ESTUDIO DE LA PROPAGACION “IN VITRO” DE
ACTINIDIA CHINENSIS PL. (KIWI)

INTRODUCCION

La Actinidia chinensis Planch. (Chinese
oosbery, Ichang), mais conocida por su
%ruto, e?kiwi, es un arbusto trepador caduci-
tolio y dioico perteneceniente a la famiha de
las Actimidiaceas. El fruto es de forma ova-
lada, de tamario similar a la naranja con un
sabor semiacido y que cada vez disfruta de
mayor aceptacion en el mercado europeo, de
forma simifl)ar a lo que ocurre con el aguacate,
mango o pina tropical aunque con menor in-
troduccién todavia. El fruto desde el punto de
vista dietético presenta un gran interés por su
alto contenido en sales minerales y vitaminas
(Buison, 1968; Randouin, 1945; Fenarol,
1941) y en el mercado europeo se cotiza a
precios muy elevados (de 1.000 a 1.500
Ptas./Kg.) estando considerado como postre
de alta cocina.

El ongen de la planta es chino de donde
fue llevado a Inglaterra en la segunda mitad
del siglo XIX, citando E.H. Wilson (1900)
que ‘“‘crece libremente en Inglaterra”. En
Francia es introducido en 1903 como curiosi-
dad cientifica en el Museo de Historia Natural
y va en 1906 en Nueva Zelanda donde se
seleccionaron variedades y se inicia la comer-
cializacién en la década de los cuarenta, es-
tando actualmente en sus manos el 90% de la
produccion mundial debido a la alta cahidad
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del truto, a su red de comercializacién y a la
produccién continuada que le permite cubrir
todo el afio. (Madiec y Sapin, 1981).

Actualmente se cultivan en el mundo al-
rededor de 3.000 has., de las cuales el 50%
corresponden a Nueva Zelanda y el resto a
Francia, Italila, EE.UU., Japén y Espana
donde existen unas 250 has. de cultivo (Fruits
vol. 35, n.° 2, 1980).

Las variedades que existen en cultuvo
proceden de las seleccionadas inicialmente en
Nueva Zelanda y puesto que la planta es
dioica, es decir, plantas con tlores masculinas
y plantas con flores femeninas, existen varie-
dades comerciales de ambos sexos, siendo las
femeninas Abbott, Allison, Bruno, Hayward
y Monty y las masculinas Matua y Tomusi.

La propagacidn tradicional de las distin-
tas vartedades de Actinidia Chinensis, se rea-
liza vegetativamente bien por injerto, acodo o
estaca enraizada (Zuccherelli, 1978; Yousef-
Bergamini, 1979; Smith, 1973; Forster, 1973;
Casimi y col., 1978) sin resultados satisfacto-
rios desde el punto de vista aplicado (Bini,
1979; Monet, 1976). Por via gamica no resulta
practico debido a que la especie es dioica y por
tanto pasarian afnos antes de poderse conocer
su sexo, asi como por la variabilidad genética
que comportarian las plantas obtenidas de
semlla.
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Tabla 1.— Composicién quimica media del fruto de Actinidia.

170 212 126 238

Ac. Ascorbico
(mg/100 gr. pulpa)
Azlcares reductores

% (a)

Proteina %

Acidez titulable

% (b)

Calcio

(mg/100 gr. pulpa)

Fostoro

(mg/100 gr. pulpa)
‘Magnesio
(mg/100 gr. pulpa)
.} Potasio

-1 (mg/100 gr. pulpa)

6,9

(a) Determinado con el método de Fehling
(b) Expresado en ac. malico

Fuente: Froticoltura, VII-VII1/54, 1979,

Las modernas técnicas de propagacién
For cultivo de tejidos “in vitro” que permiten
a rapida obtencidon de grandes cantidades de
material vegetal, tueron aplicadas por primera
vez al kiw1 por Harada (1975) quien obtuvo la
tormacion de plantas a partir de embrioides y
yemas adventicias a los dos meses de sembrar
segmentos internodales de liana y raiz. Poste-
riormente se han empleado diferentes mate-
riales de partida: fragmentos de hoja (Hirsh y
Bligny-Fortune, 1979), filamentos estamina-
les (Tripathi y Saussay, 1980), recepticulos
florales (Hirsch y Bligny-Fortune, 1979),
fragmentos internodales (Kwei, 1981; Guu,
1979; Bini, 1979) y apices vegetativos (Stan-
dardi, 1981; Binmi, 1979).

[.a metodologia y la técnica de cultivo “in
vitro”’ varia con cada autor, aunque en la ma-
yoria de las publicaciones describen la pro-
duccién de pl%ntulas a partir de callo, lo cual
no da garantias de la conservacion de las carac-
teristicas varietales debido a las mutaciones
que pueden aparecer por este sistema. (D’A-
mato, 1978; Skirvin y Janick, 1976; D’ Amato,
1975; Bennicci, 1974).
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La utilizaciéon de yemas laterales, y dpices
vegetativos, si bien produce menor cantidad
de material vegetal, garantiza la conservacion
de las caracteristicas varietales. (D’Amato,
1975; Debergh y Maene, 1977; Murashige,

1974).

Objetivo del trabajo.— La posibilidad
de introducir en Canarias el cultivo del kiwz
por su alta rentabihdad, no como alternativa
al plitano sino como un cultivo mis de pri-
mor, con grandes posibilidades de exporta-
ci6n, nos llevé a estudiar la propagacién de
material vegetatuivo “in vitro” utiﬁzando ap1-
ces, yemas %aterales y segmentos internodales
a fin de optimizar la técnica y reproducir las
variedades de interés sin tener que importar
las plantas madre.

MATERIAL Y METODOS

El material vegetal empleado lo constitu-
eron los sarmientos (lianas) invernales con
I;.S yemas aiin cerradas, de las variedades Hay-
ward y Matua. Sélo se sembraron apices y
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emas de la variedad Hayward, efectuandose
1;. siembra en el mes de febrero.

Se realizé6 un primer ensayo para deter-
minar el tamafio éptimo del materal a sem-
brar con relacién ali,a técnica de desinfeccidn.
Los tamafios elegidos fueron tres, apices de
0,3 a 0,4 mm., yemas de 0,8 a 1,5 mm., y
yemas de unos 4 mm. La técnica de desinfec-
c16n consistié en sumergir segmentos de la
liana de unos 5 cm. con yemas, en una disolu-
ci6n de lejia comercial a una concentracion de
15 g/l. de cloro activo durante 20 min. con
humectante, para facilitar la impregnacion del
material, seguido de tres lavados de diez mi-
nutos con agua estéril. Una vez desinfectado
se pasé a la separacién de los dpices y yemas en
los tamanos ya sefialados. Dicha operacién
que se llevé a cabo dentro de la cimara de tlujo
laminar y bajo lupa binocular a 20X, result6

Tabla 2.— Compuestos orginicos afiadidos al medio de cultivo, en mg/I.

Inositol
Adenina

Ac. Nicotinico
Piridoxina HCI
Ac. Félico

Biotina
Glicina
Glutamina

Hidrolizado de Caseina

Agar

El pH se ajusté previamente a 5,6 con
NaOH 0,5 N. antes de afadir, en caliente, el
agar (Bacto Difco).

El medio se esterilizd en autoclave du-
rante 20 min. a 118 °C.

En la fase I de culuvo (establecimiento
aséptico del culuvo y crecimiento a niveles
mas ficilmente manipulables) las hormonas y
sus concentraciones gueron las siguientes: (en

mg/l.).

Zeatina 1 ] ]
AIA 1,5 1 0,5

~ En las sucesivas etapas de la fase I (mul-
tiplicaciéon vegetativa) las plantas obtenidas y
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bastante dificultosa debido a que el dpice, con
la yema atn cerrada, se encuentra bien prote-
gigo por el tejido de ésta, asi como por la gran
cantidad de pelos que emiten los primordios
foliares mas desarrollados.

Un segundo ensayo consistio en la varia-
cién del balance hormonal en el medio de
cultivo, manteniéndose constante la concen-
tracion de Zeatina (1 mg/l.) y empleando tres

concentraciones de AIA (0,5 mg/l., 1 mg/l.
1,5 mg/l.).

Los explantos se introdujeron en tubos
de ensayo de 12 mm de didmetro con dos ml.
del mec?go de cultivo inorganico de Murashige
y Skoog (1962) excepto Fe, suplementado con
FeNaEDTA (60 mg/l.) y los compuestos or-

anicos que se senalan en la tabla 2, (Modifica-
os de Harada, 1975).

los callos tueron sembrados en tubos de 25
mm. de didmetro con 16 mm. de medio
tinalmente en potes “Le Practique” de 1/2 Y
con 50 ml. de medio.

La cimara de cultivo se mantuvo a 25 +
1 °C., con un fotoperiodo de 16 h. luz y una
intensidad de 1.000 lux emitida por tubos
tluorescentes Gro-Lux.

Algunos potes se forraron con papel de
aluminio dejando en la zona superior un orifi-
c10 de 3 cm. recibiendo una intensidad de 300
lux, como forma de favorecer la elongacién
caulinar.

Un tercer ensayo consistié en la forma-
c16n de callo y la generacién de plantas a partir
del mismo. El material de partida en este en-
sayo fue doble, por un lado los 4pices vegeta-
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tivos que formaron callo en los ensayos con
AIA, particularmente en los medios con 1y
1,5 mg/l. de AIA y el segundo a partir de
segmentos internodales de liana, (1 -2 mm. de
ancho por 6 - 7 mm de didmetro), que también
tueron sembrados en la fase de crecimiento en
los tres medios descritos anteriormente. Una
vez tormado el callo, éste fue repicado a un
medio sin AIA y con la concentracién de ade-
nina reducida a 28 mg/l., ya que en trabajos
anteriores con Pelargonium o(z)servamos que
el exceso de adenina genera y mantiene el callo
sin diferenciar (Garcia, 1981).

RESULTADOS Y DISCUSION

1.— Resultado del tamano de Ia
siembra.— Cuanto menor era el tamafio del
material sembrado mas baja fue la tasa de con-
taminacion, lo que coincide con los resultados

de otros autores. Los dpices entre 0,3 y 0,4

mm. de tamano no sufrieron contaminacio-
nes, mientras que las yemas de 4 mm. apare-
“cleron a los diez dias de cultivo contaminadas
en su totalidad, siendo particularmente 1im-
portantes las contaminaciones por hongos
(95%), estando el resto contaminados tnica-
mente por bacterias (5%).

El rango de tamano entre 0,8 y 1,5 mm.
presentd un indice de contaminacién del
17,4% que se puede considerar 6ptimo, ya
que Standardi (1981) sembrando en un rango
similar obtuvo una tasa de contaminacién del
16,6% . Este tamano del dpice es el mas ade-
cuado desde el punto de vista aplicado debido
a su facil manejo y ademads por tener un creci-
miento mas répicK:) y viable que los apices de

0,3 -0,4 mm.

2.— Resultados del ensayo hormo-
nal.— Con concentraciones de AIA de 1y
1,5 mg/l. los apices crecieron ripidamente y
adquirieron a los diez dias un color verde
fuerte, pero formando un callo blanquecino
en la zona basal de escision. A los 20 dias el
callo continuaba desarrollindose consutu-
yendo el 75% del material vegetal y el apice
que estaba sobre el callo sufria un paulatino
proceso de desorganizacién, adquiriendo un
aspecto vitrificado con células hipervacuoli-
zadas y desapareciendo los pelos amarillentos
de los esbozos foliares. El resultado final de
estos tratamientos fue la formacion de un callo
indiferenciado de color verde.

El tratamiento con 0,5 mg/l. de AIA pre-

sentd un crecimiento y pigmentacién del apice
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menor que los anteriores pero la formacién de
callo también era considerablemente menor.

A los diez dias de cultivo se trasplantaron
a tubos de 25 mm. de didmetroy 16 ml. con el
mismo medio de cultivo anterior, en el que se
habia suprimido el AIA y rebajado la concen-
tracion de adenina a 28 mg/l. En este medio
los dpices crecieron ripidamente sin perder la
organizacion, dando lugar a los treinta dias de
cu%tivo a plantitas de unos 3-4 cm. de altura,
que tueron repicadas a potes “Le Practique”
con 50 ml. de medio. A los 20 dias de cultivo
en pote las plantas habian doblado prictica-
mente su desarrollo y comenzaron a aparecer
yemas y en muchos casos plantitas en %)a zona
de contacto entre el tallo y el callo basal. Este
callo, nodulado, compacto y duro, presen-
taba al cortarlo una gran vascularizacién.

Debido a que las plantas presentaban un
desarrollo vigoroso con abundantes y grandes
hojas pero con poco crecimiento del tronco,
se intentd la induccién del crecimiento cauli-
nar creando condiciones de baja intensidad
luminica (300 lux) que produjeron, a los 30
dias, un alargamiento general del tallo y la
brotacién de yemas axilares en plantas con
tallo superior a los 3 cm.

Las plantas que no respondieron a la baja
intenstdad luminica, fueron tratadas con Ac.
giberélico a una concentracién de 0,02% en el
medio de cultivo, teniendo una respuesta va-
riable a este tratamiento.

Las plantas que habian crecido lo sufi-
ciente se separaron del callo basal y fueron
cultivadas en el mismo medio hasta su enrai-
zamiento y paso posterior a invernadero.

Los callos basales que presentaban un
aspecto nodulado previo a la brotacién de
nuevas yemas, fueron resembrados nueva-
mente cOmMo veremos a continuacion.

3.— Resultados del cultivo de callo.—
En el cultivo de callo se partié de tres materia-
les diferentes como exponiamos en material y
métodos. El primero a partir de segmentos
internodales, el segundo a partir de los callos
generados en los tratamientos hormonales
con 1y 1,5mg/l. de AIA y el tercero del callo
basal formado en las plantas que se cultivaron
inicialmente con 0,5 mg/l. de AIA.

3.1.— Cultivo de callo a partir de seg-
mento internodal.— El material de partida
fue desinfectado como se expuso en material y

métodos y se tomaron segmentos de 1-2 mm.
de ancho por 6-7 mm. de diametro de ramas
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Crecimiento secuencial de kiwi
a partir de apice

Plantula de kiwi a los 50 dias
de cultivo de la yema. Nétese el
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Callos de segmentos
internodales. Notese la
diferencia de texturay
mortfogénesis entre callos
masculinos y fementnos

(60 dias de cultivo)
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de patrones femeninos (Hayward) y masculi-
nos (Matua). Se cultivaron inicialmente en las
tres concentraciones de AIA descritas, pero
tnicamente hubo desarrollo de callo en el me-
dio con 1,5 mg/l. de AIA, es decir, en el de
mayor concentracion. A los 30 dias de cultivo
el 100% de los callos viables procedentes de
segmentos de tronco masculino comenzaron a
di%erenciarse originando callo verde. Sin em-
bargo este porcentaje fue del 70% en el mate-
rial procedente de troncos femeninos, for-
mando éste un callo méis pequefio y con me-
nor pigmentacion. Estos resultados coinciden
con ]i’os senalados por otros autores (Harada,
1975; Gui, 1979; Kwei, 1981) que también
encuentran diferencias sexuales en el potencial
morfogenético de segmentos internodales y
con resultados contradictorios.

Los callos formados fueron pasados a un
medio sin AIA y menor contenido de adenina
(28 mg/l.). A los 30 dias de cultivo en este
medio se mantenian las diferencias entre los
callos masculino y femenino, siendo los pri-
meros nodulados y pigmentados mientras que
los segundos presentaban una estructura lisa,
sin nodulaciones, y menor o total ausencia de
pigmentacion.

A los dos meses de cultivo en este medio
los callos masculinos orginaron plantas con
una tasa 1:10, mientras que los femeninos no
dieron lugar a planta alguna.

3.2.— Cultivo de callo generado en
tratamientos con AIA (1 - 1,5 mg/l.).—
Estos callos fueron repicados al medio sin
ATA y baja concentracién de adenina, donde a
los 35 dias de cultivo presentaban nodulacio-
nes sin emergencia di lanta. Se repicaron
nuevamente a otro me(ﬁo sin hormonas ni
adenina, comenzando a aparecer a los diez
dias de cultivo raices superticiales, que debido
al alto requerimiento de oxigeno, son propias
del género Actinidia (Youssef y Bergamini,
1979; Standardi, 1981) A los 45 £as de cultivo
los callos aparecian completamente nodula-
dos. Estos callos fueron repicados al mismo
medio en que crecian los callos provenientes
de segmento internodal, dando lugar a la pro-
duccién de plantas en los callos donde no
habian aparecido raices.

Hay que senalar que también se ensaya-
ron otros balances hormonales con ANA (1 -
0,01 mg/l.) y BA (1 mg/l.) o Kinetina (2 mg/.)
sin que ninguno de estos medios diera resulta-
dos positivos, ya que habia producciéon de

raices pero no formacién de plantas y los ca-
llos nodulados tomaban coloracion parduzca.

3.3.— Cultivo de callo basal.— Estos
callos fueron cultivados directamente en el
mismo medio que los callos generados de seg-
mento intenodal, dando lugar a la formacion
de plantas con una elevacfa tasa de propa-
gacion.

CONCLUSIONES

El tamafio de los apices para conseguir un
nivel de desinfeccion aceptable y un ripido
desarrollo del mismo esti entre 0,8 y 1,5 mm.

El nivel inicial de AIA en el medio de

cultivo que aparece como Sptimo es de 0,5

- mg/l, ya que valores mas altos farovocan un

excesivo crecimiento del callo y la desorgani-
zactén de los dpices sembrados.

La obtencidn de plantas para su posterior
siembra se puede producir por dos vias; la
primera a partir de ipices y la segunda a parur
del callo basal generado por éstos, de segmen-
tos internodales de sarmiento (liana) de patro-
nes masculinos, o de callo desorganizado a
partir de dpice, sin embargo, en estos casos no
se puede garantizar la estabilidad varietal de
las plantas formadas.

La emisi6n prematura de raices bloquea
el posterior desarrollo de las yemas caulina-
res, por 1o que pueden desecKarse como no
utiles, en cuanto a la propagacién, los callos

ue las emitan con anterioridad a la aparicién
e plantas.

El material de partida (segmentos inter-
nodales) da diferente respuesta segin proceda
de plantas masculinas o femeninas, presen-
tando mayor potencial morfogenético fos seg-
mentos masculinos que los femeninos, por %0
que este ultimo necesitari de mis investiga-
c16n en cuanto a la composicién hormonal del
medio y al método de cultivo.
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