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RESUMEN

En este trabajo se estudi6 el efecto de diferentes reguladores del crecimiento y
explantos en la micropropagacién in vitro de cebolla (Allium cepa L.), a fin de establecer
una metodologia adecuada para la multiplicacién de genotipos seleccionados utilizados en
el mejoramiento genético.

Los mayores Indices de multiplicacién se obtuvieron en el medio MS con las sales
minerales diluldas al 50%, suplementado con 0,5 mg. ' de ANA y 4 mg. I'' de BAP cuando
se utilizaron como explantos las plantulas obtenidas a partir de yemas seccionadas
longitudinalmente a la mitad por su parte basal. El Indice de multiplicacién varié desde 5,6
hasta 12,8 brotes.explanto de acuerdo al genotipo utilizado. Los brotes, una vez enraizados,
fueron transferidos a un sistema de agricultura organica donde crecieron hasta su
bulbificacién.
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Micropropagation of horticultural specles of economic
interest for Cuba. |l. Allilum cepa L cv. Caribe-71

SUMMARY

The effect of different growth regulators and explants on the micropropagation in vitro
of onion (A¥jum cepa L. cv. Caribe-71) was studied in order to astablish a methodology for
the multiplication of selected genotypes used in plant breeding programs.

The best multiplication rate was obtained when the explants, small plant obtained from
buds with longitudinal cuts at the basal parts (two sections) were cultivated in MS medium
with mineral salts at at 50% normal concentration suplemented by 0,5 mg. I'' NAA and 4
mg. I'' BAP.

This method allowed production of 5,6 and 12,8 shoots.explant', depending on cuilti-
var. The rooted shoots were transferred to an organic agriculture system where they grow
until bulbification.

Keywords: Alium cepa, onion, micropropagation, in vitro, plant growth regulators.
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INTRODUCCION

La cebolla (Allium cepa L.) constituye
en Cuba una de las principales especies hor-
ticolas, debido a su ampiia demanda entre la
poblacion para ser utilizada como condimen-
to. Sin embargo, presenta grandes dificulta-
des para su cultivo, y su rendimiento es miuy
bajo. Esto se debe a que las condiciones cli-
maticas, especialmente la temperatura y la
longitud del dia, no favorecen su normal de-
sarrollo (Mufoz y Prats, 1984). Por ello, es
objeto de numerosos programas de investi-
gacién, afin de obtener cultivares mejor adap-
tados a las condiciones climaticas cubanas
(Mudoz et al., 1994).

No obstante, existen grandes dificultades
para su recombinacioén sexual, ya que al no
florecer normalmente, se requieren de costo-
sos procedimientos de vernalizacién y aun asi
es insatisfactoria la floracién para todos los
cultivares (Mufioz et al., 1985).

Las técnicas de cultivo de tejidos han sido
ampliamente utilizadas en muchas especies
con la finalidad de proveer una via de propa-
gacién que facilite la multiplicacion y el man-
tenimiento de genotipos de interés.

En cebolla se han realizado numerosos
trabajos a fin de obtener una elevada tasa de
multiplicacién, analizandose para ello el efec-
to de diferentes explantos (Hussey, 1978,
Hussey y Falavigna, 1980; Phillips y Hubs-
tenberger, 1987, Pike y Yoo, 1990), combina-
ciones hormonales (Dunstan y Short, 1977 b;
Phillips y Luteyn, 1983; Havel y N6vak, 1985;
Kahane et al., 1992) y genotipos (Phillips y
Hubstenberger, 1987; van der Walk et al.,
1992). Sin embargo, las distintas metodolo-
gias no pueden aplicarse directamente a otros
cultivares debido a sus diferentes caracteris-
ticas genéticas y fisioldgicas, que determinan
respuestas muy diferentes.

El objetivo de este trabajo fue establecer
una metodologia para la propagacion acele-
rada de cultivares de cebolla de interés eco-
némico para Cuba, que garantice una rapida
multiplicacién con vistas a su utilizacion en
programas de mejoramiento.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Para desarrollar este trabajo fue selec-
cionado el cv. Caribe-71 por ser la variedad
cubana de mayor distribucién en el pais por
su adaptacion a las condiciones climaticas
locales con rendimientos aceptables.

Explantos

Se utilizaron como explantos las yemas
extraidas de los buibos de un tamafio de 1 -
1,5 cm de longitud. Se desinfestaron en eta-
nol 70% por 10 min, seguido de 5% NaOCI
por 20 min. Luego de retirarle las hojas mas
externas se procedi6 a realizar una segunda
desinfeccion sumergiéndolas nuevamente en
hipoclorito de sodio a igual concentracién du-
rante otros 10 min, y finalmente, se procedi6
al lavado de los explantos con agua destilada
estéril por 3 veces.

En el momento de la siembra se utiliza-
ron dos variantes, las yemas enteras y las
yemas divididas longitudinalmente en cuatro
secciones por su parte basal, con el objetivo
de eliminar la dominancia apical y provocar
el desarrollo de las yemas adyacentes.

Los explantos fueron cultivados en el
medio MS (Murashige y Skoog, 1962) con las
sales minerales diluidas al 50% y 30 g.I"' de
sacarosa. En todos los casos el pH del medio
fue ajustado a 5,8 antes de afiadir el agar (7
g.I'") y esterilizados en un autoclave a 121°C
y 1,5 kg.cm? durante 20 min.

En un segundo experimento y con la fina-
lidad de aumentar la tasa de multiplicacion
obtenida, se utilizaron las yemas de las plan-
tulas obtenidas in vitro a partir de la utiliza-
cion de yemas de bulbos cultivadas enteras,
las cuales fueron divididas longitudinalmente
en dos secciones.

Reguladores del crecimiento

El efecto de los diferentes reguladores del
crecimiento se evalud utilizando como explan-
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tos las yemas extraldas de los buibos del cv.
Caribe-71, en sus dos variantes: enteras y di-
vididas longitudinalmente en cuatro seccio-
nes.

Para evaiuar el efecto de las citocininas,
el medio MS fue suplementado con diferentes
concentraciones de 6-bencil amino purina
(BAP), 6-furfuril amino purina (CIN) o de 6y,
y- dimetilalilamino purina (2iP), adicionandose
en todos los casos 0,05 mg. I'* de ANA (4cido
naftalen acético).

El efecto de las auxinas fue estudiado
adicionando al medio diferentes concentracio-
nes de ANA, acido 3-indol acético (AlA) o de
acido indol butirico (AIB), agregando en to-
dos los casos 4 mg. I'' de BAP.

Genotipo

El protocoio desarrollado en este trabajo
para la induccién de brotes en el cv. Caribe-
71 fue empleado en otros cultivares para de-
terminar el efecto que ejerce el genotipo so-
bre el nimero de brotes obtenidos. Para ello
fueron seieccionados los cvs. Jagua 9-72 (bul-
bo rojo), Tropical CA-36 (bulbo amarillo) y
Tropical CB-42 (bulbo blanco), todos resultan-
tes de trabajos de mejoramiento genético en
esta especie realizados en el Instituto de In-
vestigaciones Fundamentales en Agricultura
Tropical (INIFAT, La Habana, Cuba).

El medio utilizado fue el establecido en
las etapas anteriores (MS con las sales mine-
rales al 50% y la adicion de 0,5 mg-I'' ANAy
4 mg.I'* BAP).

Enraizamiento de los brotes

Los brotes obtenidos fueron transplanta-
dos para su enraizamiento en los siguientes
medios de culitivo: (I) BDS (Dunstan y Short,
1977 a) + 0,1 mg. I'' de ANA 'y 0,1 mg. |' de
CIN; (I1) MS + 0,5 mg. I'' de AiB y 0,1 mg. I'
de BAP; (Ill) MS + 1 mg. " de AIBy 0,1 mg. I''
de BAP y (IV) MS + 0,5 mg. I' de ANA, los
cuales fueron utilizados en dos variantes: s6-
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lidos (7 g.I'' de agar) y liquidos, empleando
como soporie un puente de papel de fiitro.

En todos los experimentos, los expiantos,
contenidos en tubos de ensayo con 25 ml de
medio de cultivo, fueron incubados en un
fotoperiodo de 14 h y a una temperatura de
25 + 2°C durante un periodo de 21 dlas.

Para la fase de adaptacion, las plantulas
fueron transplantadas en la 1ra. quincena de
Noviembre (fecha dptima de siembra para este
cultivo). Se utilizaron dos variantes: una pre-
adaptacién en macetas con diferentes sustra-
tos (suelo, zeolita y arena) y una siembra di-
recta en un sistema de agricultura organica
en un sustrato, suelo Femalitico Rojo: mate-
ria organica (50% v/v), y la aplicacién del bio-
preparado Oniobiostin, el cual tiene como
base la cepa INIFAT-17 de Azotobacter chro-
coccum.

Andlisis de los resultados

En todos los experimentos realizados se
evalué el nimero de explantos que respon-
dian al tratamiento y el nimero de brotes.ex-
pianto'. Se evaluaron un total de 10 tubos
por tratamiento y se realizaron 3 repeticiones.

Los resultados obtenidos en los diferen-
tes experimentos fueron analizados estadIsti-
camente mediante un analisis de varianza sim-
ple (efecto de las citocininas y genotipo ) o
bifactorial (efecto de las auxinas y enraiza-
miento de los brotes) y las diferencias signifi-
cativas determinadas por la prueba de ran-
gos muiltiples de Duncan (P < 0,05).

RESULTADOS Y DISCUSION
Induccién de brotes

Al realizar el cultivo de las yemas extrai-
das de los buibos se observd, en primer lu-
gar, que el nimero de explantos que respon-
dieron al tratamiento fue mayor cuando se
emplearon las yemas enteras (90-100% de
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brotacién) que cuando se uiiiizan las dividi-
das longitudinalmente (60-70% de brotacion),
independientemente de la combinacién hor-
monal utilizada (datos no mostrados). Esto
puede deberse a que el corte realizado des-
truyé tejidos necesarios para el posterior cre-
cimiento de los brotes, tanto axilares como
adventicios.

Al analizar el numero de brotes.expianto™,
se observé que al emplear las yemas enteras
se desarrollo un brote solamente, indepen-
dientemente de las concentraciones y tipo de
regulador utilizado. Esto no fue asi cuando se
utilizaron las yemas divididas longitudinalmen-
te, donde se observé que la induccién de bro-
tes varié en relacién al tipo de reguladores
vegetales adicionados al medio de cultivo.

Al analizar el efecto de la adicién de dife-
rentes citocininas (Fig. 1) se observé que la
mayor respuesta se obtuvo en los medios su-
plementados con 4 mg. I'' de BAP donde se

Micropropagacién de especies horticolas en Cuba Il ...

alcanzé un indice de multiplicacion de 4,5
brotes.expianto'. La adicién de concentracio-
nes aitas (8 mg.t') resuité inhibitoria para el
desarrollo de los brotes.

La utilizacién de 2iP mostr6 una respues-
ta de 2,5 brotes.explanto! cuando se adicio-
nd en una concentraciéon de 4 mg.i'. Por otra
parte, fue necesaria la presencia de la CIN en
una concentracion superior en el medio de
cultivo (10 mg."') para obtener igual numero
de brotes que con 2iP. No obstante en ningu-
na de las concentraciones utilizadas de es-
tos dos reguladores vegetales, se obtuvd una
respuesta similar a la obtenida con la adicién
de BAP.

El efecto estimulante del BAP (24 mg. I )
en la induccién de brotes de cebolla ya fue
indicado anteriormente por Hussey (1978) al
utilizar apices. Este autor obtuvo de 3-5
brotes.explanto! y plante6 que la utilizacién
tanto del BAP como del 2iP en concentracio-
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Figura 1. Efecto de diferentes citocininas en la in-
duccién de brotes de cebolia cv. Canbe- 71, utilizan-
do como explantos las yemas de los bulbos divididas
longitudinaimente. BAP: 6- bencil amino purina, CIN:
6- furfuril amino purina, ZiP: 6 -y, y dimetilaiiamino
purina. Los promedios seguidos de igual letra no di-
fieren significativamente al 5% del test de Duncan.

Effect of differents citokinins on shoot induction in
onion cv. Caribe-71. Means follow by the same letter
are not significantly different at the 5% level by
Duncan'’s test.
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Figura 2 Induccién de brotes en cultivo de tejidos de
cebolla en presencia de diferenies concentraciones
de auxinas al utilizar como expiantos las yemas de
los bulbos divididas longitudinaimente. ANA: &cido
naftalén acético, AlA: acido indol acético, AiB: acido
indol butinico Los promedios seguidos de igual letra
no difieren significativamente al 5% del iest de Duncan.

Shoots induction in tissue culture of onion with differ-
ents auxins. Means follow by the same letter are not
significantly different at the 5% level by Duncan'’s test.
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nes mas altas de 4 mg. I'' poseian un efecto
inhibitorio, lo cual no coincide con los presen-
tes resultados.

La respuesta de las yemas divididas va-
ri6 también en relacion con las diferentes
auxinas estudiadas, asi como para la concen-
tracion de las mismas (Fig. 2). Las mejores
respuestas se obtuvieron con la utilizacion del
ANA, sequida del AlA y por ultimo el AIB, en
el cual el desarrollo de brotes multiples mos-
tré una disminucion con relacion a las demas.
Los mejores resultados fueron obtenidos con
la adicién al medio de 0,5 mg. I'' de ANA
lograndose un indice de muitiplicacién de 5,6
brotes.explanto'.

En general con la utilizacién de las ye-
mas extraidas de los bulbos, aun con las dos
variantes empleadas (enteras y divididas
longitudinalmente en cuatro secciones), los
resultados de la tasa de multiplicaciéon obte-
nidos resultaron relativamente bajo (4 -5
brotes.explanto').

Por ello, con el objetivo de aumentar la
induccion de brotes, se seleccionaron las plan-
tulas obtenidas in vitro a partir de yemas en-
teras, resultantes del experimento anterior.
Estas fueron divididas longitudinalmente en
dos porciones para la destruccion del meris-
tema apical y eliminar de esta manera l|a do-
minancia que éste ejerce sobre las demas
yemas. Ambas porciones fueron cultivadas
en el medio MS con las sales minerales dilui-
das al 50% y la adicién de 0,5 mg. I'' de ANA
y 4 mg. I'' de BAP, seleccionados de acuerdo
a los resultados obtenidos en los experimen-
tos anteriores.

En estas condiciones se obtuvo una
abundante proliferacion de brotes, logrando-
se un indice de multiplicacién de 12,8 brotes.ex-
planto' como promedio, llegando en algunos
casos hasta mas de 20 brotes. En esta forma
se aumenta de manera considerable el nu-
mero de individuos obtenidos a partir de un
explanto inicial (Foto 1).

Estos brotes pudieron ser utilizados como
explantos en una segunda generacion in vitro,
después de realizaries el mismo corte descri-
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to, obteniéndose una tasa de multiplicaciéon
de 6,2 brotes.explanto'. Posteriores multipli-
caciones in vitro tendieron a disminuir el nu-
mero de brotes inducidos hasta resultar prac-
ticamente nula. Esta disminuciéon a partir de
la segunda generacion fue descrita por Hussey
y Falavigna (1980), planteando que es debi-
da a una temprana senescencia de los bro-
tes, asi como a la dormancia que ellos mues-
tran a partir de esta generacion.

Por otra parte se observo, que la canti-
dad de brotes inducidos varié en dependen-
cia del genotipo utilizado, obteniéndose una
tasa de multiplicacién de 11,4; 73y 5,8
brotes.explante' para los cvs. Tropical CB-42,
Jagua 9/72 y Tropical CA-36 respectivamen-
te (Fig. 3). Se ha planteado que la respuesta
de los cultivos in vitro de cebolla esta deter-
minada por el genotipo del explanto utilizado
(Phillips y Hubstenberger, 1987; Lu et al.,
1989), lo cual quedé demostrado en los culti-
vares ensayados.

Enraizamiento de brotes y adaptacion
a condiciones externas

En cuanto al enraizamiento de los brotes
(Fig. 4) se observé que en la mayoria de las

Foto 1. Induccion de brotes en cebolla cv. Canbe-71
en medio MS(1/2)+ 0,5 mg. I' de ANA y 4 mg. I
BAP, utilizando como expfantos las yemas de las
plantulas obtenidasin vitro.

Shoots induction in onion cv. Caribe-71on MS(1/2) +
0,5mg. ' ANA and 4 mg. I' BAP.
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Figura 3. Efecto de diferentes cultivares sobre la in-
duccion de brotes de cebollain vitro. (MS + 0,5 mg.t'
ANA y 4 mg.}' BAP). Los promedios seguidos de
igual letra no difieren significativamente al 5% del test
de Duncan.

Effect of differents cultivars on the in vitro shoots
induction of onion (MS + 0,5 mg.t' ANA 'y 4 mg.t'
BAP). Means follow by the same letter are not
significantly different at the 5% level by Duncan'’s test.

variantes empleadas, la respuesta en los me-
dios liquidos resulté superior a la obtenida
cuando los medios se solidificaron con agar.
Asi mismo los mayores porcentajes de bro-
tes enraizados (83,34) se obtuvieron en el
medio MS suplementado con 0,5 mg. I'' de
ANA, desarrollando los brotes un sistema ra-
dical 6ptimo y estando en condiciones de ser
transferic s a campo.

Estos resultados coinciden con los publi-
cados por Dunstan y Short (1978), ya que elios
plantearon que los brotes de los cultivos de
tejidos de cebolla necesitan ser transferidos a
medios con baja concentracién de auxinas
para estimular la formacién de raices. Sin
embargo, otros autores plantean que pueden
desarrollarias directamente en ios medios de
induccion de brotes (Dunstan y Short, 1977b;
Hussey, 1978).

La mayor sobrevivencia de las plantulas
(38%) se obtuvo al transplantarlas directamen-
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Figura 4. Porceniajes de brotes de cebolla enraiza-
dos en diferentes medios de cultivo. Los promedios
seguidos de igual letra no difieren significativamente
al 5% del test de Duncan.

Rooting shoots of onion in differents culture medium.
Means follow by the same letter are not significantly
different at the 5% level by Duncan'’s test.

te a un sistema de agricultura organica, ya
que los porcentajes obtenidos en macetas fue-
ron muy bajos, independientemente del sus-
trato utilizado. Esto es debido a que en estas
condiciones la humedad del sustrato es muy
dificil de controlar, lo cual es perjudicial para
las plantitas de cebolla en esta fase. Ademas,
las condiciones de invernadero no favorecen
el desarrollo de las mismas, ya que ellas re-
quieren de alta irradiancia durante su adap-
tacion.

La sobrevivencia y adaptaciéon a condi-
clones naturales de las plantitas obtenidas in
vitro fue estimulada por la aplicacion del
biopreparado Oniobiostin, el cual propicia el
desarrollo de diferentes drganos de la planta
(Dibut et al., 1392) y faciiita el endurecimien-
to de las mismas. Las plantas crecidas en
estas condiciones se desarrollaron normal-
mente hasta su bulbificacién.
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