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Resumen

La eficiencia en la regeneracion de frambuesa, a partir de esplantes de hojas, se ve limitada
debido a diversos factores, entre que los que destacan la edad del explante y el genotipo. El
objetivo de esta investigacion fue determinar el efecto de los reguladores de crecimiento sobre
la oxidacion y la regeneracion in vitro a partir de explantes de hojas de cinco genotipos de
frambuesa, el afio del estudio fue en 2021. Se probaron dosis y combinaciones de auxinas
y citocininas para inducir organogénesis directa en explantes foliares de los genotipos de
frambuesa; ‘C-6’, ‘Joan J.', ‘A-1', ‘UM-702' y ‘Heritage’. Los resultados mostraron que el
regulador bencilaminopurina (BAP) disminuyd la oxidaciobn en los genotipos ‘C-6’, ‘Joan
J.’, ‘A-1’ y ‘Heritage’ en 36, 48, 60 y 68% respectivamente, los que se suplementaron con
cinetina tuvieron una reduccion de la oxidacién en el genotipo ‘C-6’ (56%), cuando se adicioné
tidiazuron (TDZ) la oxidacion disminuy6 en los genotipos evaluados en 72, 64, 72, 84 y 68%
respectivamente. La mayor regeneracion (niimero de brotes/explate) fue con BAP (0.5 mg L™) y
TDZ (0.2 mg L™) + &cidoindolbutirico (AIB) (0.1 mg L™) para el genotipo ‘C-6’, y TDZ (0.2 mg L™)
+ AIB (0.1 mg L™) para ‘Joan J.’ y ‘Heritage’. En ‘A-1'y ‘UMC-702’ se sugiere el uso de TDZ (0.2
mg L™) solo. Se concluye que el uso de reguladores de crecimiento, solos o combinanados,
disminuyen la oxidacion en los explantes de hojas, y aumentan la sobrevivencia y regeneracién
de brotes en todos los genotipos evaluados.
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Introduccion

México es el quinto pais productor de frambuesa (Rubus idaeus L.), en el afio 2019 se
produjeron 128 848 t, con un valor de 5 154 millones de délares (FAOSTAT, 2022), de las cuales
Michoacéan aport6 25 988 t (SIAP, 2020). Dentro de las variedades con mas éxito en esta regiéon
estan la ‘Heritage’, ‘Maling’, ‘Exploid’, ‘Adelita’, ‘Autum Bliss’, ‘Primavera’ y ‘Blazer’ (Bascopé,
2013), las cuales se generaron mediante las técnicas tradicionales de cruzamiento y seleccion;
sin embargo, debido a la naturaleza perene y su baja diversidad genética los programas de
mejoramiento y generacion de nuevos cultivares de frambuesa son litimados (Hall et al., 2009).

La biotecnologia aporta herramientas para lograr el mejoramiento genético de manera rapida
y dirigida (Gutiérrez et al., 2003), a partir de la multiplicacion clonal de especies vegetales
con rasgos agronémicos deseables (Allccaco, 2016) ademas del cultivo de drganos y tejidos
vegetales que garantiza la calidad y seguridad del material vegetal (Jadan et al., 2015). Los
métodos de propagacion in vitro para frambuesa se han empleado desde los afios 80’s; sin embargo,
esta es altamente recalcitrante por lo que los explantes suelen presentar una gran cantidad de
compuestos fendlicos que repercuten en la formacién de brotes adventicios, aunado a que cada
cultivar presenta sus propios requerimientos para la multiplicacion in vitro (Wu et al., 2009).

Las plantas obtenidas por regeneracioén via organogénesis se distinguen por presentar caracteres
sobresalientes como mayor numero y longitud de cafias, y frutos en plantas de frambuesa
(Debnath, 2014). La organogénesis es fundamental en la regeneracion y multiplicacién in vitro de
frambuesa e incluye el uso de reguladores de crecimiento. Varias investigaciones han estudiado
el efecto de estos, entre los que destacan las auxinas y citocininas (Gonzéalez et al., 2009;
Hunkova et al., 2016), su concentracién depende principalmente de la especie, el tejido u drgano,
y del objetivo principal del experimento (Adobkar et al., 2012).

La regeneracion de frambuesa se ha obtenido a partir de segmentos de hoja y peciolos (Kim y
Dai, 2020), yemas axilares y meristemos nodales (Allccaco, 2016) y segmentos apicales (Jadan
et al., 2015) con el uso de &cido indolbutirico (AIB), bencil amino purina (BAP), giberelinas
(AGSs) y thidiazuron (TDZ) (Jadan et al., 2015; Allccaco, 2016; Kim y Dai, 2020). Durante este
proceso se presenta oxidacion en las células debido al estrés provocado por el corte de los
tejidos (Phineas y Kuman, 2013).

La oxidacién de los explantes se debe a la accion de las enzimas oxidasas y tirosinasas que se
liberan al herirse los tejidos (Jacinto, 2018). Para contrarrestar esto, se recomienda, adicionar al
medio de cultivo antioxidantes como acido ascorbico, acido citrico y adsorbentes como el carbdn
activado, realizar cambios de medio de cultivo cuando se observe fenolizacién o con una frecuencia
regular, mantener el tejido en oscuridad en la cdmara de crecimiento alrededor de 15 dias (Restrepo et
al., 2018), asi como choques térmicos (Méndez-Alvarez y Abdelnour-Esquivel, 2014).

La regeneracion in vitro, via organogénesis directa, es una fase requerida en los protocolos de
desarrollo de variedades mexicanas de frambuesa a través de herramientas biotecnoldgicas,
como la diploidizacion mediante agentes quimicos, o bien para la transformacion genética. El
objetivo de este trabajo fue obtener informacion béasica sobre el efecto de los reguladores de
crecimiento, auxinas y citocininas, sobre la oxidaxién y regeneracion in vitro de segmentos de
hojas frambuesa (Rubus idaeus L.) en los genotipos ‘C-6’, ‘Joan J., ‘A-1’, ‘UMC-702’ y ‘Heritage'.

Materiales y métodos
Material vegetal

En este trabajo experimental se utilizaron cinco genotipos de frambuesa roja (Rubus idaeus L.):
‘Joan J', ‘Heritage’, ‘A-1’, ‘UM-702’ y ‘C-6’, los dos primeros son materiales comerciales y los
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tres Ultimos se generaron en el programa de mejoramiento genético de frutillas de la Facultad de
Agrobiologia ‘Presidente Juarez’ de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.

Establecimiento in vitro del material vegetativo

Brotes axilares y apicales provenientes del banco de germosplasma de frambuesa del
invernaderon de frutillas, fueron desinfectados utilizando la metodologia descrita por Granados-
Rubio (2017), y establecidos in vitro en medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962) con las
sales minerales en concentracién al 100%, vitaminas y sacarosa 30 g L™. Para la proliferacién de
los brotes el medio fue adicionado con 2 mg L™ de BAP (Minas y Neocleous, 2007), se agusto el
pH a 5.7 +1, el medio de cultivo se gelificé con 8 g L™ de agar y se virtieron 20 ml de medio en
frascos de 100 ml de capacidad. Se esterizaron en autoclave a 15 psi de presiéon durante 15 min.

Los explantes fueron colocados en un cuarto de crecimiento a 16/8 h luz/oscuridad y
una temperatura de 24 +1 °C. Transcurridas tres semanas los brotes que no presentaron
contaminacion se colocaron en el mismo medio de proliferacién, con la finalidad de contar
con suficiente explantes para establecer los experimentos del efecto de los reguladores de
crecimiento sobre la oxidacién y regeneracion de frambuesa a partir de segmentos de hojas.

Oxidacion y regeneracion de segmentos de hojas

Para determinar el efecto de los reguladores de crecimiento sobre la oxidacion y regeneracion de
frambuesa segmentos de hoja de cada genotipo (establecidos in vitro) fueron colocadas en un
medio de cultivo MS basico adicionado con citocininas [cinetina (Kin), BAP y TDZ] y auxina

(AIB) a concentraciones de 1 1.5, 2, 2.5y 3 mg L™ para Kiny BAP y 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1 mg L™
para TDZ, solas o combinadas con 0.1 mg L™ de AIB. A partir de las plantulas propagadas in vitro
se realiz6 la siembra de los explantes bajo el siguiente procedimiento: dentro de la campana de
flujo laminar con la luz apagada, se colocé agua destilada estéril con &cido ascérbico (50 mg L™)
en cajas Petri para prevenir la oxidacion de los explantes; enseguida, se disectaron hojas en
secciones de aproximadamente 1 cm®y se colocaron dentro de cada frasco con medio de cultivo,
los cuales se mantuvieron en el cuarto de crecimiento bajo condiciones de oscuridad durante
ocho dias; transcurrido ese periodo de tiempo, se colocaron en un fotoperiodo de 16/8 h de luz/
oscuridad y 24 +1 °C. Después de tres semanas se subcultivaron en un medio de cultivo fresco
con las mismas condiciones que contenia el medio anterior.

Disefio experimental

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar con 34 tratamientos y un control con
5 repeticiones, cada unidad experimental consté de 5 explantes por frasco. Con los datos
obtenidos se hizo un andlisis de varianza univariado y, las variables que mostraron diferencias
significativas se sometieron a la prueba de Duncan (p# 0.5) (Duncan, 1995) para comparacion de
medias entre tratamientos con el programa estadistico SAS version 9.0 (SAS, 2002).

Las variables evaluadas fueron: 1) oxidacion de explantes; se determind mediante la siguiente
formula: oxidacion (%)= numero de explantes oxidados x 100/ numero total de explantes
establecidos; 2) explantes regenerados: se determiné el porcentaje de regeneracion mediante la
siguiente férmula: regeneracion (%)= nimero de explantes con brotes x 100/ nimero total de
explantes establecidos; y 3) el coeficiente de multiplicacion: se determind mediante la siguiente férmula:
coeficiente de multiplicacion= nimero de plantulas finales/nimero de explantes establecidos.
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Resultados

Efecto de auxinas y citocininas sobre la oxidacion de los explantes

El Cuadro 1 incluye los resultados del efecto de los reguladores sobre la oxidacion de los
explantes de los cinco genotipos analizados. El genotipo ‘C-6' tratado con TDZ (0.2 a 1 mg L™)
mostré porcentajes de oxidacion de 8 a 16%, cuando se utilizé6 0.2 mg L™ + 0.1 mg L™ de AIB no
se presentd oxidacion (0%), mientras que en el testigo se observé (72%). Los explantes de
‘Joan J." que se establecieron con TDZ presentaron oxidacion de 0 a 28%, esto se redujo cuando
se combind TDZ con AIB donde la oxidacién fue de 0 a 12% y en el tratamiento testigo fue de
(64%). La oxidaciéon aumenté radicalmente con 3 mg L™ de cinetina (84%).

Cuadro 1. Porcentaje de oxidacion de explantes de hoja de frambuesa de los genotipos ‘C-6’, Joan J.,
‘A-1’, ‘UMC-702’ y ‘Heritage’ cultivados in vitro y tratados con reguladores de crecimiento (BAP, cinetina
y TDZ) solos o en interaccidn con acido indolbutirico (AIB).
Reguladorde (mgL ™) ‘C-6’ ‘JOAN J’ ‘A-1 ‘UMC-702' ‘HER’
crecimiento
Coeficiente 63.15 61.64 37.63 27.56 28.71
de variacion
Bencilaminopurina 0.5 44 cdefgh 40 cdefghi 48 defg 72 ab 36 ef
1 84 a 44 bcdefgh 92 abc 84 ab 88 ab
15 52 abcdef 56 abcde 16 ghi 64 bc 76 abc
2 48 abcdefg 56 abcde 96 ab 72 ab 20 fgh
25 64 abcd 68 abc 88 abc 64 bc 88 ab
3 80 ab 72 abc 100 a 84 ab 100 a
Bencilaminopurina  0.5+0.1 60 abcde 16 fghij 100 a 40c 44 de
+ acido 1+0.1 60 abcde 44 bcdefgh 84 abc 64 bc Oh
indolbutirico 1.5+0.1 60 abcde 20 efghij 60 bcdef 88 ab 76 abc
2+0.1 44 bcdefgh 28 defghij 68abcde 68 bc 44 de
2.5+0.1 52 abcdef 40 bcdefghi 56 cdef 92 ab 64 cd
3+0.1 36 cdefghi 44 bcdefg 76 abcd 88 ab 28 efg
Cinetina 0.5 48 abcdefg 68 abc 88 abc 100 a 96 a
1 36 cdefghi 72 abc 80 abcd 100 a 100 a
15 40 cdefgh 64 abcd 100 a 100 a 96 a
2 72 abc 40 bedefghi 92 abc 100 a 100 a
25 16 fghi 76 ab 84 abc 100 a 96 a
3 28 defghi 84 a 76 abcd 100 a 100 a
Cinetina + acido 0.5+0.1 60 abcde 48 abcdefg 40 efgh 100 a 96 a
indolbutirico 1+0.1 32 defghi 52 abcdef 68 abcde 100 a 100 a
1.5+0.1 44 bcdefgh 36 cdefghij 100 a 80 ab 100 a
2+0.1 40 cdefgh 64 abcd 76 abcd 88 ab 100 a
2.5+0.1 56 abcde 48 abcdefg 100 a 100 a 100 a
3+0.1 44 bcdefgh 72 abc 100 a 88 ab 100 a
Thidiazuron 0.2 12 ghi 4 jj 4i 84 ab 16 fgh
0.4 8 hi 24 efghij 16 ghi 72 ab 16 fgh
0.6 12 ghi 0j 32 fghi 76 ab 12 fgh
0.8 16 fghi 28 defghij 20 ghi 64 bc 8 gh
1 16 fghi 12 ghij 60 bcdef 68 bc 24 efgh
Thidiazuron 0.2+0.1 0i 4ij 8 hi 4d 12 fgh
+ &cido 0.4+0.1 16 fghi 12 ghij 36 efghi od 8 gh
indolbutirico 0.6+0.1 8 hi 0j 28 fghi od 12 fgh
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Reguladorde (mgL ™) ‘C-6' ‘JOAN J’ ‘A-1 ‘UMC-702’ ‘HER’
crecimiento
0.8+0.1 8 hi 8 hij 36 efghi 0d 16 fgh
1+0.1 24 efghi 4ij 4i od Oh
Testigo 0 72 abc 64 abcd 76 abcd 84 ab 68 bc
Letras distintas en la misma columnaindican diferencias significativas a 0.05.

El genotipo ‘A-1’ presenté menor oxidacién con TDZ a concentraciones de 0.2 mg Ly 1 mg L™
més 0.1 mg L™ de AIB (4%). Mientras que, las dosis de 3 mg L™ de BAP, 0.5 mg L™ de BAP més
0.1 mg L" de AIB 0 1.5, 2.5y 3 mg L™ de cinetina combinada con 0.1 mg L™ de AIB mostraron
100% de oxidacion (Cuadro 1). El genotipo ‘UMC-702" mostré 0% de oxidacién en los explantes
expuestos a 0.4 - 1 mg L™ de TDZ + 0.1 mg L™ de AIB, los explantes expuestos a cinetina solo o
combinado con AIB presentaron 100% de oxidacion (Cuadro 1). El TDZ disminuyé la oxidacion
en el genotipo ‘Heritage’. Donde concentraciones de 0.2 a1 mg L™ de TDZ + 0.1 mg L™ de AIB
mostraron porcentajes de oxidacién de 0 a 16%, mientras que la cinetina (0.5 a 3 mg L™) + 0.1
mg L™ de AIB indujo la oxidacién de 96 a 100%, valores superiores al tetigo (68%).

Efecto de auxinas y citocininas sobre la regeneracion de brotes adventi
cios
en explantes de hojas

Los reguladores de crecimiento tuvieron efecto sobre el nimero de explantes que formaron
brotes en los genotipos estudiados. Los explantes del genotipo ‘C-6’ presentaron su mayor tasa
de formacién de brotes con TDZ (0.2 mg L™) con 1.4 brotes por explante; al aumentar la dosis y
combinar con AIB disminuyé la induccion de brotes. También se pudo observar que la cinetina,
sola o combinada con AIB, no indujo la regeneracion (Cuadro 2, Figura 1A). Los explantes del
genotipo ‘Joan J.’mostraron una mayor formacién de brotes con 0.6 mg L* de TDZy 0.1 mg L™
de AIB, donde se obtuvieron 1.6 brotes por explante (Cuadro 2, Figura 1B).

En el genotipo ‘A-1’ el TDZ (0.2 mg L™) indujo la regeneracion (0.92 brotes por explante, esto
representd 36% mas que el tratamiento control (Cuadro 2, Figura 1C). Para el caso de ‘UM-702’
se observé que dosis bajas de TDZ (0.2 mg L) + AIB (0.1 mg L™) indujeron la regeneracion de
brotes (1.12 brotes por explante) (Cuadro 2, Figura 1D). En el genotipo ‘Heritage’ se obtuvo
regeneracion de los con el TDZ a dosis de 0.2 mg L™, solo 0 en combinacién con 0.1 mg L™ de AIB
(40%), mientras que en el tratamiento control no se obtuvo regeneracion (Cuadro 2, Figura 1C).

Cuadro 2. Comparacion del coeficiente de multiplicacion y de los resultados de la prueba de Duncan
para brotes obtenidos a partir de explantes de hoja de frambuesa de los genotipos ‘C-6’, ‘Joan J., ‘A-1’,
‘UMC-702’ y ‘Her’ cultivados in vitro y tratados con reguladores de crecimiento (BAP, CIN y TDZ) solos o

en interaccion con AIB.
Reguladorde  (mgL ™) ‘C-6’ ‘JOAN J’ ‘A-1 ‘UMC-702’ ‘HER’
crecimiento

Coeficiente 239.1 117.48 175.69 139.1 176.81

de variacion

Bencilaminopurina 0.5 0.12 bc 0.12d od 0.04 fg 0.04 e
1 Oc 0.24 cd od 0.18 defg Oe
1.5 0.16 bc 0.08d 0.16 bcd 0.04fg 0.44 bede
2 0.16 bc 0.08d 0.04d 0.2 defg 0.08 e
2.5 0.08 c 0.04d 0.08 cd 0.6b 0.04e
3 Oc 0.04d od 0.04fg Oe
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Regulador de (mgL ™) ‘C-6' ‘JOAN J’ ‘A-1 ‘UMC-702’ ‘HER’
crecimiento
Bencilaminopurina ~ 0.5+0.1 0.08¢c 0.36 cd od 0.24 cdefg Oe
+ acido 1+0.1 0.16 bc od od 0.2 defg 0.16 e
indolbutirico 1.5+0.1 0.12 bc 0.08d 0.08 cd 0.04 fg 0.08 e
2+0.1 0.2 bc od 0.08 cd 0.04 fg Oe
2.5+0.1 0.04c od od Og 0.12e
3+0.1 0.24 bc od 0.36b 0.04 fg 02e
Cinetina 0.5 0.08¢c od od Og Oe
1 Oc od od 0g Oe
15 Oc od od 0g Oe
2 Oc od od Og Oe
2.5 Oc od od 0g Oe
3 0.04 c od 0.08 cd 0g Oe
Cinetina + acido 0.5+0.1 Oc od od 0g Oe
indolbutirico 1+0.1 Oc od od 0g Oe
1.5+0.1 0.04c od od 0.04 fg Oe
2+0.1 Oc 0.04d od Og Oe
2.5+0.1 Oc od od O0g Oe
3+0.1 Oc od od 0.04 fg Oe
Thidiazuron 0.2 l4a 112a 0.92a 0.37 bcde 0.84 ab
0.4 la lab 0.24 bed 0.04 fg 0.32 de
0.6 la 0.88 ab 0.36 b 0.36 cdef 0.8 abc
0.8 0.2 bc 0.08d od 0.08 efg 0.68 abcd
1 0.2 bc 0.4 cd 0.16 bcd 0.2 defg 0.28 de
Thidiazuron 0.2+0.1 0.8 ab 124a 0.32 bc 112a 0.96 a
+ acido 0.4+0.1 0.2 bc 12a 0.12 bed 0.4 bed 0.68 abcd
indolbutirico 0.6+0.1 0.2 bc 16a 0.12 bed 0.16 defg 0.36 cde
0.8+0.1 Oc 0.32cd 0.2 bed 0.44 bed Oe
1+0.1 0.2 bc 0.6 bc 0.08 cd 0.52 bc 0.24 de
Testigo 0 Oc 0.04d 0.08 cd 0g Oe
Letras distintas en la misma columnaindican diferencias significativas al 0.5.
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Figura 1. Diferentes nimeros de explantes que muestran el grado de oxidacion y de regeneracion in vitro de
secciones de hojas de frambuesa genotipos ‘C-6’(A), ‘Joan J’ (B), ‘A-1’ (C), ‘UM-702’ (D) y ‘Heritage’ (E), todos
creciendo en un medio MS basico adicionado con 0.2 mgL ™" de TDZy 0.1 mg L * de AIB.

Los datos mas reevevantes de este estudio, englobados en el péarrafo anterior, muetran que
existe una correlacién entre la oxidacion y regeneraciéon de los brotes obtenidos a partir de
secciones de hojas en todos los genotipos de frambuesa utilizados en esta investigacion, a
menor oxidacion aumenta la regeneracion de los explantes.

Discusion

Oxidacidon de los explantes

Los resultados muestran que los reguladores de crecimiento pueden influir en la oxidacion,
y sobrevivencia de los explantes. El cultivo in vitro de plantas lefiosas se ve limitado por la
ocurrencia de oscurecimientos letales, éstos se relacionan con el estrés oxidativo (Turrens, 2003)
gue se origina a partir de los cortes del explante, la composicién del medio, volumen
y capacidad del frasco de cultivo, entre otros (Abdelwahd et al., 2008). En la mayoria de los
protocolos se provoca un estrés en los explantes, esto induce la producciéon de compuestos
fendlicos y varias especies reactivas de oxigeno (Phineas y Kuman, 2013). El estrés oxidativo
puede ser atribuido al uso de reguladores del crecimiento; la citocinina BAP es uno de los
reguladores con mas reportes de este efecto (Azofeifa et al., 2009).

En nuestra investigacion observamos que la oxidacion de lo explantes de frambuesa se ve
influida por el genotipo y por el tipo de regulador de crecimiento utilizado. Esto coincide con otras
investigaciones donde se indica que la regeneracion en plantas es dependiente del genotipo, ya
gue la regeneracion se ha obtenido para algunos genotipos, pues la recalcitrancia de los tejidos
de Rubus es una limitante (Palomo-Rios et al., 2018). Zawadzka y Orlikowska (2006) observaron
genotipos de frambuesa in vitro que mostraron hojas cloréticas y recalcitrantes a la regeneracion.

La clorosis en plantas de frambuesa y la oxidacién de los explantes se incrementa de manera
sustancial cuando los tejidos son expuestos a largos periodos de luz fluoresente en medios de
cultivo adicionados con citocininas del tipo 6-bencyl adenina (BA) o isopentenil adenina (2iP), ya
gue estas interfiren en el correcto funcionamiento de calcio intracelular e incrementan la
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concentraciéon de algunas proteinas involucradas en el correcto funcionamiento del fotosistema I
(Murvanidze et al., 2022).

Regeneracion y multiplicacion de brotes adventicios

Los protocolos de regeneracion en ‘berries’ deben contener las dosis y combinaciones de
reguladores de crecimiento correctos (auxinas y citocininas) en el medio de cultivo (Cappelletti et
al., 2016). La morfogénesis in vitro es afectada por factores como: genotipo, edad, posicién y
orientacion del explante en el medio de cultivo (Kumar y Reddy, 2011). En esta investigacion se
observé que los reguladores de crecimiento influyeron sobre la regeneracion; sin embargo, cada
genotipo tuvo una capacidad de respuesta distinta; el uso de BAP (0.5 mg L™), solo o combinado
con AIB (0.1 mg L™), indujo la regeneracién de brotes adventicios en el genotipo ‘C-6', el resto de
los genotipos mostraron una mayor regeneraciéon con TDZ (0.2 mg L ™).

Estos resultados concuerdan con Meng et al. (2004) donde el uso de BAP (1 mg L") y AIB
(0.1 mg L) en frambuesa cv. ‘Marion’ indujeron la regeneracién 70%, mientras que en el cultivar
‘Sunberry’ se observé 46%. Kim y Dai (2020) obtuvieron en el genotipo ‘Joan J.
una regeneracién de 70% con 2.5 pM (0.56 mg L) de BAP + 1 pM (0.216 mg L) de TDZ.
La combinacién de BAP con TDZ fomenta la proliferacién celular a medida que se acelera
la multiplicacion de brotes nuevos (Bairl et al.,, 2007). El efecto de las citocininas en la
regeneracion se puede atribuir a que éstas actlan como un activador positivo de la divisién
celular, la BAP pertenece a este grupo, que son las hormonas clave para la induccion de brotes
en diversos tejidos y érganos (Bustillo-Avendafio et al., 2018; Howell et al., 2003).

Algunos estudios han mostrado que los procesos morfogenéticos se regulan en primera instancia
por las citocininas, las cuales actlan sobre la zona central de los explantes y posteriormente
intervienen las auxinas en el proceso sobre las células periféricas del explante (Schaller et al.,
2015). ElI BAP se utiliza para el cultivo in vitro de especies lefiosas para inducir multiplicacién
porque estas plantas poseen una mayor carga hormonal endégena en comparacién con plantas
herbaceas (Bairu et al., 2007) y cuando se utiliza en tejidos jovenes el potencial morfogénico para
la diferenciacion se incrementa (Mazumdar et al., 2020).

En esta investigacion se observé que la cinetina, no indujo la regeneraciéon en ninguno los
genotipos evaluados. Sin embargo, Zawdzka y Orlikowska (2006) reportaron el efecto de la
combinacion de BAP + cinetina sobre la regeneracion de cinco cultivares de frambuesa, ya que
las citocininas estimulan la division celular y la propagacion vegetativa (Taiz y Zeiger, 2010).

En esta investigacion, la adicién de TDZ al medio de cultivo estimuld la regeneracion de brotes en
los genotipos ‘Joan J.” y ‘A-1’, lo cual concuerda con los resultados obtenidos por Fiola et al.
(1990) donde el TDZ tuvo mayor efecto que el BAP para inducir organogénesis en cotiledones y
hojas de Rubus fruticosus, la dosis optima en explantes de hoja fue de 5-20 uM (1.13-4.5 mg),
esto ocurri6 de manera similar en la formacion de brotes a partir de yemas axilares y brotes
apicales en zarzamora, donde concentraciones de 0.25, 0.5, 0.75 y 1 mg L™* indujeron
porcentajes de regeneracion de 60, 70, 100, 80 y 75%, respectivamente (Jadan et al., 2015).

En los cultivares ‘Autumn Bliss’, ‘Canby’, ‘Summit’ y ‘Sentry’ de frambuesa se observé que el TDZ
fue significativamente mas efectivo que BAP, el medio adicionado con 1 puM (0.23 mg)
de TDZ indujo la regeneracion en hojas (Turk, 1994). Debnath et al. (2014) reportaron 70%
de regeneracién con 4.5 uyM (1.01 mg) de TDZ con 4.2 brotes por explante y un coeficiente de
multiplicacion de 1.7 en un sistema de biorreactores y al aumentar la dosis a 5 UM se obtuvo un
porcentaje de regeneracion de 96% en el cv. ‘MD-ETC E-1'.

Ruiz-Anchondo et al. (2018) observan que la micropropagacion in vitro de frambuesa cv Heritage,
a partir de meristemos y entrenudos, se ve favorecida cuando se utiliza BAP (4.44 uM) y GA
(1.44 pM) en el medio de cultivo, mientras que Georgieva et al. (2020) encuentran que la
capacidad de proliferacién es mayor en el cv Magdalena (3.9 brotes/explante) en relacién con el
cv Willamette (2.6 brotes/explante) en un medio adicionado con 0.5 mg L™ de BAP y 0.01 mg L™
de AIB, concentraciones de reguladores menores a las utilizadas en nuestro estudio.
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El TDZ ha demostrado ser eficaz en la regeneracion de muchas especies recalcitrantes (Liu
et al., 2003). A diferencia de otras citocininas, el TDZ es resistente a la citocinina oxidasa,
por lo cual es bastante estable en los tejidos de las plantas (Dewir et al., 2018). La necesidad de
citocininas es extremadamente variable y depende del contenido enddégeno de la especie
y del genotipo, ya que éste tiene un efecto marcado sobre la capacidad de regeneracién en
condiciones in vitro (Hunkova et al., 2016).

Las dosis utilizadas influyen sobre los procesos a los que da origen, por ejemplo, cuando se usan
dosis bajas de TDZ, éste induce organogénesis; al utilizar dosis altas se conduce a la
embriogénesis; pero, concentraciones elevadas pueden ser toxicas para el desarrollo de los
cultivos in vitro (Ling et al., 2013).

Conclusiones

El grado de oxidacién de los explantes y la regeneracién de frambuesa a partir de secciones
de hojas dependen en gran medida de los reguladore de crecimiento utilizadon en el medio de
cultivo y del genotipo o variedad utilizada para tal fin. Las citocininas (BAP) solas o conbinadas
con auxinas (AIB) disminuyen la oxidacion en los explantes de los genotipos ‘C-6" ‘Joan J." y
‘Heritage’, mientras que el TDZ, solo o combinado con AIB, tiene un efecto mas amplio pues
disminuye la oxidacion y ademas, promueve la regeneracion de los explantes en los cinco
genotipos evaluados.
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