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Resumen

Las especies de Paeonia son consideradas como ornamentales perennes que se cultivan mas en los paises templados
y frios del hemisferio boreal. Con el objetivo de aumentar los coeficientes de multiplicacion in vitro de esta especie
de planta ornamental, se evaluaron en las variedades CoLo, Bartzella, GoBa y JuRo diferentes tipos de citoquininas
(BA, Met y MetoxiMet) y concentraciones de citoquininas (0, 2,22, 4,44 y 6,66 umol 1'!), asi como la influencia
de la formulacion salina (Lepoivre y MS modificado) y la exposicion de los brotes a altas concentraciones de
citoquininas (50 mg 1'! de BA + 50 mg I'! de kinetina) en la proliferacion de brotes de dichas variedades. En las
variedades CoLo, Bartzella, GoBa y JuRo, el mejor comportamiento en la proliferacion in vitro se logré con
6,66 umol I'! de BA. Por otra parte, se encontré influencia del genotipo (variedad) en la formacion de raices, en
las respuestas a la composicion del medio basal y altas concentraciones previas a la proliferacion.
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Abstract

The species of Paeonia are considered ornamental perennials that are cultivated more in temperate countries of
the boreal hemisphere. With the aim of increasing the multiplication rate in vitro of this ornamental plant, different
types of cytokinins (BA, Met y MetoxiMet) and concentrations of cytokinins (0, 2.22, 4.44, and 6.66 pmol I'') were
evaluated in the varieties CoLo, Bartzella, GoBa, and JuRo. The salt formulation (Lepoivre and MS modificate)
and cytokinin pre-treatment (50 mg I'! of BA + 50 mgl I'! of Kinetin) were evaluated on shoot proliferation in each
variety. In the CoLo, Bartzella, GoBa, and JuRo varieties, the best in vitro proliferation behavior was achieved
with 6.66 umol I'' BA. On the other hand, an influence of genotype was found on root development, on responses
to the composition of the culture medium and on the pulse response with higher concentrations of cytokinins.
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INTRODUCCION

En las Ranunculaceae (Orden Ranunculales:
Angiospermas) se encuentran numerosas espe-
cies ornamentales cultivadas en jardineria, y a
menudo profundamente modificadas para su cul-
tivo, encontrandose en esta familia los géneros:
Anemone, Aquilegia, Clematisc, Delphinium,
Nigella, Paeonia y Ranunculos. Otras especies
son utilizadas con diversos propositos, en medi-

cina como revulsivas (Ranunculos sceleratus),
insecticidas (Delphinum staphisagria), o por
su importancia farmacoldgica de los principios
activos que contienen, como ocurre con el aco-
nito (Aconitum napellus) de los Alpes, Pirineos
y otras montafias europeas, el adonis (Adonis
vernalis) (Gola y Cappelletti, 1969).

Especies de Paeonia son consideradas como
especies perennes de mayor importancia orna-
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mental. Se propagan de manera vegetativa a
través de la division del rizoma o de la corona
de la planta. Por esta via solo es posible obtener
de tres a cinco clones por afio (Hosoki et al.
1989) y la tasa de multiplicaciéon es muy lenta
para satisfacer las demandas de produccion de
cultivos populares asi como la introduccion
de nuevas especies e hibridos.

Estas especies tienen dificultades para producir
raices adventicias. El injerto es uno de los méto-
dos que mayormente se aplica a escala comercial
para su propagacion asexual. Las estacas pueden
formar su propio sistema radical solo después
de uno o dos afios de haber sido injertadas sobre
el rizoma de especies de Paeonia herbaceas
(Bouza et al. 1994a).

Las técnicas de cultivo de tejidos como la
formacion de callos a partir de yemas florales
y de embriones de semilla han sido implemen-
tadas sin éxito en la regeneracion de plantas
de Paeonia. Sin embargo, con el empleo de
filamentos y pétalos como explantes se logro
la propagacion adventicia, a partir de la rege-
neracion de callos después de ocho semanas
en medios con thidiazuron (TDZ) (Beruto et
al. 2004a). Es posible mediante el manejo de
los reguladores del crecimiento (citoquininas)
incrementar el coeficiente de multiplicacion de
especies de Paeonia en el cultivo in vitro.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar di-
ferentes condiciones quimicas (reguladores del
crecimiento y medios de cultivo) en la propaga-
cion in vitro de cuatro variedades de Paeonia.

MATERIALES Y METODOS

Establecimiento del medio de cultivo para la
multiplicacion y enraizamiento de brotes. Se
utilizaron las siguientes variedades de Paeonia:
CoLo JuRo, GoBa y Bartzella. Los brotes se
encontraban en la fase de multiplicacion en el
medio MS suplementado con 30 g I'! sacarosa,
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vitaminas MS, 440 mg 1! de CaCl, (Beruto et
al. 2004b) y los reguladores de crecimiento BA
2,22 pmol I'' y GA, 1,44 pmol I'!. Los brotes
provenian del tercer subcultivo.

Se evaluaron tres citoquininas: benciladeni-
na (BA): N-bencil adenina, la metatopolina
(MET): N°®(3-hidroxybenzyl) adenina y la
metametoximetatopolina (MetoxiMet): N°-
(2-hidroxybenzyl) adenina a las siguientes
concentraciones: 0,0, 2,22, 4,44 y 6,66 umol 1.
El experimento contd con doce tratamientos
cada uno con tres frascos y seis brotes en cada
frasco de cultivo para un total de dieciocho
repeticiones.

La capacidad del frasco de cultivo y el volumen
de medio fue de 250 y 50 ml, respectivamente.
Como agente gelificante se utilizoé Gelrite a la
concentracion de 2,5 g I'l. Se inocularon seis
brotes por frasco. Después de cinco semanas, se
determino el coeficiente de multiplicacion. Las
condiciones de cultivo fueron de 30 pmol.m2.s!
de flujo de fotones fotosintéticos, y un fotope-
riodo de 16 h luz y 8 h de oscuridad.

El potencial de formacion de raices se evaluo
utilizando de cada tratamiento nueve brotes ma-
yores a 5 cm de longitud y un didametro mayor a
0,5 cm. Se inocularon tres brotes por frasco y se
emplearon tres frascos por tratamiento.

El procedimiento que se sigui6 para el en-
raizamiento consistiéo en sumergir los brotes
por 30 minutos en una solucion estéril de acido
indol butirico (AIB) a una concentracion de
492,02 pmol 1! (esta solucion se prepara previa-
mente con KOH y el pH se ajust6 a 5,8). Luego
se transfirieron a un medio semisélido (Gelrite
2,5 gI'") con la siguiente composicién basal del
medio de cultivo: sales MS suplementado con
440 mg I'! CaCl,y 60 g I'! de sacarosa (Beruto
et al. 2004b). Posteriormente se cultivaron en
la oscuridad durante dos semanas. Después de
ese tiempo se transfirieron al cuarto de cultivo
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durante 45 dias a 30 pmol.m2.s”! de flujo de
fotones fotosintéticos, y un fotoperiodo de 16 h
luz y 8 h de oscuridad.

Efecto del medio de cultivo en el coeficiente
de multiplicacion de los brotes de Paeonia.
Con el proposito de evaluar la efectividad de
las concentraciones de calcio del medio basal,
asi como el efecto de un pretratamiento de ci-
toquinina a altas concentraciones (Madhulatha
et al. 2004) en la capacidad de proliferacion y
calidad de los brotes de Paeonia se desarrolld
este experimento. Se utilizaron las variedades
CoLo, JuRo, GoBa y Bartzella.

La capacidad del frasco de cultivo y el volumen
de medio fue el descrito en el experimento ante-
rior. Se utilizé el Gelrite a una concentracion de
2,5 g 1!, Se inocularon seis brotes provenientes
del cuarto subcultivo por frasco. A las cinco
semanas se determind el coeficiente de multi-
plicacion y variables morfoldgicas de calidad
(numero de hojas, longitud y didmetro).

Se estudio la composicion de dos medios
de cultivo: Lepoivre et al. (1977) donde la
composicion de los nitratos es la siguiente:
400 mg I'' NH,NO;, 1.800 mg I'! KNO,,
1.200 m I'' Ca(NO,), y el medio de cultivo
MS enriquecido con 440 mg 1! CaCL, es
decir el doble del contenido de esta sal en el
medio original (Beruto et al. 2004b). En las
dos variantes de medios de cultivo se utilizd
como fuente de carbono sacarosaa 30 g 'y
las vitaminas MS. El segundo factor por eva-
luar fue el tratamiento previo de los brotes con
pretratamiento de citoquinina. Este consistio en
sumergir a los brotes en una solucioén o sin ¢él
compuesta por 50 mg 1! BA y 50 mg I'! Kin
por 60 min (Madhulatha et al. 2004).

Para cada una de las variedades, se realizaron
tres repeticiones, con seis brotes cada una. Las
condiciones experimentales fueron las mismas
que se describieron en el experimento anterior.
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Se empled como medio de proliferacion la mejor
combinacion hormonal que se determind en el
experimento anterior que para todas las varie-
dades result6 ser la BA a 6,66 umol 1!, més
1,44 pmol I'! de GA,.

Analisis estadistico. Para el procesamiento
estadistico de los datos se empleo el utilitario
estadistico SPSS (version 8.0 para Windows).
Se hicieron analisis no paramétricos y en el ex-
perimento del enraizamiento in vitro se utilizo
un analisis paramétrico. En este ultimo, a cada
variable se le realizé la prueba de homoge-
neidad de varianza y la prueba de normalidad
(Kolmogornov-Smirnov). Se utilizo el anélisis
de varianza (ANOVA) y prueba de rangos mul-
tiples de Tukey para valores de p <0,05. En los
analisis no paramétricos se realizd el Kruskall-
Wallis y la clasificacion de medias por el método
de Student-Newman-Keuls.

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de las citoquininas en el coeficiente
de multiplicacion de cuatro variedades de
Paeonia. Cuando se analizo el efecto de las
citoquininas en la proliferacion de las Paeonia
se encontrdé que cada variedad respondi6 de
manera diferente. La variedad JuRo presentd
el coeficiente de multiplicacion mayor (4,8) y
sin diferencias estadisticas en la interaccion de
ambos factores. En esta variedad no se encontra-
ron diferencias entre las citoquininas utilizadas.
Sin embargo, el mayor coeficiente se logro a la
concentracion de 6,66 umol 1! Para la variedad
CoLo, la mayor tasa de multiplicacion (3,0) se
logro con el tratamiento del MET a 2,22 pmol 1.
La variedad GoBa presentd mayor coeficiente de
multiplicacion al tratamiento con BA a la con-
centracion de 6,66 pmol 1", En esta variedad, la
metoxi-metatopolina redujo significativamente
esta variable a las concentraciones utilizadas.
De todas las variedades, la Bartzella presento
la menor respuesta a la accion de las diferentes
citoquininas (figura 1).
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Figura 1. Efecto de la concentracion de citoquininas en el coeficiente de multiplicacion de cuatro variedades de Paeonia

Al evaluar el efecto residual de las citoquininas
sobre el enraizamiento de los brotes, la BA fue
la que logré mayor porcentaje de enraizamiento
en todas las variedades, a excepcion de la JuRo
que consiguio bajos porcentajes de enraizamiento
(33,3%). Por lo general, los brotes que estuvie-
ron expuestos a altas concentraciones de cito-
quininas presentaron bajos o nulos porcentajes
de enraizamiento. De las cuatro variedades
utilizadas, la CoLo y la Bartzella lograron el
100% de enraizamiento de los brotes cuando
estos estuvieron expuestos a concentraciones de
2,22 y4,44 umol I'! de BA. Los brotes expuestos
amT y Metoximet presentaron bajos porcentajes
de enraizamiento (tabla 1).
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Por lo general, la capacidad para la proliferacion
axilar en las Paeonia varia de acuerdo con el
genotipo. Generalmente, la tasa de multiplica-
cion ha sido reportada o hasta el momento solo
se habia alcanzado en un rango de dos y cinco
brotes dependiendo del cultivar. Una correlacion
de tipo lineal se encontré entre el estado de de-
sarrollo de la yema y su habilidad para iniciar
el cultivo (Beruto et al. 2004b).

La ontogenia de los brotes de Paeonia durante
el cultivo in vitro sugiere la formacion de tres
tipos de brotes: a) el brote principal, b) brotes
axilares que se desarrollan a partir de la base y
¢) brotes adventicios que se estimulan también
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Tabla 1. Efecto de las citoquininas en el porcentaje de enraizamiento de cuatro variedades de Paeonia [medias con '¢tras
diferentes ey yna misma columna indican diferencias significativas para un grado de confiabilidad del 5% para la prueba de
Tukey (n = 9). La variable porcentaje se transformé por 2 arcoseno (Vx); * = pmol.I"!]

Variedades de Paeonia

Citoquininas Concentracion* GoBa JuRo Bartzella CoLo
2,22 66,6? 33,3P 100* 100*
BA 4,44 33,30 33,30 100? 1002
6,66 0,0¢ 33,30 66,6" 33,3P
2,22 33,30 66,67 66,6" 33,3P
MeT 4,44 33,30 33,30 33,3¢ 0,0¢
6,66 33,3P 0,0¢ 33,3¢ 0,0¢
2,22 66,67 33,30 100? 33,30
MetoxiMET 4,44 66,62 0,0¢ 33,3 0,0¢
6,66 33,30 0,0¢ 0,0¢ 0,0¢

de labase del agregado. En general, la formacion
de agregados de yemas (axilares y adventicias)
sobre un medio conteniendo citoquinina ha sido
previamente descrito para este tipo de plantas.
La eliminacion del brote mayor reduce la domi-
nancia apical y estimula el ulterior crecimiento
y desarrollo de los brotes axilares y adventicios
que emergen de la base. Un aumento en la
presencia de brotes adventicios se ha logrado a
partir de un tercer subcultivo en medio semis6-
lido (Harris y Mantell 1991).

La presencia de brotes hiperhidricos, fenoles
en los tejidos y el desarrollo de callo en la base
del agregado que evita el ulterior desarrollo de
la yema, es caracteristico de cada variedad. En
variedades como GoBa el aumento en la concen-
tracion de BA fue favorable en la proliferacion
axilar de brotes sin provocar aumento en la
hiperhidricidad de estos. Bartzella present6 alto
grado de fenolizacion en la base del agregado,
mientras que la JuRo y la CoLo tuvieron mayor
nivel de respuesta a la accion de las citoquininas.

De las citoquininas que se evaluaron, BA fue la
que logré inducir mayor tasa de multiplicacion
de los brotes. Estos resultados estan en corres-
pondencia con los informados en la literatura
donde se emplea la BA a 4,44 pmol I'' como
la concentracion mas adecuada para la proli-
feracion de las Paeonia en el medio de cultivo
semisolido.

La tasa de multiplicacién que se obtuvo para
las diferentes variedades esta en corresponden-
cia con la ya informada para otras especies de
Paceonia la cual oscila entre 2,5 y 3,5. Harris y
Mantell (1991) sugieren que esta tasa de mul-
tiplicacion es adecuada para la propagacion
comercial de esta especie. Beruto et al. (2004b)
informaron que la tasa de multiplicacion, la
frecuencia de necrosis y la hiperhidricidad
de los brotes son dependientes del cultivar y la
tasa de multiplicacién decrece en funcion del
numero de subcultivos, lo cual es un importante
factor para tener en cuenta para programar una
produccion comercial. Sin embargo, la evalua-
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cion de la efectividad de la técnica de inmersion
temporal en estas variedades podria incrementar
la tasa de multiplicacion y hacer mas eficiente el
proceso de micropropagacion. Este aspecto sera
abordado en futuras investigaciones.

Elporcentaje de brotes enraizados fue dependiente
del tratamiento con citoquininas durante la fase
previa de proliferacion. Aquellos que estuvieron
expuestos a altas concentraciones de citoquininas
presentaron menores porcentajes de emision de
raices. Bouza et al. (1994a) sefialaron que el ci-
clo de subcultivos en presencia de citoquininas
puede afectar el enrizamiento de los brotes y que
a medida que aumenta el nimero de subcultivos
se incrementa la presencia de brotes adventicios.

Es bien conocido que la capacidad y el proceso
de formacion de raices de los explantes cultiva-
dos in vitro depende de los contenidos enddge-
nos de auxinas y citoquininas (Georges 1993).
En un estudio combinado de HPLC-ELISA para
evaluar la capacidad de enraizamiento de brotes
de Paeonia propagadas in vitro, se comprobd
que la capacidad de enraizamiento de los brotes
fue favorecida por una acumulacion de AIA en-
ddégeno, la cual ocurre s6lo cuando el contenido
de BA del medio de proliferacion era menor. Los
brotes principales a partir de cinco semanas de
proliferacion lograban este balance hormonal y
fueron los de mejor enraizamiento con un 87%,
mientras que los brotes provenientes de ciclos
mas cortos siempre contenian altos niveles de
citoquininas y la capacidad de enraizamiento
estuvo entre 25 y 55% (Bouza et al. 1994 a).

En el proceso de enraizamiento de las cuatro
variedades de Paeonia se encontraron dos tipos
diferentes de raices, una prominente y potente
que emerge de la base del brote con buenas ca-
racteristicas para la reserva de nutrientes y otras
de tipo mas débiles que no parecen emerger de
la base del brote, sino que el proceso se asemeja
auna rizogénesis a partir del callo que se forma
en la base del brote. Las raices del primer tipo se
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presentaron con mayor frecuencia en los brotes
expuestos a bajas concentraciones de BA.

El enraizamiento in vitro y la aclimatizacion
ex vitro de las Paeonia han sido también co-
rrelacionados con una detencion del desarrollo
del brote. Un tratamiento a bajas temperaturas
previo a la aclimatizacion es necesario para
lograr la actividad funcional de las raices. Du-
rante el proceso de induccion del enraizamiento,
la actividad de las células meristematicas se
incrementan debido a la supresion de la BA'y
a la adicion de auxina en el medio de cultivo
(Beruto et al. 2004b). Para explicar este hecho
dos hipdtesis han sido propuestas.

La primera hipdtesis sugiere que el contenido
endogeno de citoquininas no es el suficiente para
el desarrollo autébnomo y podria considerarse una
inhibicion del crecimiento. Esta se corresponde
con el hecho de que las vitroplantas se desarrollan
otra vez normalmente cuando se cultivan in vitro
sobre un medio de multiplicacion el cual contiene
citoquininas. La segunda hipdtesis apunta que un
estado dormante se induce por la acumulacion de
ABA (Bouza et al. 1994b).

Efecto del medio de cultivo en el coeficiente
de multiplicacion y calidad morfolégica de los
brotes de cuatro variedades de Paeonia. En la
tabla 2 se muestra el efecto de la interaccion del
medio de cultivo y el pretratamiento con citoqui-
nina en el coeficiente de multiplicacion y calidad
de los brotes de cuatro variedades de Paeonia
después de cinco semanas de proliferacion. En la
variedad GoBa, el medio de cultivo de Lepoivre
(1977) aument¢ el coeficiente de multiplicacion
de forma independiente al pretratamiento con
citoquininas. No se encontraron diferencias
significativas en el niimero de hojas por brote,
mientras que los brotes de mayor longitud se pre-
sentaron en el medio de Lepoivre sin la influencia
del pretratamiento de citoquininas. Los brotes de
mayor diametro igualmente se lograron en este
medio basal sin pretratamiento de citoquininas.
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Tabla 2. Efecto del medio de cultivo y el tratamiento de citoquinina en el coeficiente de multiplicacion y calidad morfologica

de los brotes en cuatro variedades de Paeonia

Medi.o de Citoquinina CM # de hojas/ IiJ: Ill)%‘:)ttl::: pzllil::deit (()ie
cultivo brote (cm) brotes (cm)
Variedad GoBa
Lepoivre P 2,4a 49 6,2ab 0,6a
SP 2,3a 4,5 7,1a 0,9a
MS P 1,7a 4.5 4.4c 0,6a
SP 1,9a 43 5,2ac 0,6b
Significacion * NS * *
Variedad CoLo
Lepoivre P 1,7b 4,0c 5,4a 0,5b
SP 1,5b 4,7b 3,5¢ 0,5b
MS P 2,4a 5,6a 5,8a 0,9a
SP 1,3b 4,0c 4.8b 0,5b
Significacion * * * *
Variedad JuRo
Lepoivre P 1,16 6,0a 6,8 0,53
SP 1,41 4,5b 5,5 0,53
MS P 1,08 4,0b 5,3 0,50
SP 1,41 4,7b 5,5 0,53
Significacion NS * NS NS
Variedad Bartzella
Lepoivre P 1,0b 4,6b 6,6a 0,76b
SP 1,5b 2,8¢c 3,7d 0,51c
MS P 2,0a 5,3a 5,6b 0,76a
SP 1,3b 5,3a 5,0c 0,79a
Significacion NS * * *

En las variedades Colo y Bartzella, el empleo
del medio MS (1962) con el pretratamiento de
citoquininas increment? significativamente el co-
eficiente de multiplicacion asi como el nimero de
hojas/brote, longitud y el didmetro de los brotes.
En JuRo, no se encontraron diferencias estadisti-
cas entre los coeficiente de multiplicacion, ni para

los indicadores de calidad evaluados. Solo en los
brotes con un pretratamiento de citoquininas y
establecidos en el medio de Lepoivre presentaron
un aumento significativo del nimero de hojas.

La principal diferencia de la composicion entre
el medio de Lepoivre (1977) y el medio MS
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(1962) modificado se basa en la concentracion
de los nitratos y amonio asi como el calcio.
Al comparar la concentracion de estos iones,
se observa que la concentracion de nitrato de
amonio se reduce a la cuarta parte, en el medio
de Lepoivre y la concentracion del nitrato de
potasio es menor en el medio de Lepoivre y el
calcio se incrementa 1,5 veces. En este medio
de cultivo, el calcio se suministra como nitrato de
calcio, mientras que en el medio MS el calcio
se adiciona como cloruro de calcio.

La adicion del calcio se recomienda en el cultivo
in vitro de las Paeonia. Orlikowska et al. (1998)
utilizaron el medio MS suplementado con do-
ble cantidad de cloruro de calcio y sulfato de
magnesio para la regeneracion de brotes a partir
de la base de los peciolos y pétalos de Paeonia
mlokosewitschii y P. tenuifolia.

En la estimulacion de yemas axilares de dieciséis
variedades de Paeonia se utilizé el medio WPM
(Lloyd y McCown 1980) con doble concentra-
cioén de iones calcio (6 mM). La propagacion
se realiz6 por la division de los brotes axilares
cada ocho semanas, la tasa de multiplicacion y
la calidad de los brotes se evalu6 por un afio en
el mismo medio de cultivo (Beruto et al. 2004b).

En el estudio de diferentes tratamientos hor-
monales durante la multiplicacion in vitro de la
variedad de Paeonia "Mme de Vatry” se utilizo
el medio MS con doble concentracion de calcio
y 4,44 umol I'' de BA (Bouza et al. 1994a).

Como uno de los principales cationes, el cal-
cio ayuda al balance de aniones dentro de la
planta. A consecuencia de su capacidad para
unirse a moléculas bioldgicas, este elemento
esta involucrado en la estructura y propiedades
bioldgicas de las membranas y de la capa media
lamelal de la pared celular. La enzima B- (1-3)
glucan sintetasa depende para su actividad de
los iones calcio y la sintesis de celulosa por la
célula no ocurre al menos que existan cantidades
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micromolares de este i6n en el medio de cultivo.
Algunas otras enzimas son calcio dependientes
y este actlia como cofactor en las enzimas res-
ponsable para la hidrélisis del ATP (Salisbury
y Ross 1992).

Aunque las concentraciones de calcio puedan
estar presentes en el rango de milimolares dentro
de la célula de las plantas, los iones calcio son
bombeados fuera del citoplasma celular para
mantener la concentracion alrededor de 0,1 pM.
Este removimiento activo de los iones calcio a
partir del protoplasma es necesario para prevenir
la precipitacion de iones fosfato e interferir con la
funcién del magnesio (George 1993).

Los iones calcio estan involucrados en la mor-
fogénesis in vitro y es requerido para algunas de
las respuestas inducidas por los reguladores
de crecimiento de las plantas, particularmente
las auxinas y las citoquininas. La formacion de
protocormos a partir de callos de Dendrobium
fibriatum fue pobre cuando el calcio se suprimio
del medio de cultivo. También en segmentos de
tallos de Torenia la formacion de yemas adven-
ticias inducida por las citoquininas parece estar
mediada, por un incremento en los niveles de
calcio dentro de la célula (George 1993).

A partir de estos resultados se demuestra la
funcidn del calcio en la expresion de la morfo-
génesis in vitro. Para el caso especifico de las
Paeonia un incremento en la concentracion de
este 16n puede ser necesario para aumentar la
capacidad morfogenética de los brotes a través
de la accion de citoquininas. Esta bien estable-
cido que los explantes de las Paeonia durante el
cultivo in vitro decrecen su capacidad para regu-
lar el metabolismo auxina-citoquinina. La falta
de estas hormonas durante un periodo cuando
los brotes estan en completo desarrollo causan
estrés, el cual podria resultar en un aumento
en la acumulaciéon de ABA y la subsiguiente
induccion de la dormancia (Bouza et al. 1994a).
En los mecanismos de accion hormonal en las
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plantas esta bien establecido el papel del calcio
como mensajero secundario cuando se une con
la proteina calmodulin (George 1993).

De alli que el aumento en la concentracion de
este i6n en el medio de cultivo para la pro-
liferacion de las Paeonia podria potenciar la
accion de las citoquininas en la formacion de
brotes. Esta respuesta fue genotipo dependien-
te y solo en la variedad GoBa se logro6 el incre-
mento en el coeficiente de multiplicacion en
el medio de cultivo Lepoivre, rico en calcio,
independientemente del pretratamiento o no
de citoquininas. En las variedades Bartzellay
CoLo una mejor respuesta en la proliferacion de
los brotes se logr6 en el medio MS con doble
concentracion de calcio, lo cual evidencia que
para estas plantas ademas de altas concentra-
ciones de nitr6geno como iones amonio parece
ser favorable.

El analisis de apices necréticos ha demostrado
estar asociado con deficiencia de iones calcio
en los mismos (Debergh 1988). Debido a que
el calcio no es removilizado dentro del tejido
de las plantas, los brotes en crecimiento activo
necesitan un constante suministro fresco de
iones en la corriente de la transpiracion. Un
inadecuado suministro de calcio puede ser el
resultado de una limitada asimilacion del i6n
por la planta o un transporte inadecuado a través
de los tejidos de la misma. Este ultimo causado
por la ausencia de transpiracion debido a la alta
humedad relativa en el vaso del cultivo. Esto
puede ser remediado por una reduccion de la
temperatura o utilizando vasos de cultivo los
cuales promuevan un mejor intercambio gaseoso
o el aumento en las concentraciones de calcio
en el medio de cultivo.

La toxicidad por cloro puede presentarse cuando
se adiciona cloruro de calcio al medio de cultivo.
Para evitar esta dificultad la adicion de 6 mM
de gluconato de calcio al medio WPM es reco-
mendable (George 1993). Por esta razén para
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aumentar la concentracion de calcio a 1.200 mg/1
para la proliferacion de las Paeonia se empled
el nitrato de calcio.

En las variedades de Paeonia que se ensayaron,
el efecto del pretratamiento con citoquininas fue
también genotipo dependiente y presento efecto
favorable en el coeficiente de multiplicacion en
las variedades CoLo y Bartzella con el uso del
medio de cultivo MS modificado.

Se reconoce que uno de las principales factores
que incide en la baja capacidad de proliferacion
de las Paeonia son los altos contenidos endoge-
nos de ABA que provocan el estado dormante
de los brotes. Un tratamiento de los brotes al
frio al final del subcultivo incrementa la multi-
plicacion (Albers y Kunneman 1992). Durante
el cultivo in vitro de las plantas de Paeonia la
capacidad de los brotes para regular el balan-
ce auxina-citoquininas decrece (Bouza et al.
1994b). Por ello el empleo de pretratamientos
con citoquininas podria constituir una practica
para mantener el coeficiente de multiplicacion
y evitar la exposicioén continuada de los brotes
a altas concentraciones de BA.
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