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Abreviaturas

2,4-D Acido 2,4-dicloro fenoxiacético
2-iP N-isopentenil adenina
ABA Acido abcisico

AIA Acido indol-3-acético
AlB Acido indolbutirico
ANA Acido a-naftalenacético
Atm Atmosferas

BA Bencilaminopurina

CA Carbon activo

cm Centimetros

cc Centimetros clbicos

g Gramos

GA3 Acido giberelico

K Cinetina o 6-furfuril aminopurina
L Litros

M Metros

mg Miligramos

mL Mililitros

m? Metros cuadrados

pm micrémetros

pmol micro molar

S Segundos

TDZ Tidiazuron

Vit Vitaminas

Zea Zeatina
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1. ORIGEN Y DIFUSION DEL KIWI

La Actinidia deliciosa es una planta fructifera perteneciente a la familia Actinidiaceae. Crece
de manera espontanea en el valle del rio Yang-Tse-Kiang de China, donde las plantas viven
como vigorosas lianas trepadoras alcanzando notable altura. Durante mucho tiempo la
Actinidia ha sido mas utilizada como una especie decorativa, debido al vigor de la vegetacion
y a la belleza del follaje, que por sus posibilidades como especie fructifera. En Europa se
conoce desde 1847, pero su verdadera introduccion se realizd a principios del siglo XX,
primero en Inglaterra y posteriormente en Francia. En Nueva Zelanda, pais que le dio
caracter fruticola, se obtuvieron las primeras plantas de semilla en 1906; alli crecieron y se
desarrollaron, fructificando en 1910. Varios viveristas supieron ver la potencialidad frutal
de la planta realizando las primeras selecciones y mejoras que dieron lugar a las variedades
actualmente difundidas por el mundo. EIl cultivo propiamente dicho comenzo a partir de
1940, concentrandose en la Bahia de Plenty. Después del éxito neozelandés otros paises
iniciaron el cultivo como California (1965), Francia (1967) e Italia (1977). Mas tarde se unen
a los paises productores Japdn, Australia, Sudéafrica, Chile, Grecia, Espafia y Portugal
(Garcia et al., 2005).

En Espafia la superficie de cultivo aument6 considerablemente en estos Gltimos afios.
Actualmente en Galicia hay 849 Ha que han producido 11.510 toneladas de kiwi en el Gltimo
afio (Ministerio de Agricultura y pesca, alimentacion y medio ambiente, 2016). Otras
comunidades que tienen plantaciones son Catalufia (27 Ha.), Pais Vasco (111 Ha.) y Asturias
(554 Ha), (Tabla 1). Galicia, ademas de ser la comunidad con mayor superficie, también es
la pionera en este cultivo. La primera plantacion se realizé en 1969 al sur de la Provincia de
Pontevedra y los primeros frutos se obtuvieron en 1972, los cuales fueron exportados casi

en su totalidad a Alemania (Garcia et al., 2005).
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Tabla 1. Superficie y produccion del kiwi en Espafia.
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2. PROPIEDADES NUTRICIONALES DEL KIWI

El Kiwi es uno de los alimentos méas recomendados debido a los beneficios nutricionales que
aporta. Destaca por aportar las cantidades recomendadas de nueve componentes nutritivos
esenciales en la dieta: vitamina A, tiamina, riboflavina, niacina, folato, vitamina C, hierro y
calcio, convirtiéndose asi en la fruta nutritivamente mas completa.

Una de las propiedades mas valoradas es su alto contenido en fibra. Estd demostrado que
una dieta rica en fibra puede reducir los niveles de colesterol, a la vez que mejora el transito
intestinal ayudando a prevenir posibles tumores de colon. Consumido en ayunas es uno de
los mejores laxantes naturales que existen, atribuyéndose a esta propiedad su espectacular
consumo mundial.

Debido a su alto contenido en vitamina C, un solo fruto puede cubrir las necesidades diarias
de esta vitamina, asi como de vitamina E y acido félico. Refuerza el sistema inmunitario,
ayudando a disminuir los sintomas de enfermedades infecciosas como la gripe, resfriados,
etc.

Su alto contenido en agua, unido a su valor energético y elevado indice en potasio y bajo en
sodio, convierte al kiwi en un fruto muy recomendado en las dietas. Ademas, la relacion
sodio/potasio resulta beneficiosa en el control de la tension arterial.

El kiwi es también una fuente importante de antioxidantes. Ademas de las vitaminas C y E,

contiene luteina, un carotenoide que no producimos y que actia como antioxidante de los
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radicales libres que estan implicados en el envejecimiento y degeneracion de las células de
nuestro cuerpo. Es por todo esto, que el kiwi se denomina como el fruto de la salud (Garcia
et al., 2005).

3. ESTRUCTURA DE LA PLANTA

La planta de kiwi es una liana trepadora que de forma natural se enrolla sobre los &rboles
que tiene a su alrededor. Es por ello, que aun siendo una especie lefiosa, necesita una
estructura de soporte para su cultivo comercial. Todas las especies cultivadas son

caducifolias y pueden vivir mas de 50 afios.

\ Transitorios

Cordén central

Perennes \
} Caducos

Figural. Esquema de la planta.

La planta se divide en tres componentes (Figura 1): Perennes (tallo, corddn central y raices
estructurales), transitorios (ramas laterales y renuevos) y caducos (frutos, hojas y raices
fibrosas).

A continuacion se hace la descripcion botéanica de forma detallada de la planta del kiwi.
-Raices: son gruesas y de color rosado cuando proceden de semilla, y finas y de color marrén
oscuro cuando su origen es clonal. Son altamente exigentes en oxigeno y su desarrollo esta
favorecido en suelos con bajo contenido en arcilla. El sistema radical de la actinidia tiende
a colonizar lenta pero eficazmente el suelo disponible, utilizando de forma intensa los
recursos hidricos y nutritivos disponibles.

-Brotes: cuando son jovenes son muy vellosos y suelen presentar una tonalidad rojiza si
proceden de semilla. En condiciones favorables, pueden llegar a crecer hasta 3 cm diarios y
alcanzar un crecimiento anual superior a los 3 m. Los brotes pueden ser de dos tipos. Los
“brotes determinados” detienen su crecimiento a partir de la cuarta o la sexta hoja y los
“brotes indeterminados” continuan su crecimiento hasta que se debilitan y se enrollan sobre

si mismos.



Introduccién

-Hojas: Son caducas, acorazonadas, con el limbo grande, dentado y borde aserrados. El haz
es de color verde oscuro, el envées es mas palido y cubierto de pelos muy cortos. Las hojas
de los brotes indeterminados tienden a ser mas cordiformes que redondeadas y mas
pubescentes, comparadas con las hojas de los brotes determinados. El area media foliar suele
ser menor en la zona fructifera que en la de renovacion. Estas caracteristicas pueden variar
ligeramente segun variedades, pero sobre todo segun las distintas especies, siendo las que
mas difieren A. arguta y A.Kolomitka que son mas pequefias y carecen de pilosidad en el
enves.

-Yemas: Estan situadas en las axilas de las hojas y pueden ser de tres tipos: mixtas, de
madera y adventicias. De las yemas mixtas nacen los brotes portadores de los botones
florales. De las de madera solo se originan brotes no fructiferos y las adventicias evolucionan
cuando se eliminan los brotes fructiferos o de madera, bien por podas o por heladas en la
primavera. Asi, los nuevos brotes portaran yemas mixtas que pueden producir brotes
fructiferos el afio siguiente.

-Flores: los botones florales nacen en las axilas de las primeras hojas de los brotes. Las flores
se agrupan en inflorescencias denominadas cimas, generalmente de tres flores. Aunque
morfolégicamente son hermafroditas, ya que poseen los dos sexos, fisiol6gicamente son
unisexuales. Los estambres de las flores de clones femeninos producen polen estéril, y todo
el gineceo o aparato reproductor femenino es rudimentario en los pies masculinos. Por ello,
la actinidia es una especie dioica que necesita poner al lado de plantas femeninas un nimero
adecuado de masculinas para asegurar la fecundacion.

La diferenciacion visible de las flores comienza en primavera, desarrollandose hasta finales
de mayo o principios de junio, momento donde se alcanza la plena floracion.

Las flores de A. deliciosa y A. chinensis son grandes, de 4-7 cm de didmetro, con 5-7 pétalos
de color blanco y 3-7 sépalos de color marrén. En el caso de A. arguta y A. kolomikta son
muy similares en cuanto a su morfologia pero muy inferiores en tamario, generalmente la
mitad de estas.

-Frutos: en la Actinidia, cada flor se transforma en un fruto cuyo crecimiento es un
desarrollo continuo del ovario de las flores femeninas a lo largo de todo el periodo de cultivo,
pero existen diferencias entre ellos segin las cuatro principales especies (Garcia et Al.,
2005).



Introduccién

4. PRINCIPALES ESPECIES CULTIVADAS

Si bien dentro del género Actinidia se han descrito mas de 60 especies, solo las cuatro que
se detallan a continuacion tienen interés por el aprovechamiento comercial de sus frutos.
4.1. Actinidia deliciosa (kiwi verde)

Es la especie mas cultivada en el mundo. Como se puede observar en la figura 2, produce
frutos ovoides con la epidermis de color marrén claro y abundante pilosidad. La pulpa es de
color verde esmeralda, con numerosas y pequefias semillas que envuelve un huso central de
color blanco conocido como “columela”. El tamafio medio del fruto esta entre los 80 y 120
g. El sabor es acidulado y tienen la capacidad de frigoconservacion mas alta de todos los
kiwis. Aungue existen muchos cultivares de esta especie, y todos dioicos, el mas importante

es “Hayward ”.

Figura 2. Fruto de A. deliciosa.

-“Hayward”: se seleccion¢ a finales de la década de 1920 y es aun hoy en dia la variedad
mas cultivada en el mundo. Es una planta vigorosa y muy productiva. Las flores son
generalmente solitarias, grandes, muy atractivas y los pétalos de color blanco. El fruto es
grande, con peso medio superior a los 100 g y de forma elipsoidal. La piel es de color marrén
y estd cubierta de vellosidad y la pulpa es de color verde brillante. Tiene la mejor
conservacion frigorifica de todas las variedades, hasta mas de 6 meses. Se cosecha la primera
quincena de noviembre.

-“Hayward, clon 8”: es un clon de Hayward de origen griego y muy productivo, con un
peso medio un 20% superior a Hayward y que madura una semana antes. Produce un menor
porcentaje de frutos dobles y es mas resistente a las heladas. También es menos susceptible
a Phytophthora spp que Hayward.

-“Hayward, clon k”: es una seleccion clonal de Hayward que esta desprovista de vellosidad.
-“Summerkiwi”™: es un clon propiedad de los Viveros Dalpane, Italia. Es el resultado de
cruces de Hayward con planta masculina con la particularidad de, ademas de ser un buen
polinizador, produce frutos pequefios pero exageradamente precoces de maduracion.

Actualmente es la variedad de kiwi verde mas precoz de recoleccion que hay en el mercado,

6
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pudiendo cosecharse de 40-45 dias antes que Hayward. Es vigorosa y mas productiva que
Hayward, ya que posee entrenudos cortos, por lo que tiene un mayor nimero de yemas por
metro de rama. EIl fruto es algo mas pequefio que Hayward, con un peso medio de 90 g.
Posee menor acidez y mas dulzor que la mayoria de las variedades del kiwi verde y la
conservacion frigorifica es menor que Hayward.

-“Megakiwi”™: esta reciente seleccion obtenida de una semilla de Hayward, es de origen
griego. El fruto es de gran tamafio, 150-180 g, y debido a este gran calibre puede ser
apropiada para cultivo ecoldgico. La pulpa es verde brillante y dulce, con un contenido de
vitamina C y antioxidantes superior al resto de variedades de kiwi verde. Su capacidad de

conservacion todavia no esta muy definida.

4.2. Actinidia chinensis Planch (kiwi amarillo)

Es la segunda especie de Actinidia en importancia en cuanto a superficie de cultivo. No
obstante, ha experimentado un fuerte retroceso debido a la susceptibilidad a la bacteriosis en
general y en particular al chancro bacteriano (PSA) causado por Pseudomonas Syringae pv.
Actinidiae.

Los frutos de los cultivares de esta especie se caracterizan por tener una piel de color marrén
claro y en algunos casos desprovisto de vellosidad. La pulpa es de color amarillo brillante y
con mayor dulzor que el kiwi verde. Al igual que A. deliciosa todas las variedades de esta
especie son dioicas, con pies masculinos y femeninos.

El cultivo de esta variedad es muy reciente y se ha basado en un solo clon, “hort 16A”.

Figura 3. Fruto de A. Chinensis.

-“Hort 16A” (Zespri ® Gold): fue obtenida en Nueva Zelanda en 1992 y es la variedad
amarilla mas cultivada en el mundo hasta la actualidad. El fruto es de tamafio medio y muy
caracteristico por tener muy pronunciado el extremo floral y la pulpa es amarilla. Es muy
productivo y la época de cosecha es similar a Hayward.

-“Jintao” (Jing Gold®): El fruto es de menor tamafio que “Hort 16A”, con la pulpa amarilla
y de sabor dulce. Es muy productiva y se cosecha en el mismo periodo que Hayward.

Ademas, parece que es menos sensible que otras variedades amarillas a la bacteriosis.

7
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-“SunGold”®: es una nueva seleccion de la empresa Zespri, con una pulpa suave y cremosa,
de color amarillo brillante y un sabor muy dulce y tropical. Esta desprovisto de vellosidad y
no tiene tan pronunciado el extremo floral. Tiene un buen tamafio y es muy productivo.
Ademas, parece ser menos sensible a la bacteriosis.

- “Soreli”®: variedad seleccionada en Italia. Tiene entrenudos muy cortos y una buena
fertilidad de yemas florales, lo que la hace muy productiva. Tolera mejor el frio que el resto
de las selecciones amarillas debido a su brotacién mas tardia. El fruto es de unos 100 g, la
pulpa es amarillay dulce y la piel marron clara y sin vellosidad. Se cosecha unas 3-4 semanas
antes que Hayward y la conservacion frigorifica es de 3-4 meses.

-“Dori” (AC1536): es un nuevo cultivar, con un crecimiento vegetativo no muy excesivo y
la particularidad de mostrar las hojas siempre de un verde atractivo. Es menos sensible al
frio invernal y a las bacterias, de las cuales parece estar libre. EI fruto es de unos 100g, y la
pulpa de color amarillo intenso. La forma es més alargada que Hayward, con la piel fina'y
carece de vellosidad. Brota y florea antes que Hayward y la cosecha se adelanta unos 35

dias.

4.3. Actinidia arguta y Actinidia kolomikta

Son mucho menos conocidas y extendidas a nivel de produccion comercial, aunque empieza
a ser habitual su presencia en las cadenas de distribucion. Son especies muy resistentes al
frio invernal, dado que su origen se sitda en Asia oriental en el caso de A. arguta y en la zona
del artico en el caso de A. Kolomikta.

Sus frutos son bayas de pequefio tamafio que raramente superan los 25 g y con forma ovalada
o cilindriforme. La piel es lisa, fina, suave y de color verde con tono rojizo en alguna
variedad, sin vellosidad alguna y comestible. La pulpa es de color verde brillante con sabor
similar al kiwi verde pero més dulce. Posee un contenido de vitaminas, minerales y
antioxidantes mayor que el resto de los kiwis. Se recolectan entre los meses de agosto y

octubre y la mayoria de las variedades tienen un periodo de conservacion de 2 0 3 meses.

Figura 4. Frutos de A. arguta.
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5. EL CHANCRO BACTERIANO DEL KIWI

El chancro bacteriano es una enfermedad del kiwi que esta causando importantes pérdidas
en la produccién a nivel mundial. La bacteria responsable es Pseudomonas syringae pv.
Actinidiae (PSA), que fue descrita por primera vez en Japon en 1984 (Takikawa, 1989).
Actualmente esta presente en otros paises productores de kiwi como China y Nueva Zelanda.
En Europa, la primera deteccion fue en Italia en 1992 (Scortichini, 1994) y en los ultimos
afios se ha detectado en Galicia, Francia, Portugal, Suiza y Turquia.

Aunque las principales especies de kiwi son sensibles a la enfermedad, parece que los dafios
mas graves se producen en los cultivares de kiwi amarillo.

El sintoma mas especifico de la enfermedad son “los exudados” que aparecen al principio
de la primavera. Estos pueden ser de color rojo-naranja 6xido (Figura 5A) y/o de color blanco
(Figura 5B), y van asociados a chancros o heridas en varas, brazos y troncos. Las ramas
afectadas acaban secandose, y en caso de infecciones graves, la bacteria puede causar la
muerte de las plantas, especialmente en las variedades mas sensibles y en plantaciones

jévenes.

Figura 5. Exudados del kiwi.
Los sintomas en botones, flores y hojas, son similares a los producidos por otras bacteriosis,
como la coloracion marrén y seca de botones florales (Figura 6A) y las manchas necroticas

angulares en hojas (Figura 6B), que se aprecian principalmente durante el verano.

2 “
v ) _—

Figura 6. Boton floral y hoja necrética.
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Segun las condiciones ambientales también se pueden producir exudados de la bacteria en
los botones (Figura 7A) y en el envés de las hojas (Figura 7B).

\

Figura 7. Exudados en los botones y las hojas.

6. INTRODUCCION AL CULTIVO IN VITRO

La reproduccion asexual de plantas por cultivo de tejidos es posible gracias a que, en general,
varias células de un individuo vegetal poseen la capacidad necesaria para permitir el
crecimiento y el desarrollo de un nuevo individuo completo, sin que medie ningun tipo de
fusién de células sexuales o gametas. Esta capacidad se denomina totipotencialidad celular,
y es caracteristica de un grupo de células vegetales conocidas como células meristematicas,
presentes en los distintos érganos de la planta. La potencialidad de una célula diferenciada
para generar tejidos nuevos y eventualmente un organismo completo, disminuye con el grado
de diferenciacion alcanzado por esa célula, pero puede revertirse parcial o completamente
segun las condiciones de cultivo a las que se la someta.

El cultivo in vitro consiste en tomar una porcion de una planta (a la que se denominara
explanto, como por ej. el apice, una hoja o segmento de ella, segmento de tallo, meristemo,
embrion, nudo, semilla, antera, etc.) y colocarla en un medio nutritivo estéril (usualmente
gelificado o semisolido) donde se regeneraran una o muchas plantas. La formulacién del
medio cambia segun se quiera obtener un tejido desdiferenciado (callo), crecer yemas y
raices, u obtener embriones somaticos para producir semillas artificiales.

En todo intento de propagacion vegetal, ya sea in vitro o in vivo, el caracter del proceso de
diferenciacion depende del genoma de la especie, y esta regulado por el balance hormonal
propio y por el estado fisioldgico del 6rgano, tejido o célula puesta en cultivo. Sin embargo,
ese balance puede ser modificado por el agregado de compuestos que imiten la accion de las
hormonas vegetales. Estos compuestos se denominan reguladores del crecimiento, y se

emplean en los medios de cultivo para conseguir la micropropagacion de una planta.
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e

Figura 8. Micropropagacion vegetal a partir de una planta madre.

En los protocolos utilizados durante el cultivo in vitro se pueden distinguir las siguientes
etapas:

Etapa 0: Mantenimiento de la planta madre en condiciones fitosanitarias adecuadas.

Etapa 1: Establecimiento, que consiste en la desinfeccion de los explantos (generalmente
con hipoclorito de sodio) y su posterior adaptacién al medio artificial a de modo de inducir
callo, brote, raiz 0 embrién somatico segun se desee.

Etapa 2: Multiplicacion, para generar una masa vegetal suficiente para la regeneracion del
namero de plantas necesarias.

Etapa 3: Enraizamiento, en la que se busca la formacidn de raices con el fin de convertir los
brotes o embriones somaticos en plantulas completas.

Etapa 4: Rusticacion, que es la aclimatacion de las plantulas obtenidas in vitro a las
condiciones ambientales ex vitro (suelo o algln sustrato inerte).

El éxito de la técnica depende de muchos factores, entre ellos la edad de la planta (a mayor
edad, menor potencial de regeneracion), el genotipo y las condiciones ambientales. Entre las
ventajas del cultivo in vitro de material vegetal se pueden incluir: el crecimiento mas rapido
de la planta que en las condiciones in vivo, la posibilidad de ocupar un espacio mucho mas
pequefio que si se desea propagar material en tierra, conseguir plantas libres de
enfermedades, se necesita menor cantidad de planta para iniciar el cultivo, se obtiene una
produccion homogenea a lo largo del afio y puede ser muy Util para el establecimiento de
bancos de genes.

Los factores externos que determinan el éxito del cultivo in vitro de una especie, son la
temperatura, el fotoperiodo y el medio de cultivo en el que se encuentra. La humedad, al
tratarse de envases cerrados esta siempre cercana al 100%. Por tanto, se necesita un medio

de cultivo adecuado para el explanto, compuesto por macro y micronutrientes esenciales
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para la supervivencia de la planta, hidratos de carbono (normalmente sacarosa), vitaminas y
agentes reguladores del crecimiento. Este medio, puede ser sélido o liquido, y normalmente
requiere algun tipo de soporte inerte como un agente gelificante (agar, gelrite, etc.),
vermiculita, perlita, etc. EI pH de los medios de cultivo para plantas suele variar entre pH=5
y 6,5.

Figura 9. Camara de cultivo programable.

A continuacién se enumeran los principales componentes de los medios de cultivo (Secretin,
2006)

Agua destilada: Representa el 95% del medio.

Fuente de carbono: La fuente de carbono es necesaria porque los explantos no son
completamente autétrofos. Generalmente se utiliza sacarosa.

Substancias inorganicas: Macroelementos (N, P, K, Ca, Mg, S) y microelementos (Fe, Co,
Zn, Ni, B, Al, Mn, Mo, Cu, I) en una proporcion adecuada segun la planta elegida.
Vitaminas: Vitaminas B1, B2, B6, vitamina H, vitamina E, &cido félico, acido nicotinico,
etc.

Reguladores de crecimiento: Los reguladores del crecimiento que resultan Gtiles para el
establecimiento y crecimiento de los cultivos de tejidos vegetales como asi tambien para la
produccion de metabolitos se agrupan en varias categorias, de acuerdo a su estructura, tal
como se describe en los items siguientes (Pierik, 1990).

e Auxinas: En las plantas, las auxinas intervienen en el tropismo a la gravedad y a la
luz, la dominancia apical, el crecimiento de las partes florales y la diferenciacion de
los tejidos vasculares (Davies, 1995). Las auxinas mas utilizadas son el AIA (&cido
indol-3-acético), el ANA (acido a-naftalenacético), el 2,4-D (acido 2,4-

diclorofenoxiacético), el AIB (4cido indolbutirico).
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Citocininas: Son derivados de la adenina que promueven la division celular. Entre
ellas cabe mencionar las siguientes: BA (bencil adenina), K (cinetina o 6-furfuril
aminopurina), Zea (zeatina) y 2-iP (N-isopentenil adenina). Las dos primeras son
citocininas sintéticas y las dos Gltimas naturales. Las citocininas in vivo incrementan
la tasa de division celular, el transporte de solutos hacia las hojas, semillas, flores y
frutos y producen un retardo de la senescencia de las hojas (Salisbury y Ross, 1994).
La proporcion entre auxinas y citocininas permite regular la organogénesis o la
desdiferenciacion, por lo que se deben programar las concentraciones de auxinas y
citocininas a través de disefios factoriales para cada especie y variedad vegetal y
segun el objetivo del trabajo. En general, cuando la relacion auxina/citocinina es alta
se forman raices, cuando es baja se producen vastagos y con relaciones cercanas a 1
se producen callos

Giberelinas: Las giberelinas (GASs) constituyen una familia de compuestos quimicos
tetraciclicos diterpenoides que regulan varios procesos del crecimiento y desarrollo
como la germinacion de semillas, la elongacién de tallos, el desarrollo de raices y la
floracion. La mas utilizada es GAgz, pero es muy sensible al calor (pierde el 90%de
su actividad), por lo que se debe afadir después del autoclavado del medio por
filtracion.

Acido Abscisico (ABA): es un regulador de crecimiento cuya tasa de biosintesis se
modifica significativamente frente al estrés fisioldgico ocasionado por falta de agua,
salinidad del suelo, bajas o altas temperaturas.

Etileno: es un compuesto gaseoso reconocido como hormona de maduracion de los
frutos pero que ademas regula diversos procesos fisioldgicos como la germinacién
de las semillas, la senescencia de hojas y flores, la abscision de hojas y frutos y la
floracion de algunas especies.

Otros: Poliaminas, jasmonatos, &cido salicilico y brasinoestroides

Mezclas de substancias poco definidas: Extracto de levadura, extractos vegetales.

Materiales inertes: Se utilizan como soporte agar, agarosa, polisacaridos, lana de vidrio,

papel de filtro, arena, vermiculita, etc.

Por ultimo las condiciones de temperatura y fotoperiodo (relacion de horas de luz y horas de

oscuridad) mas empleadas varian entre 22 y 26°C, con 16 h de luz y 8 de oscuridad.
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7. ANTECEDENTES DEL CULTIVO IN VITRO DEL KIWI

Se han realizado numerosos estudios para la multiplicacion de Actidinia in vitro a lo largo
de los afios, siendo el primer método en publicarse el descrito por Harada (1975). Las
diferentes especies presentan diferentes respuestas frente al uso de citoquininas (Seelye y
Butcher, 1991) e incluso algunas se consideran recalcitrantes.

Moncaleén et al., (2001) empled con éxito BA para el cultivo in vitro de kiwi, mientras que
Takahashi et al., (2004) examino el efecto de la zeatina en la formacidn de nuevos brotes.
En el afio 2005 se hizo un ensayo con Tomuri y con el clon A utilizando el medio k (h)
(Cheng, 1975), al cual se afiadieron diferentes reguladores del crecimiento: ANA (0.1, 0.5
mg/L), BA(0.4,4.4,2.2,22 mg/L) y GA3z (0.3, 1.4 mg/L). Ademas fue probada la citoquinina
TDZ (0.4, 2.2uM) mejorando los datos de multiplicacion de Tomuri (Prado et al. 2005).

Se utiliza el medio k (h) (Cheng, 1975) en la variedad Tomuri y se afiaden diferentes
concentraciones de reguladores de crecimiento: 23 mg/L de Zeatina (Z) se combina con
diferentes concentraciones de la auxina ANA (0.1, 0.5y 2.7 mg/L), siendo la combinacién
K (h) 23 mg/L Z, 0.1 mg/L ANA la que produce una mejor induccién de los brotes (Prado
et al. 2006).

Se utiliz6 el medio MS (Murashige y Skoog, 1962) afiadiendo diferentes concentraciones de
la hormona BA y agua de coco: BA (1.5, 2.0, 2.5 mg/L) y agua de coco (15, 20 y 25%). Se
observa que ambos elementos tienen un efecto sinérgico siendo el medio MS 2mg/L BA y
agua de coco 20% el que produce mayor multiplicacion, brotes mas largos y mayor numero
de nudos (Nasib et al. 2008).

Recientemente, en Nueva Zelanda probaron el medio MS, vit BS (Gamborg et al. 1968), 0.3
mg/L BA, 0.05 mg/L AIB, 0.1 mg/L GAs obteniéndose unos buenos resultados en cuanto a

la multiplicacion y al tamafio de los brotes (Debenham et al. 2014).
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OBJETIVOS

La produccion de kiwi tiene una gran importancia en Galicia dentro del sector hortofruticola.
Sin embargo, en los ultimos afos se esta viendo afectada por el ataque de una bacteria
(Pseudomonas syringae actinidiae, PSA), que ha provocado la puesta en cuarentena de
algunos viveros productores de planta. Las plantaciones de Kiwi existentes estan
practicamente en su totalidad infectadas por esta bacteria lo que repercute en una merma en
la produccion y en la seca de algunas cepas. En funcion de las condiciones climaticas de
cada afo, la bacteria puede afectar mas o menos a la plantacion. También existen diferentes
cepas de bacteria con diferente grado de agresividad.

Cultigar dispone de planta madre de dos variedades de kiwi (Hayward y Tomuri, hembra y
macho respectivamente) libres de PSA. Los objetivos de este trabajo son:

1.- Establecer in vitro material vegetal de estas dos variedades de Kiwi

2.- Poner a punto los medios de cultivo més adecuados para su multiplicacion vy
enraizamiento in vitro

Todo ello con la finalidad de proveer al sector agricola de planta con una garantia sanitaria

adecuada.
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1. MATERIAL Y METODOS

1.1. MATERIAL

1.1.1. REACTIVOS

Los reactivos utilizados para la preparacion de medios de cultivo in vitro fueron de la marca
Duchefa.

1.1.2. EQUIPAMIENTO

Para llevar adelante este trabajo, se ha utilizado una camara de flujo laminar horizontal para
generar las condiciones necesarias de esterilidad. Dentro de esta cAmara se encuentra un
esterilizador seco, en el cual se introducen las pinzas y bisturis durante 30 segundos antes de
su uso. También son necesarios autoclaves para la esterilizacion de todo el material
empleado y una camara de cultivo con temperatura y fotoperiodo programables donde la
planta se desarrolla. Las condiciones ambientales de esta camara son de 24+2°C con 16 h de
luz, con una intensidad luminica de 50pumol/m?2-s™ y 8 h de oscuridad.

1.1.3. MATERIAL VEGETAL

Cultigar dispone en sus invernaderos de planta madre de dos variedades de kiwi, Hayward
y Tomuri que se mantienen en condiciones fitosanitarias adecuadas. Para ello se emplean
acaros insectivoros para el control de plagas (mosca blanca), tratamientos con chas (mosca

del substracto) y con captan, fungicida de amplio espectro.

Sl ) LT

Figura 10. Planta en el invernadero.
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1.2. METODOS
1.2.1. PREPARACION DE LOS MEDIOS

Se calienta el agua con el agar y se prepara la mezcla de macronutrientes, micronutrientes,
FeNaEDTA y vitaminas a partir de soluciones stock concentradas. En cuando hierve el agar,
se afade la sacarosa y la mezcla previamente preparada.

Se ajusta el pH a 5.7 y se dispensa el medio en las jarras o tubos de ensayo correspondientes.
La cantidad de medio que se afiade, es de 15 mL por cada tubo de ensayo, 50 mL en las
jarras de multiplicacion que tienen un volumen total de 300cc y 60 mL de medio en las jarras
de enraizamiento que tiene un volumen total de 700cc. A continuacion el medio es
autoclavado a 120°C y 1 atm durante 20 minutos.

Cuando se prepara un medio con la giberelina GAs, esta se afiade en la camara de flujo
horizontal, después del autoclavado del medio, mediante filtracion a través de un filtro de
membrana de 0,22 um ya que es termolabil.

1.2.2. TRANSFERENCIA DE LA PLANTA

Una vez al mes, la planta ha de transferirse a un medio de cultivo fresco, ya que los nutrientes
que se le han afiadido en un principio ya se habran agotado. Esta transferencia se aprovecha
para individualizar los brotes que hayan regenerado y para cambiar a medio de enraizamiento

las plantas que presenten las caracteristicas adecuadas para ello (Figura 11).

e

Figura 11. Planta recién repicada y tras pasar un mes.

1.2.3. ESTABLECIMIENTO

Se recoge material vegetal de la planta madre del invernadero, seleccionando los brotes méas
tiernos. Las hojas se desechan y se introducen los nudos y apices en una jarra estéril para su
desinfeccion. Se han elegido partes de la planta con meristemos preexistentes para evitar
problemas de variacion somaclonal (George. 1993), ya que es muy importante mantener las
caracteristicas de la planta original, que garanticen un buen comportamiento agronémico.
Los explantos se lavan con hipoclorito de sodio (Cloro comercial: hipoclorito de sodio al
5,25%) al 15% Yy una gota de twin 20, empleando dos tiempos de exposicion; 10 y 15 min.

Posteriormente, se realizan tres enjuagues con agua destilada y estéril.
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Los explantos se introducen en tubos de ensayo con 15 ml de medio MS y 5 mg/L de BA.

Figura 12. Establecimiento en tubos de ensayo de las dos variedades de kiwi.
Pasada una semana, las plantas son transferidas a otro medio fresco de cultivo con 15 ml de
MS, 1 mg/L de BA y 0.1 mg/L de AIB (Tabla 2) y se dejan crecer durante un mes en la

camara de cultivo antes de ser pasados a las jarras de multiplicacion.

Tabla 2. Tabla resumen de todos los medios de establecimiento.

BA (mg/L) AIB (mg/L)
MS >
1 0,1

1.2.4. MULTIPLICACION

Ensayo 1

Con el fin de conseguir el mejor medio para la multiplicacion de kiwi in vitro se realiza el
disefio de una serie de ensayos, basandonos en la bibliografia existente y en la experiencia
previa de la empresa. Asi, se seleccionan en un primer lugar, 6 medios de cultivo con 3 bases
salinas diferentes: MS (Murashige y Skoog, 1962), WPM (Lloyd y McCown, 1980) y K(h)
(Cheng, 1975). Tanto al MS como al WPM se le afiaden los reguladores de crecimiento
basados en los descritos por (Liping et al., 2016), pero empleando como auxina AIB en lugar
de ANA, es decir, 1 mg/L de BA y 0,1 mg/L de AIB (medios MSA y WPMA). También a
las mismas bases salinas se les afiade otra combinacion de reguladores de crecimiento
cambiando la auxina por una giberelina, es decir, 1 mg/L de BA y 0,1 mg/L de GA3 (medios
MSB y WPMB). Por otro lado, al medio K(h) descrito por Cheng, se le afiaden dos
combinaciones de reguladores de crecimiento descritas por Prado et al., 2005 para Tomuri:
5mg/L de BA, 0,1 mg/L de ANA y 0,1 mg/L de GAs (K(h) A) y 0,5 mg/L de TDZ, 0,1 mg/L
de ANA y 0,1 mg/L de GAz (K(h) B).

El numero de explantos por jarra es de 5 y el total de explantos por medio de cultivo es de

70. Al cabo de 1 mes, se toman datos para cada uno de los medios de cultivo de la tasa de
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multiplicacién y datos relativos al fenotipo como el color y el tamafio de las hojas vy el
aspecto general adjudicando a cada uno un valor segln la siguiente tabla:

Tabla 3. Apariencia general y color de las hojas que pueden presentar las plantas de las variedades
Hayward y Tomuri en cada uno de los medios de cultivo ensayados.

Apariencia de la planta Color de las hojas

Verde claro Clorosis

Buena Aceptable Mala
intervenosa

i la

Tabla 4. Diferentes tamafios de hoja y de callo que pueden presentar las plantas de las variedades

N

Hayward y Tomuri en cada uno de los medios de cultivo ensayados.

Tamano de la hoja (cm) ’ Tamano de los callos (cm)
Grande | Mediano | Pequefio Ausente | Poco | Mucho
6x4 5x3 3x2 0 <3 >3
Ensayo 2

Se realizd un segundo ensayo en donde se compararon los medios que mejor resultado
ofrecieron en el primer ensayo, con otros que contenian diferentes combinaciones y
concentraciones de reguladores de crecimiento (Tabla 5) con el fin de obtener mayor
elongacion en las plantas y un menor crecimiento de las hojas, manteniendo o incluso
aumentando las tasas de multiplicacion.

Empleando como base el medio MS se aumenta la concentracion de la giberelina GAs con
el fin de conseguir una mayor elongacion de la planta, es decir, 1 mg/L de BA y 5 mg/L de
GA:z (medio MSC). Por otro lado, a esta misma base salina se le afiaden dos combinaciones
de reguladores de crecimiento 1 mg/L de BA y 0.5 mg/L de AIB (MSE) y 0.3 mg/L de BA
y 0.05 mg/L de AIB (MSD). Ademas, a estas dos Ultimas combinaciones se les afiade 0.1
mg/L de GAs (medios MSEG y MSDG respectivamente).

Por ultimo, teniendo en cuenta los resultados obtenidos por (Debenham et al, 2016), se afiade
a los dos medios de cultivo con mejores resultados, las vitaminas B5 (Gamborg et al, 1968)
en lugar de las MS para ver si se mejora el crecimiento y fenotipo de las plantas.

El numero de explantos por jarra es de 5 y el total de explantos por medio de cultivo es de
20. Al cabo de 1 mes, se toman datos para cada uno de los medios de cultivo de la tasa de
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multiplicacién y datos relativos al fenotipo como el color y el tamafio de las hojas y el
aspecto general.
Tabla 5. Tabla resumen de todos los medios de multiplicacion empleados en los diferentes ensayos

de multiplicacién de las dos variedades de Kiwi.

BA (mg/L) | AIB (mg/L) | GAs (mg/L) | TDZ (mg/L) | ANA (mg/L)

MSA 1 0,1
MSB 1 0,1
MSC 1 5
MSD 0,3 0,05
MSE 1 0,5
MSEG 1 0,5 0,1
MSDG 0,3 0,05 0,1
MS VIT B5 1 0,5 0,1

0,3 0,05 0,1
WPMA 1 0,1
WPMB 1 0,1
K(h)A 5 0,1 0,1
K(h)B 0,1 0,5 0,1

1.2.5. ENRAIZAMIENTO

Se ensayaron 6 medios de cultivo tanto en la variedad Hayward como en Tomuri. Se trata
de medios MS con los nitratos reducidos a la mitad (Roussos, 2016) y con diferentes
concentraciones de AIB (0,5, 1 y 2 mg/L) y carbén activo (CA) (25 y 50 mg/L).

Se introducen 5 explantos por jarra y un total de 20 plantas por medio de cultivo. El tiempo
de permanencia de la planta en los diferentes medios fue de 1 mes. Al cabo de este tiempo
se toman datos de porcentaje de planta con raiz, nimero de raices y longitud de la raiz mas

larga. Asimismo, se toman datos fenotipicos como el color de la hoja y del aspecto general.

Tabla 6. Medios de cultivo empleados en el ensayo de enraizamiento en las dos variedades de kiwi.

AIB (mg/L) CA (mg/L)
E.0525 0,5 25
E.0550 0,5 50
E.125 1 25
E.150 1 50
E.225 2 25
E.250 2 50

1.2.6. ACLIMATACION
Una vez enraizadas, las plantas se introducen en bandejas de 40 alveolos que contienen un
sustrato especial semillero al que se afiade perlita en una proporcion 3:1, para favorecer la

aireacion y el drenaje.
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En la primera fase de la aclimatacion, la planta se mantiene en la camara de enraizamiento
con temperatura y fotoperiodo controlados de 22°C y 16h de luz/8h de oscuridad, (Figura
13A). Para mantener la humedad las plantas se introducen en unas cajas de poliestireno
expandido que permite colocar una tapa traslicida que hace que se condense la humedad en

su interior (Figura 13B).

Figura 13. Camara de enraizamiento (A) y caja de poliestireno expandido (B).

En esta camara de enraizamiento, la planta suele permanecer 4 semanas, hasta que se observa
movimiento en el desarrollo apical.

Una vez que esto ocurre, la planta se traslada a los tineles de aclimatacion del invernadero
con parametros climaticos controlados y humedad relativa elevada, que se va disminuyendo
de forma gradual durante un mes (Figura 14).

Al cabo de este tiempo, la planta se mantiene en un invernadero convencional para terminar

el proceso de endurecimiento.

Figura 14. Tunel de aclimatacién y planta en el tanel de aclimatacion.
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1.2.6. ANALISIS DE DATOS

Se realizo un disefio de bloques al azar con 2 repeticiones.

Las variables cualitativas como el aspecto (malo, aceptable, bueno), color (verde, verde
claro, clorosis intervenosa), cantidad de callo (ausente, poco, mucho) o tamafio de la hoja,
(pequefia, mediana, grande) fueron descritos usando tablas de contingencia.

Las variables tasa de multiplicacién (nimero de plantas que produce un explanto) y nimero
de raices fueron analizados usando un modelo lineal generalizado (GLM, Nelder and
Wedderburn, 1972) considerando una variable poisson en su respuesta.

Para analizar la longitud de los brotes y de las raices se ha realizado un andlisis de varianza
ANOVA (nivel de significacion P < 0.05) seguida del test de Tuckey HSD (nivel de
significacion P < 0.05) para determinar cuales de los tratamientos presentaban diferencias
estadisticas significativas. Para el analisis estadistico de los resultados se ha empleado el

programa R (R Core Team, 2017) para Windows version 3.4.
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1. ESTABLECIMIENTO

15% 15° 15% 10° 15% 15°
1,84 1,79 1,58
0,03 0 0

Tanto en el lavado con hipoclorito sédico al 15% durante 10 minutos como en el de 15
minutos de duracion, se observa gque la contaminacion de los explantos es practicamente
nula, lo cual es debido al buen tratamiento fitosanitario que la planta recibe en el invernadero.
Dado que tampoco se observan plantas muertas en ninguno de los dos casos utilizaremos
como tratamiento de desinfeccion de la planta 15% de hipoclorito de sodio y 10 min de
exposicion, lo cual nos permite ahorrar tiempo de trabajo y resulta menos agresivo para la
planta.

El establecimiento de plantas de Actidinia deliciosa se ha realizado con anterioridad con
diferentes tipos de explantos (Barbieri y Morini, 1987).

Se han obtenido plantas de Actinidia deliciosa a partir de segmentos de tallo de plantas
cultivadas en el campo (Leva y Bertocci, 1988), a partir del peciolo de la planta (Revilla 'y
Power, 1988), del tallo del hipocotilo (Uematsu et al., 1991) y de explantos de hoja
procedentes de planta crecida in vitro (Janssen y Gardner, 1993; Predieri et al., 1988; Rugini
etal., 1991).

Los dos tipos de explantos utilizados, nudos y apices, dan resultados buenos y similares. No
obstante, en los apices se observa una tasa de multiplicacion ligeramente mayor, debido a

que contienen un mayor nimero de meristemos prexistentes (datos no mostrados).

2. ENSAYO 1 DE MULTIPLICACION

Los resultados obtenidos en el primer ensayo para la variedad Hayward y Tomuri, se
muestran en las Tablas 8 a 11.

Tabla 7. Tasa media de multiplicacion de la variedad Hayward en los medios de cultivo
correspondientes al Ensayo 1. En negrita se muestran los datos con una diferencia significativa

P < 0.05 con respecto al valor ref. tomado como referencia.

MEDIO TASA DE MULTIPLICACION VALOR DE P
MSA 2.79 ref

MSB 2.78 0.944
WPMA 2.12 0.005
WPMB 2.26 0.013
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Tabla 8. Parametros fenotipicos de la variedad Hayward en los medios de cultivo correspondientes
al Ensayo 1.

Aspecto Color de la hoja Tamario de la hoja

EEEL

\/[6flor | Malo Aceptable Bueno | Poco Mucho | Verde Verde Clorosis | Pequefia Mediana Grande
claro intervenal
MSA 0 0 99 99 0 99 0 0 0 0 99
MSB 0 110 0 110 0 17 24 69 6 57 47
WPMA 0 73 0 0 73 0 73 0 0 73 0
WPMB 0 121 0 0 121 1 68 52 11 100 10

Tabla 9. Tasa media de multiplicacion de la variedad Tomuri en los medios de cultivo
correspondientes al Ensayo 1. En negrita se muestran los datos con una diferencia significativa

P < 0.05 con respecto al valor ref. tomado como referencia.

MEDIO TASA DE MULTIPLICACION VALOR DE P
MSA 2,77 ref
MSB 3,52 0,008
WPMA 3,48 0,074
WPMB 3,26 0,115

Tabla 10. Parametros fenotipicos de la variedad Tomuri en los medios de cultivo correspondientes

al Ensayo 1.

Aspecto
general

Color de la hoja

Tamafio de la hoja

Malo Aceptable Bueno | Poco Mucho | Verde Verde Clorosis | Pequefia Mediana Grande
claro intervenal
MSA 0 57 24 81 0 24 0 57 0 7 74
MSB 0 62 12 53 21 12 0 62 0 0 74
WPMA 0 16 9 0 25 9 16 0 0 25 0
WPMB A 21 7 0 53 21 32 0 53 0 0

Como muestran los resultados (Tabla 7), en el caso de la variedad Hayward, existen
diferencias significativas (P<0.05) entre los medios con base salina WPM y MS, siendo
superior la tasa de multiplicacion de los medios MS independientemente de los reguladores
de crecimiento empleados, ya que entre MSA y MSB, no existen diferencias significativas.
Sin embargo, en la tabla de parametros fenotipicos (Tabla 8), se observa que el medio MSA
tiene una mayor frecuencia de aparicion de planta con un aspecto bueno y hojas verdes. Por
tanto, sera el MSA el medio que se escoge de referencia en el siguiente ensayo aungue no se
descarta el MSB por tener unos resultados también muy positivos en cuanto a tasa de

multiplicacion y la disminucion del tamafio de la hoja.

27



Discusion de resultados

Figura 15. Aspecto general de los medios MS (A) y WPM (B) en la variedad Hayward.

En el caso de la variedad Tomuri, el medio MSB muestra una tasa de multiplicacion
significativamente mayor a la del MSA (Tabla 9), mientras que los medios WPMA y WPMB
a pesar de que muestran unas tasas mayores, las diferencias no alcanzan niveles de
significacion por tener unos datos mas variables.

Desde el punto de vista fenotipico (Tabla 10) no se observan grandes diferencias entre el
MSA y el MSB, aunque en el MSB aparece un mayor nimero de plantas con un aspecto
aceptable y en el MSA mayor nimero de plantas con aspecto bueno. Por tanto, de nuevo se

emplearon los dos medios como control en el siguiente ensayo.

B| s N

Figura 16. Aspecto general de los medios MS (A) y WPM (B) en la variedad Tomuri.

3. ENSAYO 2 DE MULTIPLICACION

En el primer ensayo, se obtuvieron buenos resultados con las bases salinas MS frente a la
WPM. Sin embargo, presentaban pocas plantas lo suficientemente elongadas como para
iniciar la fase de enraizamiento. Por otro lado, el tamafio de la hoja es demasiado grande, lo
cual entorpece la manipulacion de la planta para su repicado. La adicion de diferentes
concentraciones de AIB (0,05 y 0,5 mg/L) con o sin 0,1 mg/L de GA3z y con diferentes
concentraciones de BA (0,3 y 1 mg/L), dio lugar a los resultados de las Tablas 11 a 14.
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Tabla 11. Tasa media de multiplicacién de la variedad Hayward en los medios de cultivo

correspondientes al Ensayo 2. En negrita se muestran los datos con una diferencia significativa

P < 0.05 con respecto al valor ref. tomado como referencia.

MEDIO TASA DE MULTIPLICACION VALOR DE P
MSA 1,00 Ref
MSB 2,75 <0,01
MSC 12,95 <0,01
MSD 1,00 1,00
MSDG 1,70 0,14
MSE 1,50 0,32
MSEG 2,30 0,01

Tabla 12. Parametros fenotipicos de la variedad Hayward en los medios de cultivo correspondientes

al Ensayo 2.

Aspecto general

Malo Aceptable Bueno

10
0 0 20
20 0 0
0 10
0 0 20
0 10 0
0 0 20

10
20

10

Color de la hoja

Verde
claro

Clorosis
intervenal

Ausente

o O o o

Pequefio

10
20
0
10
20
0
20

Grande

Tamario de la hoja

Pequefio Mediano

0

0 20

20 0

0

0

0

0 20

Grande

10

10
20
10

Tabla 13. Tasa media de multiplicacién de la variedad Tomuri en los medios de cultivo

correspondientes al Ensayo 2. En negrita se muestran los datos con una diferencia significativa

P < 0.05 con respecto al valor ref. tomado como referencia.

MEDIO TASA DE MULTIPLICACION VALOR DE P
MSA 1,40 Ref
MSB 2,25 0,07
MSC 8,95 <0,01
MSD 1,60 0,68
MSDG 1,75 0,41
MSE 1,20 0,67
MSEG 2,20 0,08
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Tabla 14. Parametros fenotipicos de la variedad Tomuri en los medios de cultivo correspondientes
al Ensayo 2.

Aspecto general Color de la hoja

Malo Aceptable Bueno Verde  Verde Clorosis Ausente Pequefio Grande Pequefio Mediano
claro intervenal
15 0 0 0 15 0 15 0 15

0 0 20 0 20 0 0 20 0 20
20 0 0 0 20 0 20 0 20

0 10 0 10 0 0 0 10 0

0 20 0 20 0 0 20 0

0 10 0 10 0 0 10 0

0 0 20 0 20 0 0 20 0 20

Tamario de la hoja

Grande

10
20
10

En el caso de la variedad Hayward, se observa que el medio de multiplicacién con el que se
obtiene mejor tasa media de multiplicacién (Tabla 11) es el MSC (12,95), sin embargo el
fenotipo de la planta es malo, con hojas verde claro y planta etiolada. La siguiente mejor tasa
de multiplicacion se obtiene en el medio MSB (2,75), en el que, ademas se obtiene un buen
fenotipo (Tabla 12), con hojas verdes y de un tamafio mas pequefio que en el caso del MSA,
que era uno de los objetivos de este ensayo. Si lo comparamos con el medio MSEG (tasa
media de multiplicacion de 2,30), observamos que también el tamafio de la hoja es mas
pequefio aungue da lugar a hojas con un verde menos intenso. Tanto MSB, MSC Y MSEG
son significativamente diferentes a MSA, con P<0.01 en el caso del MSB y MSC y con
P=0.01 en el caso del MSEG.

MSEG
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Figura 17. Fenotipo de la variedad Hayward en los mejores medios de multiplicacion.

En el caso de la variedad Tomuri (Tabla 13), los resultados son similares a Hayward, ya que
de nuevo el MSC es el medio con mayor tasa de multiplicacién (8.95) pero con peor aspecto.
En este caso, tanto el MSB como el MSEG presentan buen aspecto general y unas tasas de
multiplicaciéon similares (2,25 y 2,20, respectivamente). Sin embargo, no llegan a ser
significativamente diferentes a MSA, con P=0,07 en el caso del MSB y P=0,08 en el caso
del MSEG, muy cercanos ambos al nivel de significacion P=0,05.

Seria necesario repetir el ensayo con un mayor nimero de muestra para confirmar los

resultados.

MSC

A v-a;_.
k.. “l

Figura 18. Fenotipo de la variedad Tomuri en los mejores medios de multiplicacién
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Tabla 15. Tamafio de la planta de las variedades Hayward y Tomuri.

Tamafo planta Hayward (cm) Tamafio planta Tomuri (cm)

El empleo de la citoquinina BA ha resultado ser adecuado para la multiplicacion de las dos
variedades de kiwi a lo largo de los diferentes subcultivos. La concentracion a la que se
obtienen mejores resultados es 1 mg/L, lo cual esta de acuerdo con Moncalean et al. (2001),
aunque no se observa en nuestros cultivos una disminucion en el crecimiento de la planta
después de sucesivos subcultivos, tal y como Moncalean describe.

Prado et al. (2006), empled como citoquinina la zeatina para la multiplicacion de Kiwi.
Ademaés de ser la citoquinina méas cara que existe, no conseguia elongar las plantas a pesar
de cambiarlas a un medio de elongacion, ya que se mantenia en el tiempo el efecto de la
zeatina en las plantas. Tampoco Barbieri y Morini (1987) consiguieron la elongacion de
planta de kiwi con AIB. En este trabajo, es indudable la influencia de la adicion de la
giberelina GAz en la elongacion de la planta en ambas variedades de kiwi. Si comparamos
la elongacion media de las plantas en MSB (GAz 0,1) con MSC (GAs 5) (Tabla 15), se
observa que a mayor concentracion de GAg, la planta alcanza mayor longitud y mayor n° de
nudos que hacen que la tasa de multiplicacion de la planta se dispare. Sin embargo, la
presencia de la giberelina a concentraciones elevadas también afecta al fenotipo de la planta,
dando lugar a plantas etioladas con aspecto fragil. Por tanto, seria necesario continuar
realizando ensayos a otras concentraciones de reguladores de crecimiento hasta dar con una
relacion elongacion-fenotipo adecuada.

Por altimo, el aumento de la concentracion de AIB en el medio de cultivo, en combinacion
con igual concentracion de BA no da lugar a plantas mas elongadas y por tanto no mejora la

tasa de multiplicacion.

4. ENSAYO DE ENRAIZAMIENTO

Aunque existen en la bibliografia algunos articulos donde se recomienda la inmersién basal
del tallo de la planta de Kiwi en un medio con auxinas durante un corto periodo de tiempo
(Gonzalez et al., 1995; Prado et al., 2005), en realidad este método no es demasiado util a la
hora de realizar una reproduccion a gran escala de la planta, ya que requiere mucha mano de
obra. Por otro lado, se ha comprobado que la planta de kiwi tiene una elevada capacidad de

enraizamiento en los diferentes medios de cultivo ensayados, no bajando el porcentaje de
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planta con raiz en ningin caso del 68 % (Figura 19). En ningun caso, las plantas han

desarrollado raices en un medio MS sin reguladores de crecimiento.

a) HAYWARD % planta con raiz b) TOMURI % planta con raiz
100% 100%
80% 80%
60% 60%
40% 40%
20% 20%
0% 0%
E.0525 E.0550 E.125 E.150 E.225 E.250 E.0525 E.0550 E.125 E.150 E.225 E.250
Medios de cultivo para enraizamiento Medios de cultivo para enraizamiento

Figura 19. a) Porcentaje de enraizamiento de la variedad Hayward. b) Porcentaje de enraizamiento
de la variedad Tomuri.

De los medios comparados para la obtencion de raiz tanto para la variedad Hayward como
para Tomuri (Tabla 16), se observa que el nimero de raices por planta obtenido en los
medios que contienen 25 mg/L de carbdn activo, es superior al obtenido en los medios de
cultivo con 50 mg/L de CA (Figura 20). Esto puede ser debido a que la auxina es adsorbida
por el CA (Pan et al., 1988), quedando una menor concentracion de la misma a disposicion
de la planta y por tanto, siendo menos efectiva en la formacidn de raices. Por eso, a medida
gue aumenta la concentracion de auxina a igual concentracion de carbon activo, el nimero
de raices por planta también aumenta, a excepcién del E.0525 en el caso del Tomuri en el
que se obtiene un n° de raices ligeramente superior que a concentraciones mas altas de
auxina. Habria que repetir el ensayo con mayor cantidad de muestra para confirmar este
resultado.

En cualquier caso, se obtiene un nimero de raices por planta elevado a concentraciones de
auxina reducidas, en comparacién con las empleadas por Debenhan et al. 2016 (3 mg/L de
AlB).

Tabla 16. Nimero medio de raices por planta de las variedades Hayward y Tomuri. En negrita se
muestran los datos con una diferencia significativa P < 0.05 con respecto al valor ref. tomado como

referencia.

HAYWARD TOMURI

Medio de NP raices/planta NP raices/planta
4,44 9,60
1,68 <0,01 1,44 <0,01

5,40 0,35 7,00 0,04
2,80 0,01 3,42 <0,01
6,15 0,07 8,60 0,35
5,60 0,18 6,13 <0,01

33



Discusion de resultados
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Figura 20. a) Nimero medio de raices por planta de la variedad Hayward. b) Nimero medio de
raices por planta de la variedad Tomuri.

También la longitud media de las raices obtenidas en las plantas de la variedad Hayward,
son mayores en lineas generales en los medios que contienen 25 mg/L de carbén activo, a la
obtenida en los medios de cultivo con 50 mg/L de CA (Tabla 17 y Figura 21a), aunque estas
diferencias son menores en la variedad Tomuri (Tabla 18 y Figura 21b). Sin embargo, no se
observa una diferencia clara con respecto a la concentracién de la hormona empleada, pero

en todos los casos es un tamario suficiente para garantizar una adecuada aclimatacion de la

planta.

Tabla 17. Tamafio medio de la raiz de la variedad Hayward en los medios de enraizamiento
Medio LONGITUD MEDIA (cm) desviacion tipica
E. 0525 3,84 0,76
E. 0550 2,18 2,14
E. 125 3,60 1,30
E. 150 1,87 1,83
E. 225 4,12 1,86
E. 250 3,66 2,36

Tabla 18. Tamafio medio de la raiz de la variedad Tomuri en los medios de enraizamiento.

Medio LONGITUD MEDIA (cm) desviacion tipica
E.0525 6,43 2,54
E.0550 2,12 2,06
E.125 3,40 1,72
E.150 2,16 2,00
E.225 4,97 2,01
E.250 3,21 3,21

34



Discusion de resultados

a) HAYWARD
—_— 5 —_—
€ €
S S
= N
23 Y
o o
L 2 mCA25 [0}
© ©
e HCA 50 2
g g
o 0 o
= 0,5 1 2 =S
Eu Concentracion de AIB (mg/L) |r_Eu

O R, N W b U1 O N

b) TOMURI

0,5 1 2

Concentracion de AIB (mg/L)

Figura 21. a) Tamafio medio de la raiz de la variedad Hayward. b) Tamafio medio de la raiz de la

variedad Tomuri.

En resumen, en ambas variedades, el medio de enraizamiento que genera mayor nimero de

raices con diferencias significativas frente a los deméas y con una adecuada longitud de sus

raices, es el E.0525. Este medio, ademas de suponer un menor consumo de reactivos, da

lugar a plantas con el fenotipo buscado ya que sus hojas son de color verde y presentan un

tamafno pequefio (Tabla 19). En la variedad Tomuri no se puede descartar el medio de

enraizamiento E.125, ya que da lugar a un elevado namero de raices (7,00) con diferencias

significativas con los demas medios y con un fenotipo similar al del E.0525 (Tabla 20).

Tabla 19. Aspecto general de la variedad Hayward en los medios de enraizamiento.

Medio de enraizamiento Verde

9
25
10
25
15
29

Color de la hoja

Verde
claro
0

O O O O o

Clorosis
intervenal
0

© N O O O

Pequefia

9
0
10
0
0
0

Tamafio de la hoja
Mediana

Grande

0
20
0
25
2
22

Tabla 20. Aspecto general de la variedad Tomuri en los medios de enraizamiento.

Medio de enraizamiento Y[

Color de la hoja
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Hablando del fenotipo, se puede observar en la variedad Hayward (Tabla 19), en general,
todos los medios presentan plantas con hojas de color verde y que existe una tendencia mayor
a presentar hojas con clorosis intervenosa en los dos medios con 2 mg/L de AIB. El tamafio
de la hoja es mas variable segun el tipo de concentracion empleada tanto de carbon activo
como de la auxina. Asi, con una baja concentracion de auxina (0.5 y 1 mg/L) y 25mg/L de
CA el tamafio de la hoja es pequefio, mientras que con el resto de combinaciones el tamafio
es mediano o grande, encontrandonos con un mayor numero de planta con la hoja grande

cuando la concentracion de CA es 50 mg/L (Figura 22).

Figura 22. Fenotipo de la variedad Hayward en los mejores medios de enraizamiento.

En el caso de la variedad Tomuri (Tabla 20) también en lineas generales se puede decir que
en todos los medios ensayados se obtienen plantas con hojas de color verde, aunque el medio
E.150 tiene mayor tendencia a la clorosis intervenosa en las hojas. Al igual que ocurre en la
variedad Hayward, a concentraciones bajas de auxina (0.5 y 1 mg/L) y 25 mg/L de CA el
tamafo de la hoja es pequefio. En el resto de los medios el tamafio de la hoja es grande, no

habiendo apenas presencia de plantas con hojas medianas (Figura 23).

Figura 23. Fenotipo de la variedad Tomuri en los mejores medios de enraizamiento.
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5. ACLIMATACION

De la planta que sale a aclimatacion més del 90% de la misma permanece viva 1 mes después
en ambas variedades. La planta tiene un buen aspecto y las hojas son de color verde (Figura
24). lgual porcentaje obtienen Prado et al., (2006) y Gonzélez et al., (1995)

Figura 24. Variedad Hayward (A) y Tomuri (B) en aclimatacion.
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CONCLUSIONES

El éxito en el desarrollo del protocolo para el cultivo in vitro de una especie depende de
maultiples factores, desde el genotipo, el estado fisiologico de la planta madre y el medio de
cultivo empleado para su desarrollo, hasta las condiciones ambientales a las que esta
sometida la planta durante su cultivo. La dificultad en el control de todos los factores
involucrados, se ve incrementada cuando se trata de especies lefiosas, ya que muchas de ellas
se consideran especies recalcitrantes al cultivo in vitro.

En el caso de las dos variedades de Actidinia deliciosa empleadas en este estudio, ha sido
fundamental el establecimiento del cultivo a partir de yemas preexistentes para garantizar la
estabilidad genética de sus descendientes. Después de analizar los resultados obtenidos en
todos los medios de cultivo ensayados, se puede concluir que son varios los medios de
cultivo con los que se obtiene un protocolo valido para su micropropagacion, aunque habria

que realizar nuevos ensayos para encontrar el método 6ptimo.

Se ha conseguido la propagacion in vitro y posterior aclimatacion de las variedades de kiwi
Hayward y Tomuri. Con el medio de cultivo MSA, se obtiene una micropropagacion
aceptable, aunque la planta presenta unas hojas excesivamente grandes, que dificultan la
manipulacion de la planta y un crecimiento escaso. Los medios de cultivo MSB y MSEG
son los que han dado mejores resultados en cuanto a tasa de multiplicacion y aspecto
fenotipico de la planta con unas tasas de multiplicacion de 2,75y 2,30 en Hayward y 2,25 y
2,20 en Tomuri, respectivamente. La presencia en estos medios de la giberelina hace que se
obtengan plantas mas elongadas y con un tamafio de las hojas méas pequefio, que era uno de
los objetivos de los ensayos, aunque habria que mejorar la tasa de planta lo suficientemente
elongada para iniciar la fase de enraizamiento.

Sin embargo, un aumento de la concentracion de AIB no mejord los resultados de

elongacion. Tampoco la adicion de las vitaminas B5 supuso una mejora en la planta.

El kiwi tiene una elevada capacidad de enraizamiento, no bajando el porcentaje de planta
con raiz en ninguno de los medios de cultivo ensayados del 68% vy siendo la media de 85%
en Hayward y 89 % en Tomuri. ElI medio de cultivo que se empleara es el E.0525, ya que
presenta mayor nimero de raices (con diferencia significativa frente a los demas) y mantiene
un buen fenotipo en la planta (hojas verdes y pequefias) siendo ademas el que contiene una

menor concentracion de reactivos, haciendo mas rentable su empleo. Ademas, aunque al
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aumentar la concentracion de auxina en el medio, aumenta el nimero de raices por planta,
también se observa una tendencia a la aparicion de hojas con clorosis intravenosa.

El aumento de la concentracion de carbon activo en el medio de enraizamiento provoca una
disminucion en el nimero de raices por planta a igual concentracidn de auxina, debido a que
parte de la auxina queda adsorbida por el carbon activo, quedando menos disponible para la
planta.

Finalmente la planta se ha aclimatado de forma gradual a las condiciones ambientales

normales con un porcentaje de supervivencia de un 90%.

El protocolo obtenido es suficientemente valido para iniciar una produccion a gran escala de
planta de kiwi. Sin embargo todavia se pueden realizar muchas mejoras que lo hagan mas
eficaz.

A pesar de que se han estudiado dos genotipos diferentes, se pretende obtener un protocolo
que sea adecuado para ambos, ya que esto facilita en gran medida su implementacion en el

laboratorio de micropropagacion.
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