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Efecto de asepsia y fitohormonas en el establecimiento
in vitro de Berberidopsis corallina, a partir de segmentos nodales
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SUMMARY

In order to establish a protocol for the in vitro propagation of Berberidopsis corallina (red michay), the micropropagation of this
endemic species of the Chilean Coastal Mountains was studied on MS and DKW media using nodal segments as explants source
material. Different concentrations and exposure times of the disinfectant ethanol and commercial chlorine were tested. During the
establishment phase, although no significant differences were observed between culture media, the DKWY2 medium was selected
because the microshoots presented greater vigor and better elongation with this medium. During the proliferation stage, the results
indicated that to multiply the shoots and stems, the optimal growth regulation concentration were 0.5 mg L' and 0.1 mg L' of BAP
and IBA, respectively. A positive result in caulinary elongation was observed with the addition of GA; (0.2 mg L!). Considering
these preliminary results, it was demonstrated that the asexual multiplication of red michay is possible, showing that micropropa-
gation is a potential biotechnological tool, useful for conservation of this interesting native species.
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RESUMEN

Con el propdsito de establecer un protocolo de propagacién in vitro de Berberidopsis corallina (michay rojo), se estudié la micro-
propagacion de esta especie endémica de la Cordillera de la Costa, sobre los medios MS y DKW, utilizando segmentos nodales
como material fuente de explantos. Se evaluaron diferentes concentraciones y tiempos de exposicién a los desinfectantes etanol y
cloro comercial. En la fase de establecimiento de los explantos, aunque no se observaron diferencias significativas entre los medios
de cultivo, se opt6 por el medio DKW'%, dado que los microtallos mostraron mayor vigor y una mejor elongacién. En la etapa de
proliferacion los resultados mostraron que para la multiplicacion de brotes y tallos la concentracién éptima de reguladores de creci-
miento fue de 0,5 mg L'y 0,1 mg L'! de BAP y AIB, respectivamente. Se observaron resultados positivos en la elongacion caulinar
con la adicién de GA; (0,2 mg L!). Sobre la base de estos resultados preliminares, se demostré que es factible la multiplicacién
de plantas de michay rojo por via asexual, mostrandose la micropropagaciéon como una potencial herramienta biotecnoldgica, ttil
para la conservacion de una especie nativa de interés ecoldgico y paisajistico.

Palabras clave: auxinas, citoquininas, giberelina, Berberidopsis corallina, propagacion in vitro.

INTRODUCCION (provincia de Llanquihue, 41°10” S). La mayoria de los

habitats estdn cercanos a cursos de agua o sobre suelos

Berberidopsis corallina Hook. (michay rojo), arbusto
trepador nativo con gran potencial ornamental, presenta
excelentes condiciones para jardineria y confeccion de balai
0 yepii; este dltimo se utiliza para limpiar impurezas de los
cereales mediante el venteo de éstos al aire (Ward 2003,
Tacén 2004). Especie endémica de Chile, perteneciente a
la familia Berberidopsidaceae y se encuentra en estado de
conservacion bajo la categoria de “en peligro” de extincién
(Benoit 1989, Hechenleitner er al. 2005).

La especie forma parte de los bosques laurifolios de
la vertiente occidental de la Cordillera de la Costa entre
la VII (provincia de Cauquenes, 45°50° S) y X Regiones

58

con drenaje restringido, aunque algunas subpoblaciones
se encuentran en laderas boscosas secas (Rodriguez et al.
1983, San Martin et al. 1998, LeQuesne et al. 2000). En
conjunto con otras especies protegidas caracterizan el
sector costero del extremo sudoccidental de la VII Regién
(36°00°43” S), donde se ha desarrollado una vegetacion
nativa cuya importancia radica en el hecho de estar cons-
tituida por especies floristicas de interés biogrifico y
sistemadtico, as{ como para la conservacién y ecoturismo
(San Martin et al. 1998).

Solamente una subpoblacién se encuentra dentro de un
area protegida del Estado y la mayoria crece con vegeta-



cién remanente sujeta a invasion por plantaciones de Pinus
radiata D. Don y Eucalyptus spp., que al envolver a la
vegetacion nativa, la posiciona a condicién de fragmento, y
por colonizacién desplaza a la vegetacion natural (Muiioz
1973, San Martin et al. 1998). El pastoreo por parte de
ganado vacuno también ha causado un dafio considerable
(Hechenleitner et al. 2005).

La produccién abundante de frutos en su habitat natural
es rara, por tanto, la reproduccién via semillas es escasa
y con respecto a la reproduccién vegetativa existen pocos
antecedentes (Hechenleitner et al. 2005). Es por ello que
la propagacion in vitro es una alternativa factible cuando
existe dificultad para propagar la especie por métodos
agdmicos convencionales (Santelices 1994). Hay que des-
tacar que en la literatura no existen trabajos sobre cultivo
de tejidos de michay rojo, por lo cual se deben investigar
diferentes opciones para su reproduccién y por ende para
su conservacion.

En este trabajo se propone una técnica de propagacion
vegetativa para rescatar esta especie amenazada, cuyas
poblaciones son muy reducidas. Destacar ademds que el
cultivo de tejidos es una via excelente para incrementar de
forma répida el nimero de individuos, siendo una etapa
importante para el establecimiento de un banco de ger-
moplasma de michay rojo; lo anterior tiene un gran valor
no sélo para la investigacidn, sino también para preservar
una especie en peligro de extincién.

METODOS

Como material vegetal inicial se utilizaron pldntulas
obtenidas a partir de semillas germinadas y mantenidas
durante tres afios en vivero, donadas por Forestal y Agricola
Montedguila. Estas fueron sometidas a un tratamiento
en una solucién fungicida (Benomilo y Mancozeb, 10
g L) en dos fases de siete dias cada una. Transcurrido
este periodo se procedid a escindir ramas laterales de las
plantulas, a las cuales se les elimind las hojas a nivel
del peciolo, y se sometieron a un bafio en agua corriente
durante cinco minutos; luego se realizé una inmersién en
una solucién fungicida (Captan 2,5 g L) durante tres
minutos, seguida de un triple enjuague en agua destilada
estéril y, posteriormente, se cortaron segmentos nodales
de 1,5-2,0 cm de longitud.

A continuacién, bajo cdmara de flujo laminar y en
agitacion continua, se inicié la asepsia superficial de
los explantos mediante una inmersién en etanol al 70%
(v/v) durante 30 segundos, seguido de un lavado en agua
destilada estéril por dos minutos. Luego fueron inmersos
en una solucion de cloro comercial al 50% (v/v) mas
dos gotas de detergente, durante 15 minutos (asepsia 1,
cuadro 1). Posteriormente se efectuaron cuatro lavados
consecutivos en agua destilada estéril durante 2, 5, 15 y
20 minutos, respectivamente (Uribe y Cifuentes 2004).
Finalmente, los explantos fueron sembrados en recipientes
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de vidrio conteniendo 30 mL de medio de cultivo y se
incubaron en cdmara de crecimiento a 25 + 2 °C, 55%
de humedad relativa, bajo un fotoperiodo de 16 horas de
luz fria y a una intensidad luminica de 3.000 lux, por un
periodo de 45 dias.

Cuadro 1. Concentraciones y tiempos de exposicion a los des-
infectantes en segmentos nodales de michay rojo.

Concentrations and exposure times of red michay nodal
segments to disinfectant.

Nimero de Etanol Cloro comercial
asepsias % (v/v) ~ Minutos % (v/v)  Minutos
1 70 0,5 50 15
2 50 15,0 20 5
3 35 1,0 20 5
4 20 3,0 20 5
5 35 5,0 25 5
6 35 5,0 30 5

En la etapa de establecimiento se emplearon los medios
de cultivo DKW (Driver y Kuniyuki 1984) y MS (Murashige
y Skoog 1962), suplementados con sacarosa como fuente
de carbono (30 g L) en ausencia de hormonas (medio
base). El pH de los medios de cultivo se ajusté a 5,8 y
finalmente se adicion6 0,8% de agar bacteriol6gico como
agente gelificante. Al final del periodo se compararon los
medios de cultivo para determinar diferencias entre ellos y
se evalud el porcentaje de explantos viables, contaminados
y muertos. Debido a que en esta etapa se registrd necrosis
de los explantos, se procedié a optimizar la asepsia va-
riando las concentraciones de alcohol y cloro, y el tiempo
de permanencia de los explantos en alcohol (asepsia 2 a
6, cuadro 1). Por otro lado, se realizé una dilucién de los
macronutrientes de los medios de cultivo utilizados, DKW
a la mitad (¥2) y MS a un cuarto (%4); se evaluaron al final
del periodo los pardmetros antes sefialados.

Se incubd un total de 200 explantos y la unidad ex-
perimental para cada uno de los tratamientos consisti en
grupos de dos explantos por recipiente, con un minimo de
seis y un médximo de 12 repeticiones.

En la fase de proliferacion los microtallos fueron
cultivados en el medio DKW, elegido en la etapa ante-
rior, suplementado con dos combinaciones de citoquinina
(bencilaminopurina, BAP 1,0 y 0,5 mg L'!), manteniendo
una concentracion constante de auxina (4cido indolbutiri-
co, AIB 0,1 mg L). Al término de 45 dfas de cultivo se
analiz6 la accidn de los reguladores del crecimiento sobre
la elongacién y desarrollo de los brotes, y se evaluaron
las siguientes variables: nimero de yemas por explantos,
longitud de los brotes y nimero de hojas por brote.

Por 1ltimo, los microtallos generados fueron trasplantados
a medio base suplementado con dos concentraciones de
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giberelina (GA; 0,1 y 0,2 mg L1, medio de elongaci6n),
y después de 45 dias de cultivo se cuantificé la longitud
de los explantos.

En cada recipiente se cultivaron cuatro explantos, los
cuales fueron incubados en cdmara de crecimiento en las
condiciones indicadas previamente.

El tratamiento estadistico de los datos en la fase de esta-
blecimiento se realiz6 con la ayuda del programa estadistico
StatMost utilizando planilla Excel. El andlisis de las variables
cualitativas fue realizado mediante estadistica descriptiva,
evaluando el porcentaje de supervivencia de los segmentos
nodales, en las distintas asepsias y medios de cultivo.

En la etapa de proliferacion las variables cuantitativas
nimero de yemas, longitud y nimero de hojas por explanto
fueron analizadas mediante pruebas F de Fischer y t de
Student. Por efecto del anilisis entre la comparacion de
dos tratamientos y, dada la condicién de homogeneidad
entre éstos (condiciones dadas), se asumi6 una distribucién
normal para el andlisis de varianza. Dado el bajo nimero de
réplicas (cinco repeticiones) y cuando éstas no cumplieron
los supuestos para la aplicacion del andlisis de varianza,
se aplicé la prueba no paramétrica de Mann-Whitney
(P < 0,05). Los tratamientos evaluados fueron:

T,: medio DKWz + BAP (1,0 mg L'!) + AIB (0,1 mg L).
T,: medio DKWz + BAP (0,5 mg L'!) + AIB (0,1 mg L).
T,: medio DKWY + GA, (0,1 mg L.
T,: medio DKWY + GA, (0,2 mg L').

RESULTADOS

La elevada concentracién de los desinfectantes y el
tiempo de accién del cloro comercial durante la asepsia
1 (cuadro 1) registraron un 100% de muerte por necrosis
de los tejidos (cuadro 2); sin embargo, no hubo presencia
de contaminacién fungica o bacteriana.

Cuadro 2. Porcentaje de supervivencia de segmentos nodales de
michay rojo después de 45 dias de cultivo en medio base MS y
DKW*,

Survival percentage of nodal segments of red michay after
45 days of culture in MS and DKW base media.

N° explantos Supervivencia

Asepsias Contaminados ~ Muertos Sanos (%)

MS DKW MS DKW MS DKW MS DKW
1 0 0 22 24 0 0 0,0 0,0
2 8 7 6 6 4 5 22,2 27,7
3 7 5 5 6 4 5 250 3173
4 6 4 2 3 4 5 28,6 41,7
5 6 5 4 3 6 8 37,5 50,0
6 3 0 1 0 9 13 69,2 100,0

* Medios de cultivo: DKW (Driver y Kuniyuki 1984) y MS (Murashige
y Skoog 1962).

Asepsia 1: medios de cultivo MS y DKW con macronutrientes totales.
Asepsias 2-6: MS% y DKW'Ya.
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El tnico tratamiento que permitié obtener porcentajes
elevados de explantos asépticos fue la inmersién de los
segmentos nodales en etanol 35% (v/v) durante cinco
minutos y luego en cloro comercial 30% (v/v) durante
cinco minutos (cuadro 1, asepsia 6), obteniéndose entre 69
y 100% de supervivencia de explantos (cuadro 2). Esta se
vio afectada principalmente por contaminacion fingica, la
cual prevalecié ante la contaminacién bacteriana.

El andlisis estadistico de los datos indica que no hubo
interacciéon medio de cultivo-viabilidad de los explantos,
pero arrojé diferencia significativa entre asepsia y viabi-
lidad de los explantos (figura 1), siendo la asepsia 6 la
que permitié eliminar por completo los microorganismos
y mantener el explanto en buenas condiciones, aun cuando
los mejores resultados de supervivencia se obtuvieron en
DKWV (cuadro 2).

100
80 1
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Viabilidad (%)
o

40 1 b
cb

20 1

0 T T T T T T
Al A2 A3 A4 A5 A6

Asepsia

Figura 1. Relacion viabilidad-asepsia de los explantos de michay
rojo en medios de cultivo MS y DKW. Letras distintas indican
diferencias significativas (P < 0,05).

Asepsis-viability relationship of the explants of red michay
on MS and DKW culture media. Different letters indicate significant
differences (P < 0,05).

La dilucién de los medios de cultivo permitié dismi-
nuir la pérdida de explantos por necrosis de los tejidos,
aunque siempre los mejores resultados se obtuvieron en
DKW (cuadro 2). Por otro lado, al analizar visualmente
la longitud y desarrollo de los explantos viables, no se
observaron grandes diferencias entre los medios de culti-
vo probados. No obstante, se eligi6 DKWYz para la fase
posterior de proliferacién in vitro de michay rojo, debido
a que produjo microtallos de mayor vigor y de mayor
longitud (figura 2A y B).

En relacién al nimero de yemas por microtallo, el
andlisis estadistico indica que hubo diferencias signi-
ficativas con respecto a los dos niveles hormonales de
citoquininas empleados, obteniéndose el mayor niimero
de yemas estimuladas por explanto con la combinacién



Figura 2. Micropropagacién de segmentos nodales de Berberidopsis
corallina después de 45 dias de cultivo. A) Microtallos en fase de
establecimiento en medio MS¥ libre de hormonas. B) Microtallos
en fase de establecimiento en medio DKW libre de hormonas.
C) Microtallos en medio de proliferacion DKW'2 BAP/AIB
(0,5/0,1 mg L. Flecha sefiala la aparicién de nuevos puntos de
crecimiento que dardan origen a nuevos brotes. D) Incremento en
el nimero de hojas por explanto en medio DKWY2. E) Elongacién
caulinar de microtallos en medio DKW'2 suplementado con GA,
0,1 mg L'1. F) Elongacién caulinar de microtallos en medio DKWYz
suplementado con GA; 0,2 mg L.

Micropropagation of Berberidopsis corallina nodal segments,
after 45 days of culture. A) Microshoots establishment stage on MS%
medium free from hormones. B) Microshoots establishment stage on
DKWY2 medium, free from hormones. C) Microshoots on proliferation
medium DKWYz BAP/IBA (0.5/0.1 mg L-"). Arrow indicates new growth
points that will become new sprouts. D) Increase in the number of
new leaves per explant in DKW"2 medium. E) Caulinary elongation of
microshoots in DKWYz medium supplemented with GA; 0.1 mg L!. F)
Caulinary elongation of microshoots in DKWY2 medium supplemented
with GA; 0.2 mg L'\

hormonal correspondiente al tratamiento T, (0,5/0,1 mg
L) de BAP/AIB (cuadro 3). Esto implica una mayor
estimulacién de brotes preformados (figura 2C) generado
por la citoquinina y una mejor elongacioén y manifestacion
de estos puntos de crecimiento.
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Cuadro 3. Efecto de las hormonas sobre el desarrollo y proliferacién
de microtallos de michay rojo (medias por explanto + ES).

Effect of hormones on development and proliferation of
red michay microshoots. The values represent the mean + SE. Different
letters indicate significant differences.

Concentracion

BAP/AIB (mg L) N° yemas N° hojas  Altura (mm)
1,0/0,1 1,79 £ 0,33b 3,1 = 0,54a 4,6 £ 0,24b
0,5/0,1 3,79 + 0,26a 2,8 + 0,51b 6,0 = 0,33a

Letras distintas indican diferencias significativas (P < 0,05).

En la etapa de proliferacion se observdé un aumento
paulatino de las respuestas, a medida que transcurrié el
tiempo de cultivo, entre las cuales se acentud la aparicién
de hojas. En este sentido, los resultados muestran que el
nimero promedio de hojas por explanto fue afectado por
el tratamiento hormonal, siendo el tratamiento T, estadis-
ticamente mayor (1,0/0,1 mg L' de BAP/AIB) (cuadro 3,
figura 2D).

Sin embargo, el desarrollo en longitud de los microtallos
se vio afectado por el tratamiento hormonal empleado,
observandose diferencias significativas entre las dos con-
centraciones de citoquininas analizadas, apreciandose que
la concentracién 0,5/0,1 mg L-! de BAP/AIB se presentd
como la mas adecuada (cuadro 3).

La estimulacion de los entrenudos bajo las dos concen-
traciones de 4cido giberélico empleadas permitié un mayor
desarrollo de los explantos, aunque no hubo diferencias
significativas entre los tratamientos. Sin embargo, se aprecia
que los explantos en presencia de GA; 0,2 mg L desa-
rrollaron un mayor crecimiento en longitud (22 mm).

DISCUSION

Durante la etapa de establecimiento, y de acuerdo a los
resultados obtenidos, el factor limitante en la supervivencia
y viabilidad de los explantos es el tratamiento de asepsia
aplicado, asi como también la concentracién salina de los
medios de cultivo (cuadro 2). El pardeamiento total de los
explantos evidencia el efecto toxico de los desinfectantes.
Este efecto se ha reportado para otras especies, dado que
el empleo de dosis elevadas de agentes desinfectantes
elimina la microbiota contaminante pero causa la muerte
de todos los explantos utilizados (Alvarado 1998). En
consecuencia, se confirma la importancia de la condicién
de asepsia en la técnica de cultivo de tejidos, puesto que
una determinada técnica no siempre es la mas adecuada
dado que dependerd de la especie en estudio.

Por otra parte, la presencia de contaminacion en explantos
en los tratamientos usados y en ambos medios de cultivo
pone en evidencia que ésta se relaciona con el estado fito-
sanitario de la planta donante. Sin embargo, la aplicacién
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de fungicida a la planta madre ha permitido incrementar
la eficiencia de esta fase. De acuerdo a Cassells (1991),
los contaminantes en el cultivo de tejidos pueden causar
grandes pérdidas en los procesos de propagacion in vitro.
De ahi la importancia de su eliminacién desde la fase
de establecimiento, donde los dafios son menores debido
al menor volumen de explantos que se manipulan. Esto
confirma lo sefialado por Alvarado (1998), quien expone
que en la lucha por prevenir o eliminar la contaminacién
en el cultivo in vitro se ensayan y ponen en practica
diferentes opciones que van desde el incremento de las
medidas de asepsia, tratamientos de las plantas donantes,
hasta la utilizacién de productos antimicrobianos de origen
sintético o natural, entre otros.

El medio MS presenta un contenido fuerte de nitrégeno
(60 meq L), mientras que el medio DKW presenta una
menor concentracién (51 meq L1). En consecuencia, la
supervivencia y viabilidad de los explantos también podrian
estar afectadas por la concentracion salina de los medios
de cultivo, ya que los medios ricos en nitrégeno pueden
favorecer la necrosis de los tejidos (Margara 1988). De esta
manera, al diluir los medios de cultivo en este estudio se
favorece el desarrollo y vigor de los explantos, pues €stos
estaban mds saludables, con hojas més verdes y expandidas.
Bajo estas condiciones, siempre las mejores respuestas
se presentan en medio DKWYz (cuadro 2, figura 2A y
B). Estos resultados concuerdan con los encontrados por
Muiioz (2000) en Castanea sativa Mill., quien utilizé
ambos medios de cultivo con macronutrientes diluidos a la
mitad, obteniendo mejores resultados en el medio DKW7Va.
Sin embargo, meristemos foliares de diferentes especies
de Salix cultivados en medio MS con concentraciones de
nutrientes al 100%, 50% y 25%, permiten determinar que
las concentraciones de nutrientes al 100% y 50% muestran
un mejor desarrollo de los explantos, existiendo escasa
diferencia entre ellas (Chung y Carrasco 1998). En este
sentido, la nutricién mineral in vitro depende, a la vez,
de elementos proporcionados por el explante y de los
aportados por la solucién nutritiva. Es decir, la nutricién
mineral depende de las dimensiones del explanto, de la
naturaleza de los tejidos, de la actividad metabdlica, de la
frecuencia de los trasplantes y de la composicién del medio
(Margara 1988, Pierik 1990). Por otro lado, Donoso (1998)
hace hincapi€ en que la condicién fisioldgica de la planta
donante tiene una marcada influencia sobre la respuesta
in vitro, probablemente como resultado de su interaccién
con la disponibilidad de nutrientes, niveles endégenos de
los reguladores de crecimiento y los principales aminod-
cidos libres, cuyas proporciones y cantidades varian en
las distintas épocas del afio.

En relacién con la estimulacién de yemas preformadas
durante la etapa de proliferaciéon (cuadro 3), es posible
destacar que los resultados logrados concuerdan con los
obtenidos en Gevuina avellana Mol., dado que en esta
especie, a medida que la concentracién hormonal dis-
minuye, el nimero de brotes aumenta (Mardones 1999).
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Similares resultados fueron obtenidos por Martinez-Pastur
y Arena (1995, 1996) en Nothofagus obliqua (Mirb.) Oerst.
y Nothofagus nervosa (Phil.) Krasser, en la micropropa-
gacién de luma del norte (Legrandia concinna (Philippi)
Kausel.) (Uribe y Cifuentes 2004) y en embriones aislados
de N. nervosa (Sanchez-Olate er al. 2004), donde las me-
jores respuestas en la tasa de multiplicacién se alcanzaron
a bajas concentraciones de citoquinina.

Al respecto, Orellana (1998) sefiala que el balance
auxinas-citoquininas es determinante en el coeficiente de
multiplicacién, por lo que al lograr un balance adecuado
es posible alcanzar elevadas tasas de proliferacion, au-
mentando la efectividad del método de micropropagacion.
Segtin Vieitez y Vieitez (1982), a concentraciones de 1 6 2
mg L1 de BAP se obtiene el mayor nimero de brotes en
material juvenil, no obstante los microtallos no elongan,
produciéndose arrosetamiento de los explantos, por lo que
concluyeron que la concentracién éptima para la prolife-
racién se encuentra entre 0,1-0,5 mg L1 de BAP y que
la multiplicacién de brotes en medio carente de BAP es
préacticamente nula. Sin embargo, Pierik (1990) indica que
los requerimientos de citoquininas (tipo y concentracion
de citoquinina) son extremadamente variables y dependen
del contenido enddgeno de cada especie.

Es conocido que las hojas se originan como resultado de
una serie de divisiones celulares periclinales en los flancos
del meristemo apical y su desarrollo estd bajo control de
citoquininas y auxinas principalmente. De esta manera, los
resultados obtenidos en este estudio (cuadro 3, figura 2D)
indican que concentraciones superiores de citoquininas per-
miten aumentar significativamente el nimero de hojas por
explanto, a lo largo del cultivo in vitro. Esto coincide con
los resultados obtenidos por Mundaca (2001) en estudios
realizados en belloto del sur (Beilschmiedia berteroana
(Gay) Kosterm.) donde se observa un mejor desarrollo de
hojas en concentraciones superiores de citoquinina.

Calderdn-Baltierra et al. (1993), en estudios realizados
en Gomortega keule (Mol.) Baillon., observaron que a
medida que incrementan los dias de cultivo se obtiene una
alta produccién de hojas por frasco. Similares resultados
fueron obtenidos en G. avellana por Mardones (1999), quien
sefiala que el nimero de verticilos aumenta a medida que
se incrementa el tiempo de permanencia de los microtallos
en la cdmara de cultivo.

La elongacién de los brotes de michay rojo no es éptima
con los tratamientos hormonales ensayados (cuadro 3).
Esto concuerda con lo sefialado por Calderdn-Baltierra
(1994), dado que la mayor elongacién que presentan los
microtallos corresponde al medio que contiene una menor
concentracion de citoquininas, logrando con esto disminuir
la divisién celular y promover la elongacién del tejido
debido a la accién de las auxinas.

Segtin Talén (1993), la aplicacién exdgena de giberelina
produce una amplia variedad de respuestas en el desarrollo.
La induccién del crecimiento del tallo es, probablemente,
el efecto fisiolégico mas importante de este regulador,



sobre todo en variedades de plantas enanas y en roseta.
Por tanto, una de las razones de aplicar exdgenamente
GA; en uno de los ensayos, es precisamente producir la
elongacién de los entrenudos. Al respecto, se encontré que
el alargamiento es significativamente superior en ambas
concentraciones utilizadas comparado con los tratamientos
en ausencia de ésta. En este sentido, los resultados obte-
nidos se pueden relacionar con investigaciones similares
hechas en Eucalyptus globulus Labill. por Calder6n-
Baltierra (1994), quien concluye que concentraciones de
GA, inferiores a 0,5 mg L-! permiten el alargamiento
de brotes adventicios sin producir deformacién foliar en
combinacién con tratamientos de oscuridad por periodos
cortos. En contraste, Chung y Carrasco (1998), en estudios
de cultivo in vitro de varias especies de Salix, utilizando
la aplicacién exdgena de tres concentraciones de GA,
(0,1; 0,5 y 1,0 mg L") en presencia o ausencia de BAP,
determinan que los mejores resultados se obtienen con la
mayor concentracién de GA; (1,0 mg L) en presencia
de 0,1 mg L' de BAP, permitiendo un desarrollo rdpido
y vigoroso en un 76% de las distintas procedencias de las
especies estudiadas.

El método utilizado demostré ser exitoso, con resulta-
dos que permiten pensar que se ha logrado asi un efectivo
método para micropropagar y clonar material juvenil de
esta especie. Por otra parte, el cultivo de tejidos de michay
rojo in vitro supera notablemente la dificultad de producir
masivamente plantas a partir de semilla, ofreciendo una
via alternativa y adecuada para clonar y preservar esta
especie mediante la técnica sugerida en esta investigacion.
Ademas, estudios futuros a través de la via de organogéne-
sis indirecta permitirdn masificar la produccién de brotes
adventicios y, por consiguiente, la obtencién de plantas
completas luego de definir un protocolo de enraizamiento
con fines de obtener germoplasma suficiente para estudios
de diversidad genética.

CONCLUSIONES

La desinfeccidon de las plantas madres es indispensable
para disminuir la contaminacién en la fase de estableci-
miento del material vegetal. La inmersion de los segmentos
nodales en etanol 35% (v/v) durante cinco minutos y
luego en cloro comercial 30% (v/v) durante cinco minutos
(asepsia 6), resultd ser el tratamiento mas eficiente en el
control de la contaminacién sin afectar la viabilidad de
los explantos.

El cultivo in vitro de Berberidopsis corallina a partir
de segmentos nodales es posible en medio DKW con ma-
cronutrientes diluidos a la mitad, suplementado con 0,5/0,1
(mg L'') de BAP/AIB, respectivamente. La elongacién
caulinar es mayor en presencia de GA, 0,2 (mg L'!), pero
requiere de una optimizacioén con estudios mas acabados.
Se hace hincapié que estos resultados fueron obtenidos en
plantas juveniles provenientes de vivero y, por otro lado,
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que se requiere estudiar tratamientos que incluyan la etapa
de enraizamiento.
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