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RESUMEN 

En este trabajo se llevó .,a cabo la propagación vegetati 

va "in vitro", de los portainjertos enanizantes del manzano 

EM-26 y MM-106. 

Para ésto, se estableció una técnica de esterilización 

del material biológico proveniente del campo, en donde se pu 

do determinar que la mejor fuente de tejido para la inicia--

ción del cultivo, fueron los ápices de brotes laterales jéve 

nes. 

La ruta de propagación fue a partir de la proliferación 

de brotes laterales provenientes de yemas axilares, y ésta 

constó de cuatro fases: adaptación del tejido a las condicio 

nes "in vitro", multiplicación de brotes, elongación • induc 

ción de sistema radicular; probandose en cada una los medios 

minerales de Murashige-Skoog y el de Knop, asi como también 

diferentes concentraciones hormonales de citocininas (6-Ben-

cil adenina) y auxinos (Acido indo1-3-butirico) con el obje-

to de determinar el medio nutritivo y los balances hormona--

les que nos permitieran lo obtención de plantas completas a 

partir de un solo ápice de brote. Dando como resultado que 

en general, el medio Murashige-Skoog fue apto para ambos pa- 

trones en cada una de las fases, así como también, la mejor 

respuesta en lo inducción de brotes fue dado por el patron 

EM-26, ya que este duplicó su número cada, quince días, obte- 



niendose a partir de uno 561o, 190 vástagos en 67 dios. Lo 

que implica una potencialidad de obtención de varios millo--

nes de plantas en 12 meses. 

Por otra porte, se logró inducir la formación de siste-

ma radicular en ambos patrones, pero la respuesta fue basa. 

Teniendo ya a la fecho, los primeros árboles de manzano pro-

ducidos "in vitro*, en condiciones ambientales.  



OBJETIVOS 

El objetivo principal de este trabajo es el obtener plan 

tas completas de los portainjertos EM-26 y MM-106 del manzano, 

a partir de un fragmeilto de tejido cultivado "in vitro". Por 

lo tanto, para la iniciación del cultivo es necesario estable 

cer una técnico de esterilización que permitoutilizas orate-- 

riel proveniente del campo. Asi como también, es important* 

determinar la fuente de tejido y su estado fisiológico, debi-

do a que cada tejido u órgano presenté una diferente capaci--

dad de respuesta a las condiciones "in vitro". Además, es ne 

cosario para el éxito del cultivo, establecer las condiciones 

nutricionales, hormonales y ambientales que permitan lo propa 

gación masiva de estos portainjertos. Para lo cual, se deter 

minoró lo efectividad de los medios nutritivos de Murashige--

Skoog y el de Knop, osé como se estableceré el balance hormo-

nal entre citocininas y auxinas que induzca la mejor respues-

ta en coda una de las diferentes fases (adaptación, multipli-

cación, elongación y enraizamiento). 

Por otra parte se espera adoptar y facilitar la técnica 

de propagación vegetativa por medio del cultivo de tejidos de 

érboles frutales. 



CAPITULO I 



INTRODUCCION 

El método de propagación masiva por medio del cultivo 

de'tejidos, viene a ser uno herramienta muy importante en la 

fruticultura moderna ya que es actualmente paro algunas aspe 

cies, y augura para otras, la rápida multiplicación de gran-

des cantidades de plantas con las mismas caracterlsticas que 

sus progenitores seleccionados. 

Por medio del cultivo "in vitro", se tiene un mejor con 

trol sobre el desarrollo del material biológico ya que los 

condiciones ambientales, nutricionales y hormonales pueden 

ser perfectamente definidas, cosa que en el campo y por me--

dio de los métodos tradicionales no es posible. Asi también, 

esto técnica nos permite obtener una producción todo el año 

y una población de varios miles de plantas en poco tiempo, 

por lo que actualmente compite, y quizás en el futuro despica 

ce, a las técnicas de propagación tradicionales. 

Es importante hacer notar que, en México, lo propaga—

ción de plantas leñosas por medio del cultivo de tejidos y 

en especifico del manzano, aún es un campo virgen a pesar de 

que en paises como Inglaterra, Polonia, Bélgica, etc., yo es 

una técnica usada para la propagación comercial, lo cual les 

ha dado una ventaja en la producción mundial de árboles fru-

tales de alta calidad. Por lo tanto, y debido o la importan 

cia económica que representa el cultivo del manzano, es nece 



sorio implantar este tipo de técnicos modernas, lo cual nos 

ayudaró a elevar el nivel de la tecnología frpticola necio-

nal. De aquí surge el obbitivo general de este trabajo que 

es el de establecer las condiciones hormonales, nutriciona-

les y ambientales que nos permitan la propagación masiva "in 

vitro" de dos de los patrones mós importantes del manzano ; 

el MM-106 y el EM-26. El primero con una resistencia al pul 

gón lanigero (Eriosoma lanigerum Mausmann), el cual ataca te 

nozmente a los huertos del país, y el segundo, con un poder 

enanizonte que permite la implantación de cultivos intensi-- 

vos. 



EL MANZANO 

Colocación Taxonómica  

ORDEN : ROSALES 

FAMILIA : POMOIDEAE 

SUBFAMILIA 	MALOIDEAE 

GENERO : Malus spp. 

La familia Pomoideae consiste de 100 géneros y 300 cospe 

cies muchas de las cuales son hierbas perennes, arbustos y 

árboles. Esta familia está caracterizada por tener los par-

tes florales (pétalos, sépalos, estambres, carpelos) en múl-

tiplos de cinco. 

El género Malva tiene de 25 o 30 especies y algunas sub 

especies de las llamadas "crob-apple" (crob=espinoso), mu---

chas de las cuales, son cultivadas como árboles ornamentales 

por su floración profusa y frutos atractivos; siendo la mayo 

río de los especies utilizadas en la producción fruticolo, 

para consumo humano (Moore, 1975; Janick, 1979). 

Los árboles frutales debido o su origen híbrido y muto-

cionol frecuentemente son poliploides. En el caso del mansa 

no (n=17), la especie M. Itylvesttit Mill y otras, son diploi 

des (2n) o triploides (3n), (Jonick, 1979). 



Origen y Dispersión 

El manzano es originario de los zonas templadas de Euro 

pa, de las regiones del Cáucaso y Asia Central (Tamaro,1968; 

Moore, 1975). 

Las fuentes de información indican que el manzano comen 

z6 á ser domesticado en el sur del Cáucaso (Cape, 1979), pe-

ro descubrimientos hechos hace un siglo en Suiza y Austria, 

evidencian su cultivo ya desde la remota edad de piedra (Bi-

anchini, 1974), época en la cual, se cree que fue dispersado 

a través de Europa, desde el Mar Caspio hasta el Océano A 

tlántico. Por otra parte, sabemos que en la época de Raes--

sés III (siglo XII a.c.), ya se cultivaba o lo largo del fér 

til valle del Nilo (Bianchini, 1974). Asi como los egipcios, 

los griegos y romanos también lo cultivaron, los cuales como 

resultado de sus viajes e invasiones lo dispersaron por Euro 

pa y Asia (Moore, 1975). Posteriormente, en la Edad Media, 

el cultivo del manzano se concentré alrededor de las casas 

religiosas medievales. 

Los primeros colonos que llegaron al Nueva Mundo troje• 

ron consigo los manzanos cultivados en Europa, posteriormen-

te a inicios del siglo XVII, estos arribaron a América del 

Norte, llegando poco después hasta Africa Septentrional y 

Australia. Su difusión posterior sigue en general, el mismo 

camino que otras especies de frutales, cosa muy comprensible 

si lo relacionamos con la extensión del colonialismo de aque 
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llar tiempos. Durante esta época, algunos manzanos ya fue--

ron obtenidos deliberadamente por medio de semillas de árbo-

les seleccionados, pero no fue sino hasta que Thomas Andrew 

Knight (1759-1835), comenzó a crear nuevos manzanos por me--

dio de la hibridación, cuando se aplicó con fines practicas 

el descubrimiento del sexo en las plantas. 

Hasta la fecha, el manzano ha sido difundido en casi to 

do el mundo, ésto fue posible debido a la gran variabilidad 

genético encontrada en él, la cual permitió su adaptación a 

muy diferentes medio ambientes, existiendo en la actualidad 

huertas en Siberia y China donde las temperaturas de invier-

no bajan hasta -40°C. 

Hoy en día, los manzanos representan aproximadamente el 

50% de la producción mundial de árboles deciduos, esto varia 

claro de año a a5o de acuerdo a las condiciones ambientales 

de los principales centros de producción. Su importancia ro 

dica en que sus frutos son una rica fuente de sustancias na-

turales y farmacéuticas, además de que éstos son utilizados 

poro la manufactura de sidras y bebidas do sabor dulce y a-

gradable, asi como también en lo elaboración de platillos ex 

quisitos. Como fruta fresca, se consume en todo el mundo en 

cantidades enormes ya que aporta gran cantidad de sustancias 

nutritivas, es altamente digestiva, de olor atractivo y deli 

cioso sabor. Debido a todas estos caracteristicas es uno de 

los árboles frutales cuyo cultivo ha inducido a realizar in-

vestigaciones para optimizar su producción, yo sea perfeccio 

nando las técnicas tradicionales o aplicando nuevas. 



CAPITULO II 



EL ÁRBOL FRUTAL 

El árbol de manzano cultivado actualmente en forma co--

merciol, en general esta injertado, por lo tanto, constitui-

do por dos partes vegetales (Fig. 1) intimament• asociadas: 

el patrón o portoinjerto (parte subterranea y basca del 6r--

bol), y el injerto que constituye la parte aérea (tronco, ro 

mas primarias, y romas secundarias). Un árbol injertado es 

por lo tanto, una asociación, consecuencia de la superposi-

ción • interacción de dos metabolismos, ya que al injertar',  

se conectan o ensamblan dos porciones de tejido vegetal vivo, 

en forma tal que siguen viviendo y se comportan después como 

una sola planta, por lo tanto, las influencias mutuos del pa 

trón y el injerto así como sus consecuencias naturales son 

múltiples (Dicaz, 1974). 

Los razones por las cuales se realiza el injertado en 

los árboles frutales son muchas, basicamente; la perpetuación 

de clones que no se pueden reproducir con facilidad por otros 

métodos asexuales; asi como la transmisión de la influencia 

benéfica que ejerce el patrón sobre el injerto en la regula-

ción del tamaño de la planta, en la inducción de precocidad 

e incremento en la floración y en lo resistencia o medios am 

bientes adversos, enfermedades, patógenos, etc. 
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FRUTAL INJERTADO . 



El Patrón  

Un patrón para árbol frutal puede ser de dos diferentes 

tipos; patrón de semilla, y patrón clonal. 

Patrones de semilla  

Son originados a partir de semilla, y constituyen la ma 

yerta de los patrones usados para árboles frutales debido a 

que el suplemento de semilla es abundante y barato y el cos-

to de producción es relativamente baso. Estos han sido por 

tradición "suficientemente buenos" para las operaciones fru. 

«colas y de vivero, aunque tienen la gran desventaja de que 

nunca los individuos son iguales a sus progenitores en su 

constitución genética, lo que puede implicar lo pérdida de 

características deseadas debido a su caracter heterocigótico. 

Patrones clonales  

Estos se pueden considerar los mejores y más importan-

tes patrón*. para los árboles in)ertados,debido a que presen 

tan el genotipo de sus progenitores seleccionados, y por es. 

to, son los Gnicos que permiten uno homogeneidad de vegeta. 

cién y de productividad en la plantación (Coutanceau, 1970). 

Esto •s especialmente cierto para el manzano, y prometen ser 
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de gran importancia en el futuro para otro clase de frutales 

en los que ción no se han utilizado.' 

Estos patrones pueden ser obtenidos vegetativemente o 

partir de diferentes fuentes como son; 

a) Varetas de madera dura 
(Porción de brote dormido) 

b) Varetas de madera suave 
(Porción de brote can hojas) 

c).Varetas de raíz 
(Porción de raiz durmiente) 

d) Acodado, etc. 

El método particular a usar depende de muchos factores 

como; disponibilidad del material biológico, costo, suplemen 

.to de labor y tierras y también de lo naturaleza del 11~6* 

por si mismo. Ala como cada variedad de fruto tiene cascote 

res individuales de sabor, color, olor, cualidad de preserve 

ci6n, etc.hpor si mismo, cisi, coda patrón tiene coracteris. 

ticas individuales de enraizomionto y de respuesta a diferen 

tes tratamientos para enraizor'(Tukey, 1964). 



CAPITULO III 
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PATRONES DE MANZANO 

Cultivos Intensivos  

Como resultado de los progresos técnicos adquiridos du-

rante los últimos anos, y por las apremiantes exigencias.eco 

n6micas de nuestra época se han estado abandonando los siete 

mas clásicos del cultivo del gran árbol "estandard" con su e 

norme masa poco económico, por unidades mucho ■ás compactas, 

paro implantar los cultivos intensivos que se imponen como 

orientación obligada dentro de la fruticultura. Paro este 

sistema de plantaci6n deben de usarse patrones clonales ena-

nizantes, ya que estos tienen la facultad de reducir el volu 

men (porte) de las variedades sobre ellos injertadas, trans-

formando sus características de desarrollo en las más reduci 

das formas, do tal manera, que las densidades de las huertos 

han cambiado do 65 árboles estandard por hectárea hasta 

100,000 unidades con el uso de patrones superenonizontes 

(Hudson, 1971; Child, 1972; Luckwill, 1973). 

Por este mótodo de cultivo intensivo se han podido obts 

ner a los tres o cuatro años do plantación, producciones de 

manzanas superiores a los 40,000 kg por hectárea (Juscofresa, 

1963) y en plantaciones adultas hasta 100,000 kg (Tukey, 4-

1964). 

Estos portainjertos procedentes de la multiplicación 



clonal caracterizados por su sistema radicular fasciforme, 

de escasa profundidad y penetración en el suelo, permite es-

tablecer huertos en tierras de poca profundidad y absorber 

con mayor facilidad todo clase de materias nutritivas, que 

aquellos árboles injertados sobre patrones de semilla, ya 

que sus raíces se desarrollan a mayores profundidades. 

Los patrones enanizantes del manzano han sido obtenidos 

tras años de experimentación en los centros de investigacio-

nes hortícolas de las estaciones de East Mailing y John In--

nes, Inglaterra, dando origen a las series Mailing (EM) y 

Malling-Merton (MM) de portainjertos clonales. 

Serie Mailing (EM)  

Desde 1912 la estación de investigaciones frutícolas.de 

East Mailing, Inglaterra, emprendió una bosta selección de 

patrones clonales del manzano para lo obtención de lineas 

progenitoras, trobajos.que desde su inicio se enfocaron tam- 

bién o la definición morfológica y fisiológica de patrones 

designados de EM-1 a EM-27 (Díaz, 1974). Estos varían en vi 

gor (Prestan, 1958a; 1958b), desde muy enanizantes, a muy vi 

gorizantes (Tabla 1), en su efecto sobre el cultivar injerto 
do en ellos (Zeiger, 1960). 

Aparentemente los patrones Mailing forman uniones de in 

jertos por completo compatibles con lo mayoría de los culti-

vares, pero ninguno es resistente al pulgón lanigero (Erio--

w.na laniaerum H.), el cual se alimenta de la savia del mon- 
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zano, dando lugar a la formación de chancros o tumores y pre 

dispone por este dallo a enfermedades criptogómicas que pue-

den ser mortales (Garner, 1953; Prestan, 1953; Brase, 1965; 

Prestan, 1971; Alvarez, 1974). 

Serie MallingMerton (MM)  

La institución hortícola de John Innes y la estación de 

East Mailing, empezaron a trabajar en conjunto en 1928, para 

la obtención de una nueva serie de patrones para el manzano 

resistentes al pulgón lanigero y con una gama en el vigor 

del brote formado con ellos (Tabla 1). De este grupo, cua-

tro patrones MM-106, MM-104, MM-111, M-25 se han usado cm, 

pliamepte. Todos, excepto el M-25 muestran resistencia al 

pulgón (Go-ner, 1953; Zeiger, 1960). Otras características 

mejoradas asociadas con estos patrones son, alto rendimien- 

to, inducción de precocidad en la floración (en algunos); ór 

boles generalmente bien anclados, ausencia de hijuelos y bue 

nos cualidades para la propagación. 

Tabla 1.- Vigor de algunos patrones del manzano de las se--
ries EM y MM. 

Patrones superenanizantes 	EM-27, EM-9 

Patrones enanizantes 	EM-26, EM-8 

Patrones semienanizantes 	MM-106, EM-7 

Patrones vigorizantes 	EM-2, MM-111, MM-104 

Patrones muy vigorizantes 	EM-16, EM-25, MM-109 



TABLA. 2.- ATRIBUTOS DE ALGUNOS PATRONES DEL MANZANO DE USO COMERCIAL 

( Modificado de Hutchinson, 1967 ) 

to 	a 	C 
ca 
1 N 

O 	 O 
2 cn Z 

O  
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hl  
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r4 O O til 	4 1 1 NI H 	2 N 4 
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U b-I 	 E-1  
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I R R R 

PATRON VIGOR INDUCCION DE 
PRECOCIDAD 

INDUCCION DE 
PRODUCTIVIDAD 

PROPAGABILIDAD 

EM-26 E Bueno Excelente Regular 

MM-106 SE Excelente Excelente Bueno 

EM-7 SE Bueno Bueno Excelente 

EM-9 E Excelente Excelente Regular 

\,. 

MM-111 V Pobre Bueno Bueno 

R 

S 

1 

R 

MS 

E = Enanizante, SE = Semienanizante, V = Vigorizante, S = Susceptible, R = Resistente, 

I = Intermedio, MS = Muy susceptible 
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Es de vital importancia para el propagador que junto a 

los características de vigor, un portainjerto de manzano de u 

so comercial presente las siguientes propiedades (según Cum--

mins, 1974): 

- Resistencia a extremos climáticos, particularmente a 

cambios repentinos de temperatura; 

- Resistencia a problemas edóficos especialmente a sue--

los excesivamente secos o excesivamente húmedos; 

- Resistencia a enfermedades e insectos, en especial al 

ófido del pulgón lanigero, al collar de la raíz (Phytophtoro  

cactorum (Leb y Cohn)), y al tizón del manzano (Erwinina ult» 

lavara (B) (Winslow); 

. Anclaje suficiente y carencia de hijuelos de raiz, es 

pecialmente en suelos poco profundos; 

- Inducir precocidad e incrementar la productividad. 

Estas características las presentan en mayor o menor 

grado los patrones de las series EM y MM, lo que le do o ca- 

da uno cualidades muy particulares como se puede apreciar en 

la Tabla 2, en la cual los datos presentados hacen resaltar 

que los patrones EM-26 y MM-106, tienen características so- 

bresalientes; ellos inducen la fructificación temprana y al- 

ta producción en el cultivar injertado, así como también son 

resistentes a virus latentes (Cummins, 1974). 
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Patrón EM-26 (EM-16 X EM-9)  

Este patrón fue introducido en 1959 en lo estación de 

East Mailing, es el patrón inglés con más resistencia a los 

inviernos muy fríos negada para la MM-106, 	EM-9 (Wil- 

dung, 1973). Es éste una selección a partir de la familia 

EM-16 X EM-9 (Ruehle, 1958), teniendo como sus padres una 

extrema sensibilidad al tizón del manzano (Rom, 1971; Cum---

mins, 1972; 1973). La capacidad enanizante de este patrón 

hace posible plantar árboles a densidades do 450 a 700 por 

hectárea (Hutchinson, 1967). El EM-26 no enraiza bien en la 

cama de propagación (Garner, 1966), aunque se ha reportado 

(Hartman, 1965), que se le propaga con facilidad por estacas 

de madera suave bojo niebla o por estacas de madera dura, a-

demás de que no presenta problemas de incompatibilidad. 

Patrón MM-106 (Northern Spy X EM-lj 

Es el más extensamente plantado nn NcrtJamárica (Mu--

llins, 1972), ha sido plantado intensivamente un Australia, 

Nueva Zelanda, Sud-América y otras regiones donde prospera 

el 6fido lanigero (Gillomee, 1968; Fishor, 1969; t3air, 1971). 

En Inglaterra es el patrón de manzano más popular poro árbo-

les de mata y para setos bien espaciados. 

Los cultivares injertados sobro el. MM-106 fructifican 

precozmente y tienen una producción muy densa (Rogara, 1957; 
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Brozo, 1965; Cummins, 1972). La capacidad enanizante de es-

te patrón puede ser perdida al injertarse algunos cultivares 

sobre él, ya que podría producir un árbol de tamaño normal. 

En el vivero se propaga satisfactoriamente por acodo y 

por vareta (Gorner, 1953), las raíces anclan bien y no produ .  

ce hijuelos, así como también es resistente a la asfixio ra-

dicular. Su principal debilidad puede ser su susceptibili-

dad a la agalla de lo corona. Crece bien en vivero y no es 

resistente a las helados tempranas de otoño. 

A pesar de sus limitantes, sus cualidades hortícolas ha 

cen al MM-106 dificil de reemplazar (Hutchinson, 1969), y al 

gunos consideran que es el mejor de los patrones enanizantes, 

por lo tanto el reemplazo tendría que ser resistente al co--

llar de la raíz, a la agalla de la corona y al tizón del man 

zona (Hartman, 1980), así como también a las heladas. 

Los patrones EM-26 y MM-106 inducen uno entrada en pro-

ducción rápido y muy productiva, por lo quo debe señalarse 

que los portainjertos que inducen más rápidamente la produc-

ción son también aquellos quo dan lo mejor calidad de frutos 

(Lamonarca, 1978). 



CAPITULO IV 
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PROPAGACION ASEXUAL 

Propagación Tradicional  

Los métodos tradicionales de propagación vegetativa ex-

plotan el mecanismo natural de la reproducción asexual sien-

do su objetivo el producir plantas uniformes de un genotipo 

seleccionado. El uso de varetas e injertos para este propó-

sito, esta ampliamente extendido, siendo usado el segundo mé 

todo para árboles seleccionados, difíciles de enraizar, etc. 

El método tradicional de propagación del manzano consis 

te en injertar el cultivar sobre el portainjerto, el cual, 

se obtiene de la planta madre mediante vareta o acodado tras 

dos años do desarrollo en el vivero. 

Propagación "in vitro" por Cultivo de Tejidos  

El cultivo "in vitro" de plantas superiores consiste en 

el crecimiento bajo condiciones asépticos do embriones, semi 

lías, órganos, tejidos, células o protoplastos en un medio 

de cultivo artificial. 

No hace mucho tiempo, el cultivo de tejidos vegetales 

era considerado un proceso complejo, únicamente apropiado pa 

re la investigación básica en laboratorios extremadamente 

bien equipados. Afortunadamonte,los avances obtenidos en 
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los últimos años han hecho posible la difusión de esto técni 

ca. Existiendo hasta ahora (Muroshige, 1974a) cuatro gran—

des áreas en las cuales es aplicable; 

1.- Multiplicación clonal rápida. 

(Propagación masiva de plantas selectos). 

2.- Fitomejoramiento. 

3.- Recuperación de clones libres de enfermedades y pro 

servación de germoplasma valioso. 

4.- Obtención de productos naturales y farmacéuticos. 

Multiplicación clonal rápido  

Así como los métodos convencionales, la micropropagación 

vegetativa por cultivo de tejidos "in vitro" también explota 

el mecanismo natural de la reproducción asexual, permitiendo 

además mucho mayor control y manipulación de los tejidos en 

desarrollo, dentro del tubo de cultivo. 

Tradicionalmente una vareta da origen a uno sola planta, 

pero millones de plantas pueden ser producidos a partir de 

uno sola pieza vegetal por medio del cultivo de tejidos. 

Lo técnica de propagación masiva de plantas "in vitro" 

se inició en los años cincuentas, cuando Morel (1960), notó 

que era posible por medio del cultivo del ápice vegetativo 

de orquídeas eliminar virosis y producir al menos, 4 millo--

nes de plantas por año por cada explante. Durante los últi 

mos años, esto técnica aplicada o plantas superiores ha veni 

do a ser una herramienta importante para los propagadores de 
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bido a que se pueden resolver con ella los siguientes proble 

mas; 

- Cuando los métodos convencionales existentes 

de propagación son bastante lentos y/6 algunas 

veces no costeables; 

. Cuando la propagación vegetativa tradicional 

no es posible; 

- Cuando los fitomejoradores necesitan algunas 

plantas de un genotipo selecto a corto plazo; 

- Cuando la producción de material vegetativo li 

bre de patógenos (virus, bacterias, hongos, le 

yoduros, nemátodos, etc.), es necesaria (Gil--

liomee, 1968). 

Debido a los ventajas que presento el cultivo de tejí--

dos para la propagación, una gran cantidad de plantas orna--

mentales, herbáceas, algunos árboles forestales y unos pocos 

frutales catan siendo producidos por este método. Siendo en 

general el mismo principio para todos (Murashige, 1974a; 

1977o; 1977b). 

Para realizar la propagación masiva "in vitro" han sido 

usadas como explante (porción de planta que se usa para ini-

ciar el cultivo) casi todas las partes de lo planta; ■erist-* 

mos apicales, primordios foliares, yemas, segmentos de tollo, 

raices, órganos de almacén, peciolos, hipocótilos, órganos 

florales, etc.; encontrándose una en particular (dependiendo 

de la especie), que responde mejor poro estos fines. 
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Es de gran importancia para asegurar el éxito del culti 

vo "in vitro" seleccionar la parte de la planta que nos va a 

servir como explante, tomando en consideración la fuente (ór 

gano), la edad del órgano, estación en la cual esta siendo 

obtenido, tamaño del mismo y sobre todo la calidad de la plan 

ta de la cual, será tomado (Murashige, 1974b). Habiendo ya 

seleccionado las características del tejido, la multiplica--

ción puede ser llevada a cabo por medio de una provisión o--

propiada de dos grupos de hormonas; basicamente citocininas 

y auxinas. Es común agregar sustancias auxiliares para au—

mentar lo efectividad del balance hormonal como; fosfatos i-

norgánicos (Murashige, 1974b), aminoácidos (Huang, 1976), 

compuestos fenólicos (Gur, 1968; Jones, 1976o), etc. 

El proceso de multiplicación puede involucrar embriogé-

nesis somática, crecimiento de los brotes exilares o la for-

mación de brotes adventicios, pudiéndose originar estos ólti 

mos y los embriones somáticos a partir de callo (conjunto de 

células indiferenciadas), (Abbot, 1978). 

Con gran cantidad do plantas han sido requeridas muchos 

investigaciones para evaluar las necesidades nutritivas del 

medio, ya que muchos cultivos do tejidos no han sido capaces 

de responder, debido a que sus requerimientos nutricionales 

difieren de los suplidos a el medio. Por otra parte, aunque 

haya una provisión nutricional completa, han fallado las res 

puestas del tejido para lo proliferación debido al desconocí 

miento de las condiciones físicas ideales como: luz (intensa 

dad, calidad, duración), temperatura, consistencia liquida o 



sólida del medio, etc. Aunque se considera que son dos feo. 

toree en particular los que definen el éxito o el fracaso del 

cultivo: el origen del explante y el medio de cultivo (Goa.. 

bono  1976). 

El tejido que ha proporcionado mejores resultados para 

propagar árboles frutales.ha sido obtenido de los meristemos 

y ápices de brote (Fig. 2), debido a que se mantiene la orga-

nización normal del brote diferenciado y el riesgo de la pro-

liferación de células mutantes que presenta la propagación a 

partir de callo, está casi eliminado (Abbot, 1978). 

Rutas de propagación "in viT.ro" de árboles frutales  

Existen dos rutas princi-,:nl,a que pueden ser seguidas en 

el cultivo de tejidos y que conducen a la multiplicación y re 

generación do arboles. Una en directo: (misma que seguiremos 

en este trabajo), la cual muntione los elementos organizados 

de la planta madre, y la ora es indirecta, vía diferencia—

ción de callo y cól.da., en luspgnsióh, coro se esquematiza en 

la Figura 3. 

El mótodo do cultivo do tejidas "in vitro" por la vía di 

recta para la propagación clonal, gcnoralmento consiste de la 

secuencia siguiente; 

1.— Establecimiento del cultivo asóptico; 

(A partir do tejido fresco e implica la adapta-

ción do fra.'.0 a len condiciones "in vitro"). 
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Figura 2 .- SECCION LONGITUDINAL DE UN ÁPICE DE 

BROTE , EN EL CUAL' SE 'ESQUEMATIZAN LAS YEMAS 'JUMARES 

QUE VAN A DAR ORIGEr POSTERIORMENTE A BROTES LATERALES. 
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Figura. 3 .- RUTAS DE MULTIPLICACION Y R1GENERACION DE 
ARBOLES,EN EL CULTIVO DE TEJIDOS. 

(Modificado de Abbot,1978) 
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II.- Multiplicación del propógulo; 

(Fase en lo cual se induce un rápido incremento 

de órganos y otras estructuras) 

III.- Elongación de los vástagos; 

(Adquisición de mayor tamaño) 

IV.- Inducción de sistema radicular; 

(Formación de raíces en los vástagos individua- 

lizados para así formar plantas completos) 

V.- Paso a invernadero; 

(Implica la conversión de la planta heterótrofa 

a autótrofa y su adaptación a condiciones medio 

ambientales). 

Cultivo de Tejidos del Manzano  

Antecedentes 

Un gran número de investigadores han reportado experi-

mentos en los cuales se han cultivado ápices do brote de man 

zano, en general con pocos resultados en la producción de 

plantas y sin obtener multiplicación en el cultivo, para in-

crementar el número de éstas. 

En los inicios de las investigaciones, Jones (1967), de 

mostró que lo 6-Bencil-amino marino (BAP), aumenta el creci-

miento del cultivo de brotes del patrón EM-26, así como tam-

bién Pieniozek (1968), demostró un efecto similar en ápices 

aislados de plántalas. En ambos reportes la formación sapo. 

ródico de rata*, no aportó beneficio aparente a los brotes. 
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Más recientemente Dutcher (1972), cultivando yemas exilares 

con un fragmento de tallo obtuvo menos del 1% de los culti-

vos con raíces donde la BU' tuvo un papel inhibitorio en el 

crecimiento de los broten. Sin embargo, Walkey en 1972 usan 

do también material de p:.6ntulas observó inducción del siete 

ma radicular en el 50% do los cultivos después de 20 semanas. 

Más tarde, Elliot (1972), reportó por primera vez la produc-

ción de plóntulas y demontr6 que mientras la BAP o la Zeati-

na aumentaban el crecimiento de los brotes, otros tratamien- 

tos con auxinas y giberelinas fracasaron en la inducción de 

raíces. Posteriormente /1bbot (1976), citó un método en el 

cual fueron obtenidos grandes cantidades de brotes a partir 

de un sólo ápice, los cuales ya pudieron ser enraizados. 

Jones (1976a; 1976b), estudió el efecto de los compuestos fe 

nólicos; floridzin y floroglucinol (presentes en la savia xi 

lem6tica del manzano), en el cultivo de ápices; él mismo en 

1977, logró un método efectivo para la multiplicación de 

plantas del manzano. 

Hasta ahora se han seguido haciendo estudios en algunos 

paises del mundo para lograr la propagación de algunos potro 

nes e injertos (De Paoli, 1979; Morini, 1979; Standardi,1979; 

Jones, 1979a; 1979b; 1980; Werner, 1980). 

Cabe señalar que conjuntamente o los trabajos anterior-

mente descritos, otros autores (Messer, 1969; Elliot, 1972; 

Quoirin, 1974; Milewska, 1977; Singha, 1978; etc.) han afron 

todo problemas del cultivo de tejidos de este frutal sobre 

muy diversos aspectos como eliminación de virus, regeneración 



de collo, influencia de la luz, reguladores de crecimiento, 

medios nutritivos, etc. 





MATERIAL Y METODO 

Obtención del Cultivo Aséptico  

El primer obstáculo que se presenta para poder multipli 

car "in vitro" cualquier planta, es el obtener el cultivo a-

séptico. Este paso es tan definitivo, que si no hay asepsia 

del tejido no hay cultivo. 

Material biológico  

Varetas de madera dura de un año*, defoliados natural--

mente y despuntados, de los portainjertos B1-26 y MM-106. La 

vados en agua corriente, desinfectadas con hipoclorito de so 

4114.91 3% y puestas en bolsas de plastico con papel secante 

hómuks Wrmoneciendo 0111 en refrigeración constante (42°C), 
hasta ser usados. 

Debid o que las varetas antes de ser colectadas estu-

vieron expuestas a los patógenos (hongos, bacterias, etc.), 

del medio ambiente durante un olio, éstos so introdujeron y 

acumularon entre las escamas imbricadas de los yemas vegeta-

tivas, haciendo ost, difícil lo asepsia del tejido, por lo 

que se realizaron diferentes pruebas para lograr ésta (Tabla 

3). En estas pruebas se variaron tanto los características 

• Proporcionados por el Centro de Desarrollo Fruticola de la 
CONAFRUT. Cd. Guerrero,Chihuahua. 



físicas del explante (microvaretas (2-3 cm) completas o cure 

ciendo de alguna de sus partes), el estado fisiológico del 

mismo (yema vegetativa o ápice de brote en crecimiento acti-

vo), los agentes esterilizantes;sus concentraciones y tiem-

po de exposición, el uso de fungicidas y bactericidas (Tabla 

3), etc.; llegando como resultado al siguiente método, el 

cual nos aseguró un 100% de explantes asépticos : 

1) Tomar brotes laterales en estado juvenil de 2 a 8cm 

de longitud (Fig. 4 y 5), en crecimiento activo y hechos bro 

tar en un ambiente semi-aséptico. Estos provenientes de va-

retas de madero duro (Fig. 6 y 7) con su base en medio nutri 

tivo liquido de Murashige-Skoog (MS); 

2) Colocar los brotes en etanol al 70% durante 5 minu-

tos; 

3) Transferirlos a una solución do hipoclorito de so--

dio o cloro comercial 0.5% de cloro activo durante 15 mines--

tos; 

4) Lavar los brotes tres veces con agua destilada esté 

ril poro remover los residuos de los agentes esterilizantes; 

5) Quitar el exceso do agua con papel filtro estéril; 

6) Separar loa hojas dañadas y cortar la base del bro-

te (Fig. 8); 

7) Sembrar inmediatamente. 

Este procedimiento de esterilización evito una estancia 

"in vitro" durante un din ,recomendado por Jones (1977),antes 
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Tabla. 1.-CONTINUACION 

D 1 + 4 

2 + 	ba/o 	de 	Tiabandazol 	( 250 ppm ) 

E 2 + 	balo 	de 	Tiabendazol 	( 250 ppm ) + 
ácido ase4Tbicu 	( 500 am ) 

2 4- 

2 4 

2 

E' 2 4- 
Y •••••••••••••.....••,. 

4- 4. 

2 

2 SecNdo innndiato del tolidu 

a - Todos los explantes fueron ntuviamente expuestos a etanol ( 70 % ), durante 5 minutos. b d  Porcentaje dol agente act).:,, . 

c - Minutos . d A:p•eggaus al nodio . A r.  Micruvaruta ( ?.0 cm ), con una yuma ~nativa . B Micrordareta «in cf,rtez« . 

C 	Microvareta cun la y ,:4) zin pecaran D Yero vocietativa . E Yema disectada y sin encara« . F Ap1con 	u.. 

2-u cm, crecidos en un ntrnipnle serni-ar.éptico. y . Vista . m Marimtwo. 

I m Hinoclorito de calcio , 2 . 11i1volurit0 de ugdío ( cloN camero/al ) 
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Fig. 4 .- Brotes utilizados poro la iniciacidn 
del cultivo. 

Fig. 5 	Aspecto de un brote antes de lo 
osterillsoclép. 
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Fig. 	.- Desarrollo de brotes provenientes de 

yemas axilares del patrón MM-106. 

Fig. 7 .- Vareta do madera dura del patrón EM-26 

con brotes laterales y yemas axilares. 
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Fig. ¿ .- Aspecto de un brote esterilizado. 
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de la esterilización definitiva lo que implica un ahorro de 
ti 

trabajo, material y tiempo, y da la posibilidad do usar como 

explante, tejido recolectado directamente del campo. 

Medios de Cultivo  

Se probaron dos medios minerales diferentes, usandose 

como base los macronutrientes de Murashige-Skoog (MS) (Mu-

rashige, 1962), y los de Knop (K) (citado por Jones, 1967) 

siendo éste último, un medio relativamente pobre en estas so 

les minerales en comparación con el primero (Tabla 4). A es 

tos dos medios, se les añadieron los micronutrientes de Muro 

shige, adicionándoseles también las vi-Caminas reportadas por 

Jones (1977) para el manzano, sacarosa y sustancias auxilia-

res en el crecimiento y desarrollo (ácido ascórbico, fiero--

glucinol (dones, 1976a; 197ób)),asi como diferentes balances 

hormonales, los cuales variaron según la fose en la que se 

encontrara el tejido (Fig. 9). 

La hormona utilizada como citocinina fue la M
ó
-Bencil-

adenina (DA) Q.P. (Mutritional 3iochemical Corp.), como auxi 

no el Acido indol-3-butírico U\IB) Q.P. (Sigma Chomical Co.), 

y el Acido giberélico (00\3) como giborolina, siendo utiliza-

do como agente golificanto agar-agar. 

Todos las sales minerales, vitaminas y agentes auxilia-

res, se disolvieron en agua destr.ada. La RA fue disuelto 

en etanol absoluto y ácido clorhídrico 1.0 11 . El AIB y el 

GA3, fueron disueltos en etanol absoluto. 
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Tabla. 4.- CONSTITUYENTES DE LOS MEDIOS MS Y K  . 

MEDIO 

Macronutrientes 

(gr/1) 

I 

M S 

II 

NH4 NO3 1.65 0.0 

KNO3 1.90 0.115 

Ca C12.2H2O 0.444 0.0 

Mg SO4.7H20 0.370 0.125 

KH2 PO4 0.170 0.125 

Ca 	(N01), 0.0 0.347 

Micronutrientes 
M S 

(mg/1) 

H3 BO3 6.2 6.2 

Mn SO4.4H2O 22.3 22.3 

Zn 504.4H2O 8.6 8.6 

KI 0.83 0.83 

Na Mo 0
4.2H2O 0.25 0.25 

Cu 504.5150 0.025 0.025 

Co C1.6H2O 0.025 0.025 

Continúa 



Tabla. 4 .- Continuación. 

M S 

0.4 

K  

0.4 

Vitaminas 

(mg/1) 

Tiamina.HC1 

Myo-inositol 100.0. 100.0 

Acido ascárbico 10.0 10.0 

Otros constituyentes 

Fe EDTA 20.0 mg/1 20.0 mg/1 

Floroglucinol 162.0 mg/1 162.0 mg/1 

Sacarosa 30.0 gr/1 30.0 gr/1 

Agar-agar 7.0 gr/1 7.0 gr/1 

Hormonas 

Citocinina (BA) 	Concentraciones variables 

Auxina 	(A1B) 	según el estadio. 

(ver figura 5) Giberelina (GA3) 
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El fierro (Fe 5(4. 711 20), 0) se caidió al medio con Na
2 
EDTA 

(etilen diamino tetraacetato de sodio), en forma de quelato. 

Se ajustó el pH a 5.2 con KOH 0.1 N y HC1 1.0 N, antes 

de agregar el agar-agar purificado (Merck Co.). 

El IBA y el floroglucinol (1:3:5, trihidroxi benceno) 

fueron esterilizados a través de filtros Millipore (0.45-pum 

Millipore filters Corp.), y fueron añadidos a los demás com-

ponentes previamente esterilizados en autoclave o 115°C y 

1.5 kg/cm2  de presión, durante 15 minutos. 

El medio nutritivo completo fue vaciado a frascos de vi 

drio (100 ml), los cuales contenian de 20 a 30 ml de éste. 

Cultivo  

Fase de adaptación del tejido a las condiciones "in vi- 

tro". 

Ápices de 5.0 a 20.0 mm de longitud (Fig. 8) de brotes 

esterilizados previamente de los patrones EM-26 y MM-106, 

fueron disoctados y colocados (uno por frasco), en los me---

dios MS y K, los cuales so pusieron en una cámara de creci--

miento bajo condiciones ambientales controlados de intensi—

dad luminosa (3,000 ±400 Lux (Stondardi, 1979)), obtenida 

de focos vita-lite (Duro-Test) de 40 watts, fotoperiodo (16 

horas de luz por 8 do oscuridad), y temperatura (27 ± 2°C). 

En esta etapa se probaron gradientes hormonales (Fig. 9) 

de BA (0.0-1.0 mg/1) y AIB (0.0-1.0 mg/1) manteniéndose el 
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GA3 constante (0.1 mg/1), en todos los medios. Se hicieron 

25 repeticiones por concentración. Llevándose o cabo la 

siembra y las resiembras posteriores (cada 3 semanas), en 

una cámara de flujo laminar. 

Fase de proliferación de brotes  

En esta fase, sólo se utilizaron loa ápices de brote 

que dieron la mejor respuesta en la fase de adaptación, to—

mando como criterio su desarrollo, vigor y buena apariencia 

(similar a la de una plántula de semilla). 

El medio K, se descartó de éste estadio debido a la ma-

la apariencia (clorosis, necrosis), a las .malformaciones 

(protuberancias) y en general o la pobre respuesta que pre--

sentaron los brotes de ambos patrones colocodos en él. Por 

lo tanto, para esto fase, únicamente se utilizó el medio MS 

en el cual se variaron los balances hormonales (Fig. 9), in-

crementóndose lo citocinino para inducir una mayor prolifera 

ción (Pieniozek, 1966a) y reduciéndose la auxina poro evitar 

la inhibición de los brotes, profusión do callo y malforma—

ciones que fueron observadas en la fase de adaptoción. 

Los nuevos vástagos obtenidos so separaron (en grupos 

de 3 a 5) y traspasaron a medio nuevo cada 3 semanas, elimi-

nando tejido viejo, necrosado y proliferaciones de callo. 
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pnr: 

Fase de elongación  

En este estadio se individualizaron y colocaron todos 

los vástagos de ambos patrones en el medio MS. Se anularon 

tanto la citocinina como la auxina con el objeto de estanda-

rizar las condiciones hormonales de todos los vástagos y pre 

disponer a los brotes para un enraizamiento más rápido y uni 

forme (De Paoli, 1979). Por otro lado, se aumentó la gibere 

lino a 0.4 mg/1, para inducir una mayor longitud. 

El pH se aumentó de 5.2 a 5.6 debido a que después de 

la esterilización el pH era menor a 5.0 . 

Los brotes permanecieron en este medio 26 días. 

Fose de enraizamiento  

Para esta fase se usaron los brotes provenientes del me 

dio do elongación los cuales, se colocaron en el medio MS y 

en el medio K usándose éste de nuevo debido a que algunos au 

toree (Werner, 1980) han reportado mejores resultados en la 

inducción do sistema radicular, con un medio conteniendo una 

cantidad reducida de sales minerales. 

En ambos medios, se probaron concentraciones de AlB de 

0.0-3.0 mg/1 (con 10 repeticiones(de 10 brotes coda una)por 

concentración para el EM-26 y pura el MM-106,10 repeticiones 

con 5 brotes cada una), para favorecer lo inducción de rol--

ces (Liu Shih-feng, 1978; Jones, 1979; Werner, 1980). 

La BA fue eliminada de esta fase (Fig. 9) debido a que 
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su presencia en mínimas cantidades inhibe el enraizamiento 

(Thorpe, 1979). Para este estadio, se restableció la concen 

traición de GA3  a 0.1 mg/1 . Siendo el pH=5.6 y las condiciii 

nes ambientales las mismas de las etapas anteriores. 
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FIGURA. 9, GRADIENTES DE BA Y DE AIB í 

PROBADOS EN LAS DIFERENTES FASES. 

Fase de adaptaeléni 

Fase de multiplicación. 

Fase de enraizamiento. 
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CAPITULO VI 



RESULTADOS Y DISCUSION 

Esterilización  

El primer obstáculo que se presentó para el estableci-

miento del cultivo, fue el obtener lo asepsia del tejido, ya 

que las varetas que se utilizaron, estaban inevitablemente 

contaminadas con un amplio rango de microorganismos, debido 

a la retención de contaminantes viables en los yemas vegeta-

tivas, las cuales al ser sembrados "in vitro" y puestas en 

contacto con el medio nutritivo que contenía una fuente de 

carbono (sacarosa), llevó a una rápido proliferación de los 

contaminantes, lo cual afectó seriamente el crecimiento del 

cultivo, y que además de competir con el tejido por los nu--

trientes (en caso de no ser patógenos), desprendían gustan--

cios que influyeron de una u otra forma sobre el éxito del 

cultivo. Algunos autores, han citado esta dificultad (Out-- 

cher, 1972; Quoirin, 1974; Abbot, 1976; Zuccherelli, 1979), 

la cual fue resuelto sembrando meristemos; procedimiento len 

to y difícil. Otros, lo resolvieron manteniendo a lo planto 

madre desde su origen, en invernaderos con estrictos contro- 

les fitosonitarios (Abbot, 1976; Jones, 1979a). En nuestro 

caso, por carecer de experiencia en el manejo do meristemos, 

y debido u que so tenía únicamente material proveniente del 

campo, vimos la necesidad de establecer una metodología de 
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esterilización efectiva (Tabla 3). 

Inicialmente se trataron de esterilizar microvaretas 

(sección de vareta (2-3 cm) con una yema vegetativa), pero 

fue imposible, a causa de la presencia persistente de hongos 

y bacterias, así como también, al desprendimiento de sustan-

cias autotóxicas por el tejido (debido éste, a un deterioro 

precdz de las células y órganos cultivados, provocado por 

las heridas causadas por el corte, aunado al daño ocasionado 

por los agentes esterilizantes). Estas sustancias se ponían 

de manifiesto por dar una coloración amarillenta o café al 

medio nutritivo, originalmente blanco. 

Al hacer el análisis al microscopio de las yemas vegeto 

tivos contaminadas, se observó que la fuente do contamina—

ción estaba en los escamas, las cuales debido a su coloca---

ción imbricada, permitieron la acumulación de partículas de 

polvo y tierra entre ellas, impidiendo así el acceso de los 

desinfectantes. Por esta circunstancia, se disectaron las 

escamas de las yemas, para eliminar la fuente de contamina—

ción, dejando casi descubierto al meristemo (protegido ónice 

mente por unas pocas hojas y primordios foliares), el cual 

no resistió el proceso de esterilización debido a la penetra 

ción y al contacto directo del alcohol e hipoclorito, por lo 

que éste tampoco resultó ser un método eficaz. 

Ocasionalmente, se emplearon antibiótico y fungicidas, 

siendo éstos poco efectivos y además peligrosos, por que un 

antibiótico o fungicida por sí mismo, puede influenciar -- 



-45- 

el crecimiento del tejido en cultivo. 

Con estas perspectivas de sensibilidad del meristemo a 

los agentes desinfectantes 'y viendo la imposibilidad de la 

esterilización de los yemas vegetativas completas, se deci-

dió obtener brotes laterales a partir de las yemas exilares, 

en un ambiente semi-aséptico (campana de vidrio), lo cual e-

liminó el problema de la presencia de las escamas contamina-

das, dando así origen, a brotes parcialmente asépticos y re-

sistentes a los agentes esterilizantes, los cuales resulto--

ron ser el material idóneo para establecer el cultivo. 

Considerando que no se hicieron cultivos a partir de me 

ristemo, ni tampoco se aplicaron pruebas fitopatológicas pa- 

ra detectar y eliminar microbios sistémicos, la manifesta— 

ción negativa de éstos en el medio de cultivo, no nos indico 

que las plantas obtenidas sean libres de patógenos. Aunando 

a ésto el hecho de que se ha reportado que el floroglucinol 

añadido al medio, ejerce una acción bacteriostótico (Jones, 

1976o; 1976b), por lo que las posibles bacterias sistémicos 

que estuvieran presentes, no so manifestaron en los cultivos. 

Fase de Adaptación 

Como uno de los objetivos principales fue el obtener 

plantas iguales a sus progenitores (clonación) de ambos por-

tainjertos, seguimos para llegar a éste, la multiplicación 

por la vía directa (Fig. 3), que es por medio de la induc---

ción de brotes exilares y/o complementarios, tratando de evi 
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tar el origen de brotes adventicios, por que la formación de 

plantas aberrantes es más frecuente cuando la multiplicación 

es obtenida de la formación de estos últimos (Murashige, 

197413), siendo aún mayor lo incidencia cuando una pequeña 

cantidad de callo precede a su formación, o consecuencio de 

la inestabilidad cromosómico que acompaño a la división celu 

lar en el callo (Nuty, 1979). Por otro parte, no se selec—

cionó la vio indirecta por que las plantas obtenidos por és-

te, no han sido idénticos a sus progenitores (Abbot, 1978), 

así como también, se han encontrado en ellas todos loa esta-

dos de ploidias y aneuploidías (Whyteley, 1977, citado por 

Abbot, 1978). 

En esto fase de adaptación fue de vital importancia que 

el explante tuviera la capacidad de transformar su caracte— 

rística autótrofa a heterótrofa, para así poder aprovechar 

las sustancias nutritivas y hormonales que le proporcionó el 

medio, ya que es sabido que el éxito de cultivo de tejidos 

depende grandemente de éste (Gamborg, 1976; Abbot, 1977), o 

sea, que la falta de respuesta y adaptación del tejido en 

cultivo, dependió más en este coso del equilibrio nutritivo 

y hormonal suministrado, que de los factores intrínsecos de 

nuestro material biológico, ya quo los explantes usados fue-

ron obtenidos del mismo loto de varetas do patrones clonales, 

los cuales estuvieron en el campo bojo las mismas condicio.--

nes climáticas, edóficas y bióticas. Atribuyéndole por ésto, 

sólo al medio nutritivo y a la concentración hormonal, los 

diferentes respuestas obtenidas en estos pruebas. 



Esto etapa de adaptación a las condiciones "in vitro", 

fue crítica para nuestro explante, debido que al extraerlo 

de su ambiente natural y colocarlo en condiciones artificia 

les dentro del frasco de cultivo, estuvo sometido a altera— 

ciones fisiológicos, las cuales afectaron sus funciones nor- 

males, mismas que tuvieron que ser readaptadas por el tejido 

paro poder subsistir en un medio con características (balan- 

ces hormonales, concentraciones salinas, luz (calidad, inten 

sidad, duración), temperatura, humedad relativa, etc.), que 

diferían en una u otra forma a las condiciones naturales, 

viendose afectado éste en mayor o menor grado en sus proce--

sos vitales como: fotosíntesis, absorción de agua, sales mi-

nerales y gases; asimilación, tasa de movimiento de nutrien-

tes; transpiración, permeabilidad de membranas, etc., hecho 

que explica la dificultad de encontrar las condiciones ópti-

mas para la adaptación y desarrollo del tejido, ya que éstas 

tienen quo sor lo más similar posible a las naturales, para 

llegar a obtener los mejores resultados. 

El medio mineral MS que empleamos, contiene las cantido 

des correctas y la proporción do nutrientes inorgánicos, pa-

ra satisfacer las necesidades nutricionales y fisiológicas 

de las células vegetales, por que en general, ha dado buenos 

resultados para el manzano y muchos otras especies más, al 

permitir que éstas vivan y se reproduzcan en 61. Hecho que 

fue corroborado con nuestros resultados, al darnos la mejor 

respuesta de adaptación de ambos patrones, ya que en él, so 

mantuvieron los explantes vivos, con una morfología normal y 
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sin deficiencias conspicuas (Fig. 10) durante esta fase que 

duró 70 días. En cambio, en el medio nutritivo de Knop, se 

observó el tejido con una clorosis generalizada, una colora 

ción rojiza en los peciolos y venas de las hojas; deformacio 

nes (protuberancias en el tallo) muy notorias, enrollamiento 

y lignificación bastante marcada en las hojas, así como tam-

bién necrosis en algunas zonas (Fig. 11), presentandose es--

tos efectos independientemente de la concentración hormonal 

suministrada. Es obvio, que si las diferencias entre el me-

dio MS y K radicaron en los mocroelementos (Tabla 4), los 

tronstornos causados en este último, fueron debidos a defi- 

ciencias de alguno o algunos de estos minerales, siendo la 

más posible la del nitrógeno, ya que su deficiencia se mani- 

fiesta regularmente con una clorosis y por la presencia de 

una coloración roja en las hojas más jóvenes, localizada en 

los nervaduras y bases de las hojas (E3idwell, 1979), debidos 

a que su presencia en cantidades insuficientes, permite la 

degradación de clorofila (clorosis), do proteínas y de cier- 

tos componentes del RNA, así como también, so ve impedida la 

síntesis do aminoácidos y nucleótidos (Ritcher, 1972). 

La diferencia en el contenido de nitrógeno entre ambas 

medios es muy notoria, yo que el medio K contenía unicamente 

4.0 mM*do NOS, en comparación con el medio MS, cuyo conteni-

do fue de 38.8 mM del mismo ion, sumado a 20.0 mM de N1144.  

(Tabla 5). Por otra parto, está también involucrado el afee 

to que pudieron ejercer reducidas cantidades de potasio y 

* milimoles 



Fig. 10 .- Aspecto general de un explante colocado 

en el medio MS . 

Fig. 11 .- Brote con *intorno* de deficiencias 

nutricionales provocados en el me- 

dio de Knop. 
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Tabla 5 .- CONTENIDO .DE MACROELEMENTOS DE LOS 

MEDIOS MS Y K . 

Ion Medio 

MS 
Medio 

4 
NH4 20.0 mMi  0.0 

NO3 38.8 mM 4.0 mM 

SO4 1.5 mM 0.5 mM 

PO4 1.3 mM 0.92 mM 

K
+ 

20.1 mM 1.92 mM 

Mg+  1.5 mM 0.5 mM 

Ca* 
 

4.0 mM 1.5 mM 
1 

1 to milimoles 
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magnesio, yo que un suministro pobre o la ausencia de éstos 

pueden provocar síntomas muy similares a las deficiencias 

del nitrógeno (clorosis, aparición de pigmentos accesorios, 

etc.), ya que éstos octóan como constituyentes o activadores 

de proteínas y enzimas, enmascarando sus efectos entre si. 

El uso de los tres grupos hormonales (citocininas, auxi 

nos y giberelinas), se debió al conocimiento de que en la so 

vio del manzano existen en forma natural (Bottomley, 1963; 

Powell, 1964; Jones, 1965; Luckwill, 1968; Letham, 1969) y 

que estos interactóan para regular basicamente su división, 

alargamiento y diferenciación celular (Pieniazek, 1966a; 

Letham, 1967), aunado a el hecho de que las yemas axilares 

del manzano inician su crecimiento en respuesta a las citoci 

ninas exógenas (Powell, 1973) y que cantidades de auxinas co 

munmente actúan en la morfogénesis (Abbot, 1978), indican 

que estas son también uno de los factores limitantes en la a 

doptación y desarrollo del explante, cfectn que observamos 

en el grado de respuesta de los brotes, el cual estuvo ínti-

mamente relacionado con el balance entre estos dos grupos 

hormonales, dándonos como resultado que los brotes mejor a--

daptados y más sanos de ambos patrones, fueron encontrados 

on un 80% en los balances altos do citocininas (0.8-1.0 mg/1) 

y bajos en auxinas (0.0-0.1 mg/1), disminuyendo este efecto 

favorable conforme se reducía la 13A y se aumentaba el A1B, o 

riginando en las concentraciones altas do auxinas (0.5-1.0 

mg/1), grandes proliferaciones do tejido indiferenciado (ca- 

llo) en los meristamos (apicales y axilares) y base de los 



-52- 

brotes (Fig. 12), perdiendo por ésto el brote su morfología 

normal y su capacidad de respuesta paro nuestros fines. 

Esto fase de adaptación duró un promedio de 70 dias,en 

los cuales no hubo mayores cambios en los brotes, más que el 

desarrollo y muerte posterior de los hojas más viejas (Fig. 

13). Dandose por adaptado el tejido y por lo tanto termina-

do este periodo, cuando el meristemo apical se desarrollaba 

dando lugar a un crecimiento muy claro (Figs. 14 y 15) de 

una longitud mayor a 10 mm. 

Fase de Multiplicación  

Durante este tiempo, los brotes de ambos portainjertos 

se multiplicaron constantemente, en proporciones determina—

das principalmente por las características intrínsecas de ca 

da patrón, seguido por la concentración de citocinina sumi—

nistrada y por último al efecto de la auxina presente. 

Las respuestas que se dieron fueron muy variados, pero 

en general dando origen a una proliferación o multiplicación 

de brotes. Multiplicaci6n quo se dió en respuesta a las in-

teracciones hormonales entre las citocininas y auxinas, auxi 

liadas por la giberelina presente. Determinando estos tres, 

el desarrollo del tejido bajo los efectos siguientes: 

o) Ruptura de la dominancia apical; 

b) Anulación del estado do reposo de las yemos; 

c) Ruptura de la inhibición correlativa causada por los 
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Fig. 12 .— Proliferación de tejido indiferenciac 

Fig. 1d, 	FcpTe de adaptación. 
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Fig. 14 .- Crecimiento de un brote adaptado a 
las condiciones "in vitro". 

Fig. 15 .- Brote en crecimiento activo. 



órganos más cercanos; 

d) Organogénesis acelerada e incremento rápido de masa 

y volumen; 

e) Aceleración de los ritmos metabólicos y fisiológicos 

normales. 

Estos efectos se manifestaron constantemente en ambos 

portainjertos, durante su estancia en esta fase. 

En sí la multiplicación obtenida por este método, fue 

la manifestación del efecto incrementado de la citocinina 

principalmente, ya que en el manzano, tienen éstas un papel 

determinante en el crecimiento (Jones, 1973), en la revoca—

ción de la dominancia apical y en la prevención del estado 

de reposo de los yemas (Williams, 1971), ya que la BA supli-

da a través de los pecíolos estimula el crecimiento de las 

yemas (Pieniazek, 1964; 1965; Williams, 1971) así como tam--

bién, es capaz de romper la dormancia y eliminar la inhibi—

ción correlativa (Pioniazek, 1966) en los yemas, aunado a 

que este efecto os transmitido tanto acropótala como basipé-

talamente on el árbol (Pieniazek, 1965). 

Por otra parte, la adición de las citocininas al medio 

do cultivo "in vitro", promueve el crecimiento do los brotes 

del manzano (Jones, 1967; Dutcher, 1972), y ayuda a prevenir 

la tendencia de los cultivos a irse o la dormancia, lo cual 

hace posible la multiplicación en cualquier época del alio. 

Con respecto al efecto de las auxinas agregados al me-

dio, sabemos que su acción inhibitoria es controrestada en 



el manzano por los citocininas (Van Overbeck, 1967), y que a 

demás, en altas concentraciones tienden a inducir al brote a 

lo formación y proliferación de gran cantidad de células pa;-

renquimatosas (Pieniazek, 1976b) y por este efecto cuando es 

tán presentes en cantidades elevadas inhiben lo morfogénesis 

in vitro" (Abbot, 1978), pero ejercen sin duda alguno un po 

pel sinergético con las citocininas, en la formación do órgo 

nos (Thorpe, 1979). 

Así también, tenemos el papel combinado que juego con 

estos dos grupos hormonales y por sí mismas, aunque sea en 

menor proporción, las giberelinas. Las cuales, se ha compro 

bode que junto a las citocininas permiten a los brotes elon—

garse a partir de las yemas (Williams, 1970), yo que por sí 

solas tienen el efecto de antagonizar al Acido abscísico en 

la inducción de la dormancia (Bidwell, 1980). Además de que 

este grupo hormonal ejerce una influencia significativa en 

los niveles de auxina y en los procesos de crecimiento a tra 

vós de su efecto en la síntesis de esta hormona en el tejido 

(Valdovinos, 1967). 

Por lo anteriormente dicho y por las interacciones mu--

tuas y particulares do las hormonas que empleamos, sabemos 

que las tres ejercieron un efecto ordenador y regulador del 

crecimiento y desarrollo en el tejido, dándonos como resulta 

do do sus interacciones ol balance hormonal que indujo una 

mejor respuesta en la formación de mayor número de brotes pa 

ro cada uno de los patrones. 



Patrón EM-26  

Como se puede apreciar en la Tabla 6, encontramos que 

en el medio con 0.1 mg/1 de AIB, la mayor productividad la 

indujo la concentración de 1.0 mg/1 de BA, obteniéndose un 

incremento de 2.19 brotes por día. Las demás concentracio-

nes de citocinina, tuvieron una acción disminuida, dando en 

casi todos los casos incrementos diarios menores a lo uni—

dad. 

Con respecto al número de brotes totales producidos,se 

encontraron grandes diferencias, ya que en la concentración 

menor de BA (1.0 mg/1), el número es mucho mayor (147 bro—

tes), y en los concentraciones más altos probadas es de úni 

comente 34. Este hecho nos indica que mientras mayor sea 

la cantidad de citocinina suministrada, la proliferación 

(productividad) va disminuyendo. 

Claramente se observó quo la presencia de auxinas, aun 

que sea en mínimas cantidades influye en la multiplicación 

de brotes, ya que como se puedo ver claramente en la Fig.15a 

la presencia de cantidades mayores do AIB, ejercen un efec-

to regulador on lo cantidad do brotes producidos, retrasan-

do o reprimiendo su formación, sin poder sor sobrepuesta 6s 

te, por cantidades relativamente altas (2.0-3.0 mg/1) de ci 

tocinina. Así tambión, podemos decir que la disminución de 

auxinas en el medio, nos permitió un claro incremento en la 

productividad (Tabla 7), ya quo en medio bojos en AIB (0.01 

mg/1) y citocinina (1.0 mg/1), hubo un incremento de C051. 3 
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brotes diarios, y que en general, comparando resultados en--

tre las dos concentraciones auxínicas, encontramos que se ve 

favorecida la multiplicación con bajas concentraciones. Por 

otro parte, si observamos las figuras 16 y 17, veremos que 

la productividad de los brotes sin importar la concentración 

hormonal en la que hayan sido colocados, nunca un brote di6 

origen a menos de 30 vástagos durante el lapso de prueba. 

Lo que nos indica que este es un método efectivo de propaga-

ción, ya que en dos mese's el número total de brotes se dupli 

c6 (en condiciones óptimos) coda 15 días, dando origen al 

termino de la prueba (67 días), a 190 brotes a partir de uno 

solo. 

La morfología general que presentaron los brotes de es-

te patrón, fue muy irregular; con el tallo muy ancho y sucu-

lento, con gran cantidad de hojas bastante grandes (2-3 cm 

de longitud) y de forma irregular (Fig. 18). Además de la 

presencia de algunas de estas con uno apariencia cristalina 

(vitrea), quizás debida al efecto de un pH ácido del medio 

(Kharta, 1980), el cual al elevarlo de 5.2 o 5.6 no indujo 

ningun efecto favorable aparente. 

En general, los brotes presentaron una apariencia arro 

setada la cual pudo deberse a la carencia o deficiencia do 

algunos factores esenciales para su desarrollo normal (Jonos, 

1968; 1973). Este arrosetamiento nos provocó el inconve---

niente de un tamaño muy reducido del brote (menor a 1.0'cm), 

el cual hizo difícil su manejo e implicó mayor tiempo de per 

monencia "in vitro". 
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Fig. 18 .— Fase de proliferación. 
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,"WIP 1,4:4 ,7W117:1.71,  

La determinación del origen de los brotes (exilar, cola 

teral, o adventicio), es un punto muy delicado de discusión, 

ya que en algunos casos se notó claramente su origen exilar; 

pero en otros, no fue posible hacer una determinación de su 

punto de emergencia exacta. Jones (1976a), reportó que los 

brotes obtenidos por él, fueron originados de los meristemos 

terminales y laterales, pero nunca de meristemos colaterales 

o adventicios. 

La dificultad de esta determinación radicó en que comun 

mente se originaban varios brotes aparentemente del mismo 

punto, los que pudieron ser exilares, haciendose difícil la 

determinación debido a las cortísimas distancias entre nudo 

y nudo. Otra explicación de este fenómeno,es que quizás de-

bido al efecto de las hormonas, se hayan desarrollado los me 

ristemos de las yemas colaterales, las cuales, siempre están 

presentes en la base de la yema axilar„pero que en general 

nunca se desarrollan, debido a que los meristemos apicales y 

laterales tienen los haces vasculares más grandes, recibien-

do por ésto cantidades suficientes de citocininas para are-- 

cer e inmediatamente inhiben por un efecto correlativo, a 

las yemas colaterales (Pieniazek, 1966c). Efecto que debido 

al suministro continuo y acción de las citocininas en ol me- 

dio nutritivo se vió anulado, dando como resultado la emer-- 

gencia de brotes colaterales. 

Por otra parte, la inducción de brotes adventicios en 

el manzano ha sido reportado por Abbot (1976; 1978), con 

1.0 mg/1 de Kinetina y cuyo origen fue a partir de unidades 
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meristemáticos dentro del área basal del explante, los cuales 

no tuvieron ninguna conexion vascular con el eje principal 

del brote. Debido a que no se hicieron exámenes histol6gi-.-

cos al microscopio para determinar el origen de los brotes, 

no podemos afirmar que lo totalidad de ellos fueron obten i--

dos a partir de meristemos exilares, ni tampoco negar que ha 

yan sido de yemas colaterales ni mucho menos que el peligro 

de la obtención de brotes adventicios se hoyo salvado. Por 

lo cual, lo único que nos podría confirmar la estabilidad ge 

nética de nuestro tejido, sería hacer un exámen de su cerio- 

tipo. 

Por otro lado, se obtuvieron brotes anormales morfológi 

comente, pues presentaron una forma aplanada (1.0-1.5 cm de 

ancho), con un grosor de 3-5 mm. Con grandes surcos que los 

recorrian desde la base hasta la parte superior, en donde se 

encontraban las hojas en grandes cantidades (15-20), las cua 

les, eran alargadas, con muy poca superficie foliar y no pre 

sentaban la filotaxia normal (espiralada). Estos brotes tu-

vieron la capacidad de multiplicarse dando origen a otros i-

guales. Quizás esta modificación de la forma so hoya debido 

a una alteración causada por los condiciones del medio (pH, 

consistencia,etc.), y con el tiempo listos posiblemente recu-

perarán su forma normal (Kharta, 1980). También so pensó 

quo esto fenómeno fue una monifestacián de una "quimera"(Bo-

rrientos, 1980), la cual sólo haciendo un análisis cromosámi 

co se podría determinar. 

La presencia do estos brotes aberrantes fue mínima y pu 



do se rápidamente detectada, lo que implica la posibilidad 

de una eliminación inmediata, evitando así el rielso de es—

tar propagando material que. no cumpla con los requisitos de 

la clonación. 

Patrón MM-106  

La multiplicación de brotes en este patrón fue bojo en 

comparación con los resultados del EM-26, yo que como se pue 

de observar en las Tablas 8 y 9, los incrementos diarios fue 

ron casi siempre menores a la unidad. Los mejores resulta--

dos fueron obtenidos con altas concentraciones de BA (2.5-

3.0 mg/l). Por lo que se puede decir que los requerimientos 

citocinínicos de este patrón para dar la mejor respuesta, 

menor cantidad la productividad se ve son altos, ya que con 

bastante reducida. 

Las concentraciones  usadas de auxina no fueron aparente 

mente definitivas en su papel regulador de la morfogénesis, 

ya que no se presentó un patrón bien definido de su influen-

cia a favor o en contra do la formación de nuevos brotes, co 

mo se puede apreciar en la figura 19. Por lo tanto habría 

que hacer pruebas posteriores paro determinar el efecto de 

las auxinas en este patrón, por que los datos obtenidos no 

nos aportan suficiente información para hacer uno conclusión 

definitivo al respecto. Lo que si se puede afirmar es que 

existe una mayor proliferación en las concentraciones altas 

de citocininas (Figs. 20 y 21), por lo que es necesario que 
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en trabajos futuros se amplíe el rango de concentraciones de 

estas hormonas para encontrar el óptimo. 

Tambión se presentó en. este patrón el problema de la de 

terminación del origen de los brotes. Aunque se pudo obser-

var en algunos casos que el punto de nacimiento era definiti 

vamente axilar, y que en la base de estos posteriormente se 

desarrollaban nuevos vástagos, de los cuales no se pudo de--

terminar si su origen era colateral o adventicio (Fig. 22). 

Todos los brotes de este portoinjerto presentáron una 

morfología normal (parecida a la de una plántula de semilla), 

pero con las hojas siempre de tamaño reducido y con la lámi-

na foliar pobremente desarrollada. Este efecto se le puede 

atribuir según algunos autores al efecto de la BA en altas 

concentraciones (Janes, 1967; Pieniazek, 1968; Jones, 1973). 

Según Street (1977), los ápices de brote presentan una 

estabilidad genótica y morfológica (como en este caso), du--

rente el crecimiento y diferenciación "in vitro", presumible 

mente debido a su capacidad para someterse a divisiones celu 

lores continuas, así como para rewlar las ( ,,entos secuencia 

les de la síntesis de DNA y mitosis. Esto quizás seo la ra-

zón por la que las plantas obtenidas a partir de brotes exi-

lares mantienen en general su estabilidad cromosómica. 

Debido a los resultados, es necesario efectuar más estu 

dios para optimizar la propagación do este patrón, para que 

en un futuro sea posible su explotación comercial en gran es 

cala. 



Tabla. 8 .- RESULTADOS DE LA FASE DE MULTIPLICACION 

DEL PATRON MM-106 CON 0.01 mg/1 DE AIB. 
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Tabla 9 .- RESULTADOS DE LA FASE DE MULTIPLICACION DEL PATRON MM-106 

CON 0.1 mg/1 DE AIB . 

B A (mg/1) 

a = Se tomó como tiempo cero el primer dla que se observó la presencia do 
vástagos en el brote inicial. b = Número de brotes a partir de uno sólo . 
c = Los incrementos fueron obtenidos dividiendo el número de vástagos / el 
número de brotes que le dieron origen; Ej. 5/4 = 1.2 . d = Incremento dia-
rio ( número de brotes totales/dias transcurridos) . 
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Incrementoa  

1.0. 

C:: 0.01 mg/1 de An 	
Mi 0.1 mg/1 de AI8 

a = Numero de brotes totales/Días en cultivo. 

FIGURA. 19.-PRODUCTIVIDAD DEL PATRON MM-106 EN DIFERENTES 

CONCENTRACIONES DE CITOCININAS Y AUXINAS. 
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Fig. 22 .- Vástagos originados en la base de un 

brote del patrón MM-106. 



Fase de Elongoción  

Durante este periodo, el cual duró 30 días, no se obser 

vó una respuesta clara, con respecto al aumento de longitud 

de los brotes individualizados de ambos patrones. Además 

que la apariencia general de éstos decayó, ya que las hojas 

en un principio verdes, se tornaron cloróticas así como tam—

bién se presentó oxidación en la base de los brotes (Fig.23). 

Este efecto senescente pudo haber sido una manifestación de 

la carencia de citocininas, ya que éstas cuando estan presen 

tes, ejercen una acción favorable a la buena apariencia del 

brote, porqué mantienen altos niveles de clorofilas y atraen 

nutrientes hacia la zona donde estan presentes (Bidwel1,1979). 

La adición do BA a este medio, para la prevención do la sena 

sconcia no se efectuó porque estos brotes tenderían de nuevo 

a la proliferación por la influencia hormonal, con lo que re 

tornariamos inevitablemente a la etapa anterior. 

El resultado negativo de ambos patrones a la elongación, 

quizás se debió a que la cantidad de giborolinas suministra—

da para este objetivo (0.4 mg/1) no fue suficiente como para 

inducir lo respuesta a corto plazo. Por otra parte, está re 

portado (Jones, 1976a) que además del GA3, el floroglucinol 

añadido al medio estimula el crecimiento de los brotes, la 

producción foliar y la expansión; efectos que no se hicieron 

conspicuos quizás debido a la necesidad de una exposición 

más prolongada a estas sustancias. 
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Esta fase fue crítica, ya que como se mencionó anterior 

mente, es una etapa en la cual se predispone a los brotes pa 

re un enraizamiento más rápido y uniforme, ya que un brote 

que tiene un tamaño reducido y es puesto a enraizar, lo hace 

con mucho mayor dificultad y de una manera menos uniforme 

que los que presentan un mayor tamaño (Zuccherelli, 1979; De 

Paoli, 1979). 

Existe otra alternativa además de ésta, de obtener un 

mayor tamaño que facilite las siguientes etapas, y es el de 

cultivar en la oscuridad los brotes en el medio de prolifera 

ción (Liu Shih-Feng, 1978), lo cual produce una otiolación 

que induce una respuesta de incremento en longitud, mientras 

se está multiplicando el material. Esta respuesta dé origen 

a brotes de hasta 5.0 cm de longitud y economiza el tiempo 

que este tejido pasaría en el proceso de elongación. 

Para trabajos posteriores es recomendable probar tanto 

concentraciones más altas de giberolinas, como el método de 

etiolación de los brotes, de lo cual se podrá obtener la me-

jor metodología para la obtención de vástagos de mayor tama-

ño, en los cuales so facilite el enraizamiento. 



Fig. 23 .- Brote individualizado con prolifera-

ción de callo y oxidación del tejido. 
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Fase de Enraizomiento 

Después de 45 días de estancia de los patrones EM-26 y 

MM-106 en el medio específico para la inducción de sistema 

radicular, encontramos que ambos estén respondiendo pobremen 

te, ya que sólo dos brotes, uno de cada portainjerto, han 

presentado desarrollo de sistema radicular hasta lo fecha 

(Figs. 24, 25 y 26), de lo cual es importante señalar que 

los dos provienen del medio K, que contenía 1.0 mg/1 de AIB. 

Haciéndose notoria la presencia de raíces a los 30 días de 

cultivo, llegando después de 15 días de su emergencia a una 

longitud de ± 5.0 cm. 

No fue posible determinar si las raíces se originaron a 

partir de floema secundario, cambium, radios vasculares o mé 

dula, que de ser así existe una continuidad y una conexión 

del sistema vascular entre ellas y el brote, lo quo le asegu 

re un funcionamiento normal. Si por el contrario la diferen 

ciación de las raíces fue a partir del callo quo rodeaba al 

brote entonces los haces vasculares no estarán interconecta-

dos y por lo tanto disminuirían notablemente las posibilida 

des do sobrevivencia en el campo. 

La inducción del sistema radicular fue propiciada por 

lo auxina, la cual estuvo auxiliada por el floroglucinol año 

dido al medio, ya que éste actúa sinergéticamento con el AI8 

(por sí sólo no induce ol enraizamionto, sino que necesita 

la auxina), paro promover la formación de raíces adventicias 
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(Jones, 1976a). Además se ha sugerido que el aumento en la 

respuesta de enraizamiento con este compuesto es debida a 

que el floroglucinol inhibe la AIA-oxidase, previniendo así• 

la destrucción de la auxina endógena (Basu, 1969), aunado al 

hecho de que el AIB es destruido en forma relativamente len-

ta por este sistema enzimático, asegurando así su permanen-

cia en el medio y por lo tanto su acción, lo cual favorece 

la conjugación entre el AIA endógeno y aminoácidos, dirigida 

a la síntesis de proteínas especificas necesarias para la 

formación de raíces (De Largy, 1979). 

De esto podemos inferir que quizás los brotes requieren, 

en este caso, de más tiempo para la iniciación de sistema ro 

dicular o bien, que haya influido negativamente en la forma-

ción de raíces el tomarlo reducido de los brotes (como fue 

discutido en la fase de elongación). 

De los resultados hasta ahora obtenidos en esta investí 

gación preliminar, no se puede establecer una conclusión de-

finitiva con respecto a la baja respuesta de ambos patrones, 

yo que los brotes en este momento siguen en el medio induc--

tor. 

Por otra parte, las plantas enraizadas so encuentran en 

faso de adaptación al medio ambiento, en donde hasta ahora 

han respondido satisfactoriamente, lo quo nos abro la posibi 

lidad de que lo propagación do árboles frutales por medio do 

la técnica de cultivo de tejidos, sea una realidad. 
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Fig. 24 .- Emergencia de raíces en la base del 
brote. ' 

Fig. 25 .- Sistema radicular a los 15 días de 
haber emergido. 



Fig. 26 .- Apariencia general de un árbol de 

manzano obtenido a través del cul 

tivo de tejidos. 

• 



CAPITULO VII 
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CONCLUSIONES 

- Los resultados negativos obtenidos en la desinfección 

de las microvaretas, por medio de las técnicas usuales para 

la eliminación de hongos y bacterias, son debidos a la loca-

lización profunda de estos microorganismos dentro del expían 

te y por lo tanto, fuera del alcance de los agentes esterili 

zantes aquí probados. 

- El material idóneo para la propagación de ambos porta 

injertos del manzano, Fueron los ápices de brotes en estado 

juvenil, los cuales brotaron en un ambiente semi-aséptico, 

ya que la esterilización del material maduro proveniente del 

campo, no fue posible por los métodos seguidos. 

- Las plantas obtenidas a partir del cultivo de tejidos, 

tendrán que ser sometidas a estudios de detección, identifi-

cación y combate de los patógenos sistémicos para eliminar--

los en caso de que esten presentas. Con respecto a la olimi 

nación de virus se tendrán que hacer estudios de cultivo de 

meristomos de ambos patronos, y posteriormente hacer las 

pruebas pertinentes para certificar la sanidad de la planta 

obtenido, porque la manifestación negativa do los patógenos 

en el medio no indica necesariamente que el tejido esté li-

bre de ellos. 



- La fase de adaptación fue un periodo critico para el 

explante, debido a loa cambios que involucro y por las terv--

siones a las que es sometido, de tal manera que el resultadó 

final del cultivo depende grandemente de ésta. 

- Los factores que determinaron los resultados obteni-

dos en cada una de los fases de este estudio,fueron en orden 

de importancia: 

o) Las características intrínsecas de cada patrón; 

b) El medio nutritivo; 

c) El balance hormonal entre citocininas y auxinas. 

- El potencial de multiplicación fue comparativamente 

menor, bajo los mismas condiciones en el potr6ri MM-106 qua 

en el EM-26. Además de que este último tiene requerimientos 

citocininicos menores que el primero, paro la inducción de 

morfogénesis. 

- Es posible que durante la propagación se obtengan al-

teraciones, ya sean genotípicas o sólo fenotípicas, aún cuan 

do los brotes provengan de una yema axilar, ya que uno muta-

ción de yema puedo presentarse en el transcurso del cultivo 

o provenir desde lo planto madre. Aunado a la muchas veces 

discutida inestabilidad cromosómica de los brotes odventi---

cies. Este tipo de inestabilidad quizás lo presentó el pa—

trón EM-26, en el cual fue posible descartar inmediatamente 

las formas aberrantes con alteraciones morfológicas. Por lo 



tanto, es necesario hacer cariotipos regularmente para poder 

controlar la donación. 

- La mejor respuesta de organogénesis (brotes) de ambos 

patrones se obtuvieron en los siguientes balances hormonales: 

BA AIB GA3 
Patrón EM-26 (mg/1) 1.0 0.01 0.1 

Patrón MM-106 " 	" 3.0 0.01 0.1 

Es necesario hacer notar que la cantidad de auxina pre-

sente en la fose de multiplicación, es determinante para el 

patrón EM-26, ya que ésta produce un efecto inhibitorio de 

la morfogénesis, efecto que no fue muy claro para la MM-106. 

Además de que la sobreabundancia de auxinas en el medio, pue 

de causar una formación excesiva de callo y desviar lo orgo-

nogénesis. 

- El medio mineral de MS, es satisfactorio como suminis 

tro de los minerales necesarios para mantener tejido vivo y 

en constante multiplicación; además, sin deficiencias opa--

rentes durante cada una de las fases, en comparación con el 

medio de Knop, el cual, en este caso es deficiente en algu-

nos macronutrientes y en especial de nitrógeno, de tal suer-

te que este medio no es recomendable para este frutal. 

- El número de brotes obtenido represento una pequeño 

fracción del gran potencial de producción de un solo ápice. 

Asumiendo que se obtuvieron 190 brotes en dos mese, a partir 
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de uno sólo y que su número se duplicaba cada 15 días, tene-

mos que en 12 meses podríamos obtener varios millones de 

plantas. 

- La fase de elongación es un requisito indispensable 

para facilitar la morfogénesis rodicular, por lo que hay que 

probar en investigaciones futuras mayores cantidades de gibe 

relinas o en todo caso el método de etiolación de los brotes. 

- Se logró el enraizamiento de los brotes producidos 

"in vitro", pero hay que realizar más estudios para poder 

disminuir ya sea el tiempo de inducción del sistema radicu-- 

lar o anular los factores que actúen en contra de la forma-

ción de éste, por lo tanto es necesario probar condiciones 

nutricionales, hormonales y ambientales para poder determi—

nar con exactitud las mejores condiciones poro incrementar 

lo inducción del sistema radicular. 

- Las ventajas que nos proporciona el utilizar esto téc 

nico de multiplicación de árboles frutales son: 

a) Propagación anual en proporciones elevadas 

(X 106). 

b) Ciclos do generación cortos. 

c) Obtención de plantas durante todo el año. 

d) Inducción de mutaciones favorables y obtención 

do poliploides. 

e) Propagación de plantas exactamente iguales 
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sus progenitores. 

f) Obtención de plantas libres de patdgenos. 

- Este método es un recurso para poder establecer huer-

tas de cultivos intensivos con los patrones enonizantes que 

se propagaron, las cuales requieren grandes cantidades de ár 

boles por hectárea. 
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