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CONTROL DE LA VITRIFICACION EN LA MICROPROPAGACION DE
ESTATICE (Limonium sinuatum Mill.) cv. MIDNIGHT BLUE.*

Vitrification control during the micropropagation procedures of
Limonium sinuatum Mill cv. Midnight blue

Jaime Pedroza', Antonio Angarita® y German Corchuelo?

RESUMEN

Yemas axilares de una planta de
estatice (Limonium sinuatum Mill.) cv. Midnight
Blue fueron adaptadas en cultivo aséptico y
micropropagadas, inicialmente, segun la téc-
nica de Ruiz (1990). Con el objeto de evaluar
algunos factores que influyen en la
vitrificacion de esta especie se establecio,
mediante un diseno completamente al azar
con arreglo factorial, un experimento utilizan-
do diferentes concentraciones de BAP (0,5 y
1,0 mg.l'"), Pantotenato de Calcio (1 y 2 mg.!
'), Sacarosa (3;4y5%)y Agar(0,6;0,7y0,8
%), evaluandose simultadneamente la prolife-
racién de yemas axilares. Se encontré que,
particularmente, la sacarosa y el pantotenato
de calcio controlan eficientemente este des-
orden fisiolégico en concentraciones de
4% y 2 mg.l", respectivamente, con una alta
tasa de multiplicacion utilizando 0,5 mg.l" y
0,7% de agar.

Palabras claves: BAP, pantotenato de
caleio, sacarosa, micropropagacion.

SUMMARY :

Axilar buds of statice plants (Limonium
sinuatumMill. cv. Midnight Blue) were adapted
in aseptic conditions and then micro-
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propagated initially according to the technique
of Ruiz (1990) to evaluate some factors that
influence the vitrification of this species. A
completely randomized design with a factorial
treatment arrangement was used. Different
concentrations of BAP (0.5 and 1.0 mg.l''),
calcium pantotenate (1 and 2 mg.I"), sucrose
(3, 4 and 5%) and agar (0.6, 0.7 and 0.8 %)
were evaluated. It was found that particularly
the sucrose and the calcium pantotenate
controlled efficiently this physiological disorder
in concentrations of 4% and 2 mg.l"!
respectively, with a high multiplication rate
using 0.5 mg.|" of BAP and 0.7% of agar.

Key words: BAP, calcium pantotenate,
sucrose, micropropagation.

INTRODUCCION

El estatice (Limonium sinuatum) es una
importante flor de corte empleada en arre-
glos secos y frescos (Wilfret, et al.,1975), por

.su atractivo céliz de larga duracién y diversi-
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dad en coloracién (Salinger, 1991). Las
metodologias in vitro se han convertido en
una alternativa para la introduccion de nuevo
material vegetal y nuevas variedades de esta
especie en el mercado, durante corto tiempo
y fenotipicamente homogéneas, teniendo en
cuenta que la propagacién por semilla no per-
mite obtener plantas genéticamente iguales
(Bienkowska et al., 1994; Wicki, 1992). Aun-
que diversas metodologias se han utilizado
en la propagacion de varias especies del gé-
nero Limonium (Butcher, et al. 1986; Harazy,
1985; Kunitake y Mifl, 1990; Lledo et al., 1994;
Ovideo, et al ., 1988; Martin y Pérez ,1992;



Morgan et al., 1994 & Ruiz, 1990), ocurre la
aparicion de sintomas anormales como oxi-
dacion y vitrificacién , que han sido controla-
dos, parcialmente, al subcultivar tos explantes
a un medio basico segtn la formulacion
Murashige y Skoog (1962), suplementada con
0,6 - 1,2 mg.I" de Bencil amino purina (BAP)
(Harazy et al., 1985) y regulando el tipo y con-
centracion del agente gelificador (Wetzstein
et al., 1994). Sin embargo, al aplicar estas
metodologias, el porcentaje de vitrificacion
es alto, situacion que conlieva a una dismi-
nucién en la cantidad de material
micropropagado, como consecuencia de la
deficiente diferenciacién celular que acom-
pana a la vitrificacion (Gaspar, 1995). Por esta
razon, en este trabajo, se presenta una alter-
nativa en el control de este desorden fisiolo-
gico con el fin de contribuir con los progra-
mas de propagacion masiva de esta especie.

MATERIALES Y METODOS:

Se utilizaron yemas axilares de coro-
nas vegetativas de una planta de estatice
(Limonium sinuatum Mill. cv. Midnight Blue)
en segundo ciclo productivo, que, una vez
seleccionadas de acuerdo con el vigor y es-
tado de desarrollo, se desinfectaron en dos
pasos.

* Enjuague con solucién jabonosa.

* Tratamiento con etanol al 70% por 30
segundos, seguida de hipoclorito de sodio al
1% por diez minutos. A continuacién, se en-
juagaron cuatro veces en agua destilada es-
téril, durante cinco minutos cada una.

Una vez realizada la desinfeccidon y
bajo estereomicroscopio, se aislaron las ye-
mas acompafadas de cuatro a seis
primordios foliares para ser cultivadas
asépticamente seqlin las metodologias de
Ovideo y Guevara. (1988), Ruiz. (1930) y
Bienkowska et al.(1994). El material vegetal
fue incubado en un cuarto de crecimiento a
22-25 + 2°C con un fotoperiodo de 16 horas
luz. Después de confirmarse la suficiente can-
tidad de material aséptico, se desarrolld, me-
diante un disefio completamente al azar con
arreglo factorial, el experimento que se mues-
tra en el cuadro 1, empleando el medio basi-
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co formulado por Murashige y Skoog (1962},
enriquecido con la citoquinina Bencil Amino
Purina (BAP), Pantotenato de Calcio (PCA},
Sacarosa y Agar - Oxoid, con diez repeticio-
nes por tratamiento, con el fin de evaluar el
porcentaje de vitrificacion y, simultdneamen-
te, la proliferacion de brotes axilares. La prue-
ba de comparacidon entre los tratamientos
utilizada fue la de Polinomios Ortogonales
(Steel y Torrie, 1985).

RESULTADOS

Se encontraron diferencias que
estadisticamente son altamente significativas
(P < 0,01)entre los 36 tratamientos evalua-
dos para corregir la vitrificacién, donde, de
forma particular, el Pantotenato de Calcio y fa
Sacarosa disminuyen este desorden fisiolo-
gico (Figurat).

Un incremento en la concentracion de
pantotenato de calcio de 1 a 2 mg.}" disminu-
ye el nimero promedio de brotes vitrificados
de ocho (en 1 mg.I"") a dos (en 2 mg.I") (Figu-
ra 1a). Simultaneamente, un aumento en fa
sacarosa de 3 a 5 % disminuye el nimero
promedio de brotes vitrificados de 4,5 (en 3%)
a 2,5 (en 5%) (Figura 1b). La vitrificacién se
elimind completamente en los tratamientos
que contenian las concentraciones mas al-
tas de pantotenato de calcio (2mg.I""), saca-
rosa (4y 5 %)y agar (0,7 y 0,8%). Sin embar-
go, la interaccion entre sacarosa y BAP mues-
tra un comportamiento similar al observado
con el pantotenato de calcio en cuanto a la
disminucién en el nimero de brotes
proliferados a medida que aumenta la con-
centracion de la citoguinina. Este hecho su-
giere que la sacarosa podria presentar un
efecto antagonico con el BAP y el
pantotenato de calcio, en la proliferacion de
brotes (Figura 1 y 2).

De forma similar, el BAP y el Agar no
afectaron las variables de respuesta evalua-
das y no mostraron interelaciones, a excep-
cion del BAP con el Pantotenato de Calcio,
donde ocurre una ligera disminucion en et
nimero de brotes vitrificados, presumiblemen-
te ocasionada mas por la vitamina que por la
citoquinina, asi, en términos generales, el au-
mento en alguno de los factores disminuye de



forma lineal o cuadratica el nimero de bro-
tes, cuando permanecen constante los de-
mas (Figura 1y 2).

Teniendo en cuenta que la vitrificacion,
reportada por varios autores como una ano-
malia fisiolégica en procesos de cultivo de

tejidos y, caracterizada por una apariencia
vidriosa en brotes hiperhidratados con hojas
translicidas que muestran una reduccion en
las tasas de multiplicacion y eventualmente
pueden morir (Bhojwani y Razdan, 1983;
Zimmerman, 1984), es ocasionada por los
bajos niveles de cera depositada en la cuticu-

Cuadro 1. Disefo Experimental para evaluar la Proliferacién de Brotes Axilares y el Control Osmético en

la Micropropagacién de Estatice.

BAP P.de CALCIO SACAROSA AGAR TRATAMIENTO
(mg.L™) (mg.L") (%) (%)

0.6 1

0,7 2

0.8 3

0,6 4

1 07 5

0.8 6

0,6 7

0.7 8

0.5 0.8 9
0,6 10

0,7 11

0.8 12

0,6 13

2 0,7 14

0,8 15

0,6 16

0.7 17

0.8 18

0,6 19

0.7 20

0.8 21

0.6 22

1 0.7 23

0.8 24

0.6 25

0.7 26

0,8 27

1 0.6 28
0.7 29

0.8 30

0,6 31

2 07 32

0.8 33

0,6 34

0.7 35

0.8 36
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Figura 1. Efecto del pantotenato de calcio y la sacarosa en el numero de brotes vitrificados. a. Pantotenato

de calcio, b. Sacarosa.

la como consecuencia, bien sea de una alta
humedad en el ambiente del explante o por
la inhibicién de su biosintesis, inducida por
los regimenes de reguladores de crecimien-
to (especialmente, elevadas concentraciones
de citoquininas) y bajas concentraciones del
agente gelificador o fuente carbonada, como
la sacarosa, entre otros, que son necesarios
en la regeneracion vegetal (Stafford y Warren,
1991; Wetzstein et al., 1994), se puede suge-
rir que la vitamina Pantotenato de Calcio po-
dria estar involucrada, tanto en la biosintesis
de cera como en el suministro del ion calcio,
para contribuir con la estructuracion de las
paredes celulares y asi aumentar el control
del balance hidrico a nivel tisular, mientras
que fa Sacarosa la reduce, probablemente
por un proceso netamente fisico, al incremen-
tar el potencial osmotico en el medio de culti-
VO Que trae como consecuencia una dismi-

25

nucién en el potenciat hidrico y, por consi-
guiente, menor disponibilidad de agua al teji-
do vegetal o por promover un anormal meta-
bolismo de azicares (Gaspar, 1995).

CONCLUSIONES

i El pantotenato de calcio y la sacaro-
sa controtan la vitrificacion en concentracio-
nes de 2 mg." y 4 %, respectivamente.

23 El mayor nimero de brotes regene-
rados carentes de vitrificacion se logré en el
medio de cultivo caracterizado por la siguiente
formulacion:

" Sales Murashige and Skoog (1962)

" Bencit aminopurina (BAP) : 0,5 mg.l"'

" Pantotenato de calcio :2,0mg.i?
" Sacarosa 4.0 %
" Agar - Oxoid 0.7 %
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Figura 2. Efecto de las interacciones entre BAP, sacarosa y pantotenato de calcio en la proliferacién de
brotes a. P. de calcio vs. BAP; b. Sacarosa vs. P. de calcio; c. Sacarosa vs. BAP.
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