C durante 20 minutos. Para multiplicar la
planta se estudi6 el efecto de tres concentracio-
nes de citoquinina BAP (6-bencil-aminopuri-
na): 0,0; 0,6 y 1,2 mg/L. Las transferencias a
un medio fresco se efectuaron cada tres a cuatro
semanas. A partir de la tercera transferencia se
utilizaron frascos de 5,0 cm de didmetro conte-
niendo 20 ml del medio de cultivo. Las plantas
obtenidas fueron luego transferidas a un medio
con 0,5 mg/L de la auxina ANA (4cido naftalen-
acético), para inducir el enraizamiento (Harazy
et al, 1985).

RESULTADOS
Contaminacion de los cultivos
El crecimiento de la estaticia en forma de
roseta adherida al suelo facilita la acumulacién

de patégenos y dificulta la efectiva desinfec-
cién del explante. La contaminacién por bacte-
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Porcentaje de contaminacién de los cultivos de Limonium sinatum
segun el estado de la yema, a los 8 y 30 dias después de iniciados
los cultivos.

Cuadro 1.

Estado Presencia de bacterias Presencia de hongos
8* 30 8 30
1 89** 100 31 48
2 82 100 39 49
3 69 100 41 51
4 25 27 23 29

*  diasdespués de iniciado el cultivo.
**  resultados provenientes del cultivo de 100 explantes por estado.

Cuadro2.  Efecto del método de desinfeccién de Jones et
al.(1977) modificado, sobre la sobrevivencia de
explantes de Limonium sinuatum provenientes
de los tres primeros estados.

Estado No. de explantes Presencia

de
Inicial 40dias bacterias
1 50 2 11
2 50 2 1/2
3 50 5 2/5

ria fue observada muy rdpidamente, siendo a
los 8 dias casi completa en los estados 1 y 2.
Después de treinta dias fue de 100% en los tres
primeros estados mientras que en el cuarto fue
unicamente de 27% (Cuadro 1). La contamina-
cién por hongos fue entre 48% y 51% en los
tres primeros estados y de 29% en el cuarto
(Cuadro 1). En todos los casos, los explantes
contaminados murieron ripidamente y fueron
desechados.

Los explantes contaminados por bacteria
en baja incidencia crecieron y proliferaron, por
lo que en algunos casos se pudo realizar varias
transferencias sucesivas. No se observé efecto
visual de deterioro de los explantes por la bac-
teria. Esta fue identificada como perteneciente
al género Pseudomonas, pero no se pudo carac-

terizar la especie (Uribe, L. 1988. Comunica-
cién personal, Facultad de Microbiologia,
UCR). Al efectuarse la primera transferencia,
los explantes contaminados con bacteria fue-
ron sometidos a una segunda desinfeccién con
hipoclorito de sodio al 0,5%. No se observd
sintomas de dafio en los tejidos y se logré dis-
minuir la cantidad inicial de inéculo bacteriano
en el medio.

Con el fin de buscar un método de desin-
feccién m4s eficiente se repitié el experimento
para los tres primeros estados utilizando el mé-
todo de desinfeccion de Jones et al. (1977). El Cua-
dro 2 muestra que el método, aunque més efectivo,
no permitié obtener un mimero suficiente de explan-
tes sanos.

En ninguno de los tratamientos y de los
estados hubo problemas de oxidaci6n.

Desarrollo de yemas provenientes de los
tres primeros estados

A pesar de la presencia bacteriana, los ex-
plantes de los tres primeros estados continua-
ron su crecimiento. A los 20 dias después de la
siembra se observé en el primer estado que, en
ausencia de BAP, las yemas presentaron de 1 a
4 hojas con un tamaio promedio de 0,75 c¢cm y
en algunos casos hasta 1,5 cm de longitud (Fi-
gura la). En presencia de 0,6 y 1,2 mg/L de
BAP se observé una mayor formacién de hojas,
de 1 a 6y de 4 a 8 respectivamente, pero con
un tamafio menor (0,62 cm y 0,54 cm) (Figura
1b y ¢). En el estado 2 con 0,6 mg/L de BAP
los explantes presentaron hojas mds grandes y
en mayor nimero, contrario a lo observado con
0y 1,2 mg/L de regulador. En el caso del tercer
estado, todos los tratamientos presentaron
explantes con hojas de tamafio similar pero
una mayor proliferacién de las mismas se pre-
senté con 0,6 mg/L de BAP (Cuadro 3).

Después de la segunda transferencia no se
pudo evaluar claramente el comportamiento de
los explantes ya que se presenté una alta conta-
minacién de tipo fungoso en el primer experi-
mento, la cual provocé la muerte de la mayoria
del material al cabo de dos semanas. No obstan-
te hasta esa fecha se noté una tendencia al
aumento en el nimero de hojas en todos los tra-
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Fig. 1. Respuesta de yemas de Limonium sinuatum en los tres primeros estados de desarrollo en presencia de a) 0,0; b) 0,6 y c) 1,2
mg/L de BAP en el medio de cultivo. Resultados observados después de 20 dias de iniciado el experimento.

Cuadro3. Variaciones cuantitativas de las hojas de explantes de Limonium sinuatum en tres diferentes esta-

dos fisiolégicos.
Estado mg/L 7 dias de cultivo 20 dias de cultivo
BAP No. hojas/ Tamafio Rango No. hojas/ Tamaiio Rango
explante medio* explante medio*
1 0,0 1-3 0,36 0,1-0,7 1-4 0,75 0,2-1,5
0,6 1-3 0,32 0,2-0,6 1-6 0,62 0,2-1,0
1,2 24 0,29 0,2-0,6 4-8 0,54 0,2-1,2
2 0-0 1-3 0,24 0,2-0,4 1-3 0,48 0,2-1,0
0,6 1-6 0,40 0,2-0,6 3-6 0,62 0,2-1,2
1,2 1-5 0,29 0,1-0,5 1-5 0,42 0,2-0,7
3 0,0 2-4 0,36 0,3-0,4 2-4 0,46 0,3-0,5
0,6 3 0,50 0,5 8 0,48 0,3-1,0
1,2 3-4 0,29 0,2-0,5 2-5 0,46 0,2-0,9
* cada tratamiento consté de 25 explantes.
tamientos, siendo en el estado 3 en donde hubo Esta tendencia se mantuvo en los explan-
mayor formacién de las mismas, pero de dimen-  tes sanos del segundo experimento, en el cual,

siones menores. para los estados 1, 2 y 3, se observaron las si-
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Cuadro4.  Caracteristicas de los explantes del estado 4 de Limonium sinuatum al final de la segunda
transferencia.

Tratamiento No. inicial Longitud promedio (cm) Explantes con crecimiento
(mg/L)* explantes Inicial 40 dias vegetativo **

4s 8s 12s
0,0--0,6-0,6 8 0,24 0,51 0/8 2/8 5/8
0,6--0,6-0,6 5 0,20 0,48 0/5 5/5 5/5
1,2--1,2-1,2 8 0,24 0,55 6/8 7/10 9/11

* Cada flechaindica la transferencia de los explantes a un medio de cultivo fresco.
** Numero de explantes vegetativos sobre el nimero total de explantes sanos.

s Tiempo expresado en semanas.

guientes tendencias: en los tratamientos sin regula-
dor hubo crecimiento en longitud de las hojas, pero
no se observd un aumento en el mimero de las mis-
mas. Una transferencia al mismo medio después de
cuatro semanas provocé una disminucién del
crecimiento ouncesetotal, y luego un amarillamien-
to del explante. Por el contrario, al realizar la
transferencia a un medio con 0,6 mg/L de BAP, se
observé un aumento en el nimero de hojas. En
presencia de 1,2 mg/L los explantes presentaron en
general un aspecto clorético y poco desarrollado,
las hojas tendieron a ser m4s angostas y a presentar
un encorvamiento en su parte distal. La mejor
respuesta fue observada al utilizar un medio de cul-
tivo conteniendo 0,6 mg/L. de BAP. Estos pre-
sentaron un mejor desarrollo, una mayor prolifera-
cién de hojas y una adecuada pigmentacién clo-
rofilica.

Desarrollo de yemas provenientes del cuar-
to estado

En el cuarto estado las yemas florales cultiva-
das en un medio sin regulador mostraron un creci-
miento muy reducido (0,14 cm después de 30 dias
de cultivo). En la mayoria dc los explantes se pudo
observar el desarrollo de un eje floral en miniatura;

otros explantes murieron. Cuando algunas de las
yemas fueron transferidas, después de 30 dias, a un
medio con 0,6 mg/L de BAP, en la mayoria de ellas
el proceso floral siguié su desarrollo y se obser-
varon ejes verdes con pequeiias estructuras semejan-
tes a bricteas, ricas en pigmentos antociinicos (Cua-
dro 4). Cuando las yemas florales se colocaron ini-
cialmente en un medio con 0,6 mg/L. de BAP, se
observé un crecimiento limitado antes de la primera
transferencia (Cuadro 4). Los explantes se tornaron
cloréticos (50%), verdes y rojizos (12,5%) o to-
talmente rojos (37,5%). Al transferir dichos explan-
tes después de 30 dias a un nuevo medio con la
misma concentracién de regulador, se observé una
ligera tendencia a revertir el proceso floral hacia un
crecimiento vegetativo. Al final de la primera trans-
ferencia el explante mostré un aumento importante
de volumen en su base y present6 un gran nimero
de brécteas de coloracién rojo y verde. En dos
explantes se notd una pequefia seccién distal con
caracteristicas vegetativas (yemas con hojas peque-
fias verdes) (Figura 2). Después de 12 semanas la
mayoria de los explantes (Cuadro 4) presenté este
tipo de comportamiento, hasta inclusive la for-
macién de miiltiples rosetas vegetativas. Estamisma
tendencia se noté en los explantes cultivados con
1,2 mg/L de BAP, aunque el crecimiento inicial fue
mayor (Cuadro 4) y la reversién del proceso floral
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Fig. 2. Respuesta de yemas de Limonium sinuatum en el

cuarto estado de desarrollo, después de tres sema-
nas de cultivo en presencia de 1,2 mg/L. de BAP.

més definido en la mayoria de los explantes. Este se
acrecent( al transferirlos explantes al mismo medio
de cultivo (Cuadro 4).

Multiplicacion de los explantes

Con excepcién de algunos cultivos prove-
nientes del estado 3, la gran mayoria de los ex-
plantes utilizados en la fase de multiplicacién pro-
vinieron de yemas en estado 4.

Después del tercer subcultivo los explantes,
bajo la influencia del BAP, formaron un gran niime-
ro de yemas que a su vez desarrollaron hojas y le
dieron la apariencia de un pequeiio "arbusto” (Figu-
ra 3). Estos arbustos, compuestos por miiltiples ro-
setas de cultivo pueden dividirse al cabo de tres a
cuatro semanas de cultivo en varias unidades mas

Crecimiento y multiplicacién de yemas de Limonium
sinuatum después de tres subcultivos en presencia de
BAP.

Fig. 3.

Fig. 4.

Fragmentacién y divisién de los "arbustos” de la
Figura 3. Las bases conteniendo algunos tallos serdn
colocados nuevamente en el medio de multiplicacién.
Los tallos separados individualmente serdn transfe-
ridos a un medio de enraizamiento.

pequefias (Figura 4), las cuales pueden ser nue-
vamente colocadas en un medio fresco, iniciando un
nuevo proceso de multiplicacién.

El Cuadro 5 muestra el efecto de diferentes
tratamientos con citoquinina sobre el tiempo ne-
cesario para iniciar la fragmentacién del explante
inicial. Con concentraciones de 0,6 mg/L de BAP el
crecimiento fue mas lento, siendo necesario cinco
subcultivos para obtener un nimero suficiente
(62%) de explantes en division. Altas concen-
traciones iniciales de BAP (1,2 mg/L) promovieron
el mayor crecimiento del explante y permitieron ini-
ciar su fragmentacién a partir del tercer subcultivo.
En general es necesario cuatro subcultivos para
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Fig. 5. Foimacién de raices en una roseta de Limonium
sinuatum obtenida a partir de una yema axilar.
Observacién realizada después de cuatro semanas de
cultivo.

Cuadro 5.  Efecto del tratamiento con BAP sobre el nii de i jos para
boividi ol explante inicial de Limonium sir

Tratamiento (mg/L) No.de Explantes divididos** en los

—_—— cultivos subcultivos

Inicial Posterior 3 4 5 6

06 06 8 125 625 875

00 06 5 200 600 600

1,22 08 4 2 500 500 500

123 08 7 570 5§70 570

* el nimero entre paréntesis indica el nUmero de i i auna i6n de

0,6 mg/L.
** expresado en porcentaje.

iniciar una multiplicacién satisfactoria de los ex-
plantes. Sin embargo, con dosis iniciales elevadas
de BAP sélo 50 a 60% de los explantes pudieron
dividirse y multiplicarse de manera satisfactoria, en
comparacién con 87% obtenido con 0,6 mg/L de
BAP. Después del cuarto subcultivo, en todos los
tratamientos se observé una mayor oxidacién de los

explantes asi como la presencia de desérdenes fi-
siolégicos como vitrificacion (Debergh y Maene,
1984; Debergh et al., 1981). Estos problemas se
notaron con mayor frecuencia en los tratamientos
con 1,2 mg/L de BAP.

Enraizamiento de los explantes

Al iniciarse el proceso de fragmentacién de
los explantes, un cierto nimero de rosetas fueron
separadas y cultivadas en un medio con 0,5 mg/L
de ANA. La formacién de raices ocurrié en un
lapso aproximado de dos semanas (Figura 5). El
Cuadro 6 muestra los resultados de rosetas puestas
a enraizar luego de tres y seis subcultivos (12 y 24
semanas, respectivamente). En el primer caso el
porcentaje de enraizamiento fue de 42%, obser-
vandose que los explantes cultivados inicialmente
con 0,6 mg/L de BAP presentaron el mejor re-
sultado (62%). En el segundo experimento, el ni-
mero de rosetas con raices fue considerablemente
menor (6%). El mejor resultado en este caso fue a
partir de explantes cultivados previamente con 1,2
mg/L de BAP. Aquellos transferidos a un medio sin
reguladores mostraron un crecimiento vigoroso y
las hojas alcanzaron més de 3 cm, sin embargo, al
ser transferidas al medio con ANA no se logré
inducir la formacién de raices (Cuadro 6). Cabe
hacer notar que, aiin sin presencia de raices, las
rosetas continuaron su desarrollo y formaron
nuevas hojas, aunque no se observé el desarrollo de
nuevas yemas.

DISCUSION

En condiciones tropicales, la contaminacién
de los cultivos in vitro representa un obsticulo més
dificil de eliminar que en condiciones de clima
templado. La elevada humedad relativa asi como la
presencia de temperaturas estables para el cre-
cimiento, sin cambios bruscos, durante todo el ario,
favorecen condiciones ideales paralamultiplicacién
y desarrollo de microorganismos.

En la estaticia, la contaminacién inicial
representa un serio problema para su estable-
cimiento in vitro. Su crecimiento en roseta adherida
al suelo favorece el contacto con microorganismos
en forma directa (suelo) e indirecta (salpicaduras).
Muchos hongos y bacterias, presentes generalmente
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Cuadro6.  Efectode 0,5 mg/L de ANA sobre el enraizamiento de explantes de Limonium sinuatum,
provenientes del estado cuatro. Resultados obtenidos después de tres semanas.

Tratamiento Edad de los cultivos

Inicial Posterior 12 semanas 24 semanas

0,6 0,6 10/16 (62,5%) 1/27 93,7%)

1,2 06 13/35 (37,1%) 0/20 (0 %)

1,2 1,2 2/6 (33,0%) 4/18 (22 %)

0,0 0, 1/4 (25,0%) 0/2 (0%)

0,6 N** i 0/20 (0 %)

Total explantes 26/61(61,0%) 5/87 (6%)

*  Tratamiento aplicado después de la tercera transferencia .
** Explantes transferidos a un medio desprovisto de reguladores previo al tratamiento de

enraizamiento
***  Norealizado

sobre la superficie del vegetal en forma saprofita,
son depositados en el medio de cultivo junto con el
material de propagacién. Estos crecen y se de-
sarrollan y afectan al explante de una manera indi-
recta (proliferacién, saturacién, produccién de de-
sechos metabélicos téxicos) (Debergh y Maene,
1984). En el caso de las bacterias observadas en la
estaticia, es probable que pertenezcan a este dltimo
tipo de contaminaci6n. La transferencia a un medio
fresco reduce la fuente inicial del inéculo bacteriano
y favorece el crecimiento del explante, sin deterioro
visible. La tolerancia a microorganismos en el
medio de cultivo ha constituido en ciertas especies
la tinica manera de poder realizar su cultivo in vitro
(Monette, 1986; Debergh y Maene, 1984). Ciertos
investigadores han incluso observado en presencia
de bacterias del género Pseudomonas un mayor
crecimiento inicial del explante y lo relacionan con
una mayor liberacién de citoquininas en el medio
(Yves Mazieres, 1983. Comunicacién personal,
Laboratories Delbard, Francia).

Sin embargo, la presencia de contaminantes,
aunque de lento crecimiento, no es conveniente, ya
que pueden llegar a producir, eventualmente,
toxinas o estimulantes que lleguen a afectar el
crecimiento normal en la célula o producir muta-
ciones (Butcher e Ingram, 1976; Debergh y Macne,
1984). En el caso de la estaticia, la "inocuidad" de

la bacteriadesaparecié al introducir en el medio una
auxina, ya que todos los explantes murieron.

Las yemas del cuarto estado (o yemas flo-
rales) constituyen el mejor material para iniciar
cultivos in vitro de Limonium sinuatum. Por su
posicion en la planta presentan una menor ex-
posicién a los microorganismos, 1o que permite un
mejor control de la contaminacién. Debe tomarse en
cuenta que mediante el cultivo de plantas en
invernadero y con un control fitosanitario més es-
tricto puede ser posible cultivar otras partes de la
estaticia libres de patégenos.

Los otros tres tipos de yemas presentaron un
comportamiento similar. La presencia de BAP re-
sulté indispensable para el crecimiento. En su
ausencia, la yema puede presentar una elongacién y
desarrollo de los primordios foliares, pero su acti-
vidad cesa luego, adquiere una coloracién ama-
rillenta y finalmente muere. La mejor respuesta en
los estados uno, dos y tres se obtuvo con el tra-
tamiento con 0,6 mg/L de BAP, lo cual concuerda
con lo obtenido por Harazy e al. (1985). Dosis ma-
yores O menores provocaron una apariencia
clorética del explante, el cual llega a necrosarse. La
transferencia de estos explantes a un medio con 0,6
mg/L de BAP permite una recuperacién del ex-
plante, que inicia un nuevo desarrollo y se mul-
tiplica.
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Las yemas del cuarto estado revierten el
desarrollo inicial de tipo floral en presencia de
citoquininas. Dependiendo de la concentracién de
BAP, el proceso puede ser mds o menos rapido.
Las citoquininas ejercen un efecto antagénico sobre
la floracién, promoviendo el desarrollo de yemas
vegetativas (Krekule, 1979; Leopold y Nooden,
1984). El desarrollo vegetativo sobre el eje floral de
la estaticia ha sido también observado en
condiciones de campo (Oviedo, 1988). El hecho de
que dosis de 1,2 mg/I. de BAP aceleran el proceso
de reversion floral puede deberse a un gradiente
endégeno muy elevado (Krekule, 1979), el cual,
con dosis més bajas, requiere mayor tiempo.

Dosis altas también promueven el inicio de la
divisién de los explantes en forma m4s rdpida. Sin
embargo el cultivo prolongado en estas condiciones
promueve la aparicién de sintomas anormales como
oxidacion y vitrificacién. Este iltimo fenémeno ha
sido observado en muchas plantas cultivadas in
vitro (Debergh et al., 1981; Debergh y  Maene,
1984; Beauchesne, 1981). Aunque sus causas
exactas no estin todavia definidas, es probable que
las citoquininas en altas concentraciones favorezcan
su aparicién (Debergh, 1987). Esta
sintomatologiaes indeseable, ya que las plantas en
esta condicién no forman raices y no pueden ser
transplantadas a condiciones de campo (Debergh y
Maene, 1984). La transferencia de los explantes
después de uno o dos subcultivos con 1,2 mg/L a
un medio con 0,6 mg/L atenia este efecto y
constituye una posibilidad de multiplicacién mds
rapida. Si bien el nimero inicial de explantes que
pueden dividirse es menor, esto no constituye una
dificultad importante, por cuanto es posible iniciar
la multiplicacién rdpida a partir de un solo explante.

Los sintomas de vitrificacién fueron también
observados (aunque en menor grado) en tra-
tamientos de 0,6 mg/L de BAP y se acentuaron
cuando los cultivos permanecieron sin transplantar
mds de cuatro semanas. Esto implica la necesidad
de investigar el subcultivo prolongado con con-
centraciones menores de BAP. Es probable que la
tasa de multiplicacién se reduzca, pero permitiria la
obtencién de plantas de mayor calidad después de
varias transferencias sucesivas.

El porcentaje de enraizamiento del material
disminuyé conforme aumentd el nimero de sub-
cultivos. Este resultado no concuerda con los datos

obtenidos por Harazy et al. (1985), quienes
observaron lo contrario. La fuerte disminucién del
nimero de plantas con raiz puede atribuirse al uso
prolongado del BAP (Debergh, 1987). Sin em-
bargo, el mayor nimero de explantes enraizados
obtenidos en el segundo ensayo fue observado con
dosis de BAP altas. Por otra parte, se esperaba una
mejor respuesta de enraizamiento en los explantes
cultivados en un medio desprovisto de reguladores,
lo cual no sucedi6. Es probable que la con-
centracion o el tipo de auxina empleada (ANA) no
sea el adecuado. Ciertos investigadores han ob-
servado una disminucién de los requerimientos en
auxina conforme aumentan los subcultivos
(Borgman y Mudge, 1986). Se han obtenido en
efectovariacionesimportantesenel comportamiento
in vitro de una misma especie de un laboratorio a
otro (Navatel, J.C. 1985. Comunicacién personal,
C.T.LF.L., Francia). Estas variaciones, debidas
probablemente a condiciones de cultivo nunca
idénticas entre los laboratorios (espacio fisico,
condiciones atmosféricas, manipulacién especifica
del material, etc.) hacen necesario el estudio
preliminar de su cultivo in vitro para una region
especifica.

Los resultados iniciales obtenidos en el
presente trabajo, demuestran la posibilidad de
obtener plantas de estaticia por medio del cultivo in
vitro de yemas axilares. Es necesario, sin embargo,
continuar la investigacién en cuanto a los aspectos
de enraizamiento y adaptacién al campo. Estas
investigaciones se presentardn en préximos
trabajos.

RESUMEN

Se estudid la regeneracién y multiplicacién in
vitro de Limonium sinuatum utilizando yemas. Para
ello se extrajeron yemas axilares en cuatro estados
de desarrollo de la planta (tres vegetativos y una
floral) y se estudié su respuesta a tres concen-
traciones de BAP (0,0; 0,6 y 1,2 mg/L) en un
medio de Linsmaier y Skoog. La contaminacién
tanto por bacterias como por hongos representé una
dificultad importante en la fase de establecimiento
de los cultivos. Las mejores respuestas se
observaron con 0,6 mg/L de BAP. En todas las do-
sis estudiadas la citoquinina provocé la reversion
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del proceso floral en las yemas del cuarto estado. El
uso de 1,2 mg/L de BAP aceleré en todos los
estados la multiplicacién de los cultivos, pero utili-
zada en forma continua esta dosis puede causar
malformaciones. El enraizamiento de los explantes
no fue satisfactorio, disminuyendo con el niimero
de transferencias. Se discuten las causas posibles de
esta reduccion en la formacién de raices y la ne-
cesidad de evaluaciones de los cultivos por periodos
prolongados.
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