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RESUMEN

La propagacion 4n vitno es una técnica que permite obtener grandes
cantidades de material vegetativo; sin embargo, en especies lefiosas como
el manzano, la aplicacidn total de ésta ha sido limitada por la carencia
de una metodologia adecuada para el enraizamiento de los brotes obtenidos
y para su posterior establecimiento en suelo, 1o que no permite incremen-
tar el porcentaje de sobrevivencia de las plantulas. En el presente tra-
bajo se tuvieron como objetivos determinar el efecto del Acido Indolbuti-
rico (AIB), pH y etiolacién sobre la induccidn de raices .in vitre de dos
portainjertos de manzano (MM.106 y M.9) y determinar si es posible sus-
tituir el medio de cultivo Tibre de reguladores del crecimiento por una
mezcla de suelo para el desarrollo de las raices 4n vwivo, asi como deter-
minar Ta capacidad de sobrevivencia de los brotes bajo condiciones no
as@pticas. Para esto se probaron tres concentraciones de AIB (0.1, 0.2
y 0.3 mg/1); tres niveles de pH (5.0, 5.5 y 6.0) en un medio de cultive
T1quido con sales de Murashige y Skoog al 50% de su concentracién suple-
mentado con 1,0 mg/1 de Ttamina, 100 mg/1 de Mioinositol, 160 mg/1 de
Floroglucinol y 20 g/1 de sacarosa. Ademds se probaron dos estados de
los brotes: verdes y etiolados. Después de 7 dias de que los brotes
(de ambos estados) permanecieron en este medio, se transfirieron a una
mezcla de tierra de monte y arena, en proporcion 3:1 v/v, y se colocaron
en una cdmara de nebuljzacidn del invernadero, en donde permanecieron 30

dias.

vii



Los resultados obtenidos fueron de brotes verdes, ya que todos los

brotes etiolados murieron en el transcurso del experimento.

No se observé respuesta consistente en el tamaflo y nimero de hojas
de los brotes de los dos portainjertos por efecto del AIB y pH antes y
después del establecimiento en suelo. El mayor nimero de raices por bro-
te, para el MM.106, se logrd con 0.3 mg/1 de AIB (4.391 rafces) y de los
niveles de pH el de 5.5 fue el mejor con 4.505 raices; no se observé in-
teraccidn entre ambos factores sobre esta variable en este portainjerto.
Para el M.9 Ta mejor concentracion de AIB fue 0.2 mg/1 con 6.906 raices
y el pH de 5.5 con 7,014 rafces, tampoco se manifestd interaccidn de los
factores. La mejor longitud de rafces se logré con 0.3 mg/1 de AIB en
los brotes de ambos portainjertos (2.320 cm para MM.106 y 1.926 cm para
el M.9) y el mejor pH fue de 5.0 para el MM.106 (2.103 cm) y de 6.0 para
el M.9 (1.425 cm). E1 mds alto porcentaje de enraizamiento (70%) y de
sobrevivencia (80%) se logrd con el tratamiento que contenia 0.1 mg/1
de AIB y 5.5 de pH, para el portainjerto MM.106, observdndose que para
las tres concentraciones de auxina el mejor pH fue de 5.5 y en general
los porcentajes disminuyeron conforme aumentd la concentracion de AIB.
En el caso del M.9 exactamente los brotes que enraizaron sobrevivieron,
siendo el maximo valor logrado de 45% con el tratamiento de 0.2 mg/1 de
AIB y pH de 5.5, sin encontrarse una tendencia clara por las concentra-

ciones de AIB y niveles de pH,

Los resultados obtenidos permiten concluir que es factible el en-
raizamiento in vivo de los brotes de ambos portainjertos,obtenidos .in
vitro y que la etiolacidn no es un procedimiento favorable segin el mé-

todo empleado en este trabajo.
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INTRODUCCION

E1 manzano (Malus pumifa Mil1) es una de las especies fruticolas
de mayor importancia para México, ya que en 1983 se tenfa una superfi-
cie cosechada de 45,995 ha con una produccidn total de 287,766 ton
(Andnimo, 1983).

Para el establecimiento de los huertos, generalmente se usan ar-
boles injertados sobre portainjertos clonales, 1o que genera una gran
demanda de &stos y con mayor razén, si se tiene a un cultivo intensi-
vo o superintensivo de la especie, en donde se deben establecer de

30,000 a 100,000 &rboles por ha (Villegas, 1982).

La propagacidon clonal de los portainjertos a través del enraiza-
miento de estacas, puede ser una alternativa para la obtencidn de mate-
rial vegetativo, debido a la gran cantidad que se puede obtener por es-
te medio; sin embargo, el manzano es una especie dificil de enraizar
(Lane, 1978; Werner y Boe, 1980), existiendo asi una carencia del mismo,
tanto en cantidad como en calidad, que permita abastecer las necesidades

del pafs.

Otro de los métodos para obtener grandes cantidades de material
vegetativo es la propagacién 4n vitro, la cual con la produccidon de
brotes enrajzados pudiera proporcionar resultados satisfactorios. Los
estudios realizados a la fecha han manifestado que 1a proliferacion de

brotes de diversos cultivares y portainjertos de manzano no ha tenido



mayor problema; sin embargo, el enraizamiento de los mismos y su pos-
terior aclimatizacidn a condiciones de invernadero y de campo, repre-
sentan una fuerte limitante para la obtencidn de resultados satisfac-

torios con esta técnica.

o



ANTECEDENTES Y REVISION DE LITERATURA!

1. Aplicaciones de la propagacidn in vifnc

La propagacidn {n vitno se ha convertido en una importante herra-
mienta, tanto para el propagador de plantas comerciales, como para el
mejorador, Para el primer caso esta técnica ofrece numerosas ventajas,
incluyendo 1a facilidad de produccién de muchas plantas dificiles de
propagar, el rdpido incremento de cultivares recientemente introducidos
y la habilidad para propagar continuamente plantas deseadas en cualquier
8poca del afio. Cuando los aspectos de cultivo de tejidos se combinan
con el "indexaje" apropiade y técnicas de establecimiento del "explante",
se proporciona la oportunidad de producir grandes cantidades de plantas
vigorosas, uniformes y libres de enfermedades (Smith, 1982; Zimmerman,

1982).

En frutales, el cultivo de dpices meristemdticos se ha convertido
en una importante técnica, particularmente en especies propagadas vege-
tativamente. Se han logrado altas tasas de regeneracidon en diferentes

especies de multiplicacidn clonal (Jones et ab., 1977; Lane, 1978).

En 1a familia de las Rosdceas, cinco géneros que contienen diez

especies comercialmente importantes, han sido utilizadas para el

La revisidn es muy extensa, pero debido a la importancia de la in-
formacibn que contiene se decidid no reducirla.
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cultivo de dpices meristemdticos, cultivo de apices de brotes y/o micro-
propagacion. De estas, seis especies de frutales pueden ser propagadas
comercialmente {n vitro: almendro, manzano, zarzamora, cerezo, hibrido

almendro-durazno y fresa (Donelly et af., 1980).

En Tos viveros comerciales a través de la micropropagacidon se lo-
gran reducir espacios y se tiene una mayor uniformidad de las plantas,
que es 1o que interesa al productor. Ademas en especies dificiles de
enraizar por los métodos convencionales, puede ser una herramienta esen-

cial (Smith, 1982; Sriskandarajah y Mullins, 1982).

Se dice que el uso comercial mds extensivo de la técnica en cues-
tién, ha sido la propagacién clonal de ornamentales, tales como Tos he-
lechos y orqufdeas y Ta aplicacidn de métodos asépticos para especies

que son ficiles de propagar (Sriskandarajah y Mullins, 1982).

E1 ayance en las técnicas ofrece la posibilidad de explorar la
variabilidad genética y manipularla mediante la preservacién del germo-
plasma (Debergh y Maene, 1983). Recientes estudios sobre la regenera-
cifn de plantulas a partir de c&lulas y protoplastos han revelado 1la
presencia de gran varjacifn gen8tica, 1o cual no se expresa en los mé-
todos convencionales de propagacion de plantas. En uvas obtenidas a
trayés de embriogénesis somatica se ha manifestado gran variacidn en
el campo, lo que proporciona una amplia posibilidad de seleccidn clonal

en frutales (Mullins, 1982).

E1 uso de protoplastos es una perspectiva para el futuro, pues

es una técnica que estd en desarrollo y se ha hecho relativamente poco



en el caso de frutales. Hasta la fecha se ha logrado el cultivo de pro-
toplastos de naranjo 'Shamouti', aislados a partir de callos ovulares,
asi como de frutos de vid y dpices de rafces de durazno (Pyott y Conver-

se, 1981; Zimmerman, 1983).

La obtencion de plantas haploides por medio de cultivo de anteras
y microsporas facilita la obtencidn de 17neas homocigdoticas. En fresa
el interés en plantas polihaploides (2n = 28) de cultivares octoploides
(2n = 56) es alto, debido a la heterocigocidad de esta especie y a la
imposibilidad de fijacion de caracteres dtiles por autofecundacion, de-
bido a 1a alta poliploidia y depresién endogdmica (Murashige, 1974;

Devrenx y Laneri, 1975; Zimmerman, 1983).

La preservacidn de germoplasma ha tenido éxito particularmente en
la fresa. Mullin y Schlegel (1976) lograron almacenar los meristemos
de mis de 50 cultivares diferentes, por mas de 6 afios, a una temperatu-
ra de 4°C en la obscuridad. Sin embargo, los apices de manzano 'Golden
Delicious' Onicamente has sobrevivido por 12 meses en almacenaje a tem-

peraturas de 1 a 4°C (Lundergan y Janick, 1979).

Finalmente, el cultivo de tejidos puede ser de utilidad para el
rescate de embriones inmaduros, separacion de embriones cigdticos de
nucelares en especies poliembridnicas y obtencidn de plantas libres

de enfermedades (Skirm, 1942; Zimmerman, 1983; Ramning, 1983).



2. Aspectos histdricos y conceptualizacidn del cultivo

in vitno.

Los principios del cultivo de tejidos fueron iniciados con la
teorfa celular de Schleiden y Schwan en 1838-1839, quienes postularon
implicitamente que la célula es capaz de autonomia y totipotencia. Un
primer paso fue obtenido por los botdnicos, quienes describieron en
los 80's Tlos callos que sanaban las heridas en los vegetales. Esta
cicatrizacidn fue descrita en detalle en 1833 por Trécul (Gautheret,

1982).

En 1893 Rechinger (citado por Gautheret, 1982) diG un paso mds
de partes vegetales, usando yemas aisladas o secciones de raices y
otros materiales. Llevd los "explantes" a una superficie de arena
himeda y concluyd que pedazos mayores de 1.5 mm pueden desarrollar.
Cinco afios después, Heberlandt inicid experimentos para verificar la
teoria celular y sus resultados fueron publicados en 1902. Aunque
este trabajo pionero fue de poca utilidad, inspiré a otros investiga-

dores para intentar el cultivo de tejidos de otras plantas.

Durante los siguientes treinta afios a los trabajos de Heberlandt
se hizo realmente poco, sin embargo, en 1934 se reportd el primer cul-
tivo de tejidos vegetales no organizados en zanahoria y tabaco (Conger,

1981).

Experimentos por Skoog y Miller en 1957, mostraron que diferen-

tes proporciones de auxinas y citocininas influencian el tipo de



crecimiento y/o morfogénesis en tabaco. La organizacion y desarrollo
de plantas completas de cé&lulas de zanahoria cultivadas en masa fue

demostrada por Steward et af. en 1958. En 1962 Murashige y Skoog pu-
blicaron un medio definido para el cultivo de tabaco, el cual posible-
mente ha sido el mds citado para el cultivo de un amplio nimero de es-
pecies, incluyendo dicotiledéneas y monocotiledéneas. En 1969 Nitsch
y Nitsch, publicaron un método para cultivar plantas haploides de gra-
nos de polen de tabaco y en 1972, Carlson et af. crearon el primer hi-

brido parasexual por fusidn de protoplastos (Conger, 1981).

E1 término "cultivo de tejidos" fue acufiado en los momentos en
que la técnica se abocaba principalmente al cultivo de pedazos de te-
jido. Sin embargo, a través de los afios el término ha resultado algo
inapropiado, debido a que ahora no sblo son pedazos de tejido, sino
también células 1jbres, protoplastos, drganos y embriones (Bonga,

1982).

Desde el punto de vista experimental, los sistemas in vitro
tienen muchas ventajas sobre el cultivo 4n vive; por ejemplo: 1)
En la planta viva el comportamiento de cada parte del tejido, es
fuertemente influenciada por controles correlativos impuestos por el
resto de la planta. Por el aislamiento de una parte de la planta y
cultivdndola <n vitro, la naturaleza de dichos controles correlati-
vos puede ser determinada. 2) La parte de la planta aislada puede
ser ]ibre para expresar las potencialidades que estdn normalmente
presentes .{n v{uo, los ejemplos mas obvios son la organogénesis y
embriogénesis. 3) Toda la experimentacidn {n vitno se 1leva a cabo

bajo condiciones asépticas y por 1o tanto los tejidos y células no



son destruidos por microorganismos. Ademds muchos productos quimi-
cos pueden ser aplicados por largos periodos de tiempo, sin que di-
chos productos quimicos sean metabolizados o degradados por micro-
organismos. 4) E1 medio ambiente fisico de los cultivos es general-
mente facil de manipular. La mayoria de los cultivos crecen en pe-
quefios recipientes, esto es, en pequefias incubadoras o cdmaras de
crecimiento, en donde los regimenes de temperatura y luz son contro-
lados facilmente y a bajo costo. 5) Los sistemas de cultivo in vitho
son mds fdciles para la manipulacion de los mecanismos de Ta herencia
que en la mayoria de los otros sistemas. Por ejemplo, los mutantes
son facilmente inducidos y mantenidos en gran escala, principalmente
a nivel celular, pueden ser conducidos muy eficazmente. 6) Los estu-
dios metabdlicos pueden ser Tlevados mas bien a nivel celular que a
nivel de organizacion mds complejos. 7) Los factores que estan con-
trolando la juvenilidad y la madurez son mas facilmente estudiados

que por otra técnica (Bonga, 1982).

Por otra parte, la t&cnica de cultivo in vitro también puede
tener ciertos problemas vinculados con la utilizacion comercial, y
uno de ellos es que las plantulas obtenidas pueden diferir de la
planta madre. As, tenemos que pueden ocurrir variaciones fenoti-
picas y genotipicas en brotes conservados por un largo periodo en la
fase de proliferacién, con subcultivos repetidos cada 4-6 semanas.
Ademds, este resultado depende de la estabilidad genética de las es-
pecies propagadas (cultivares de inestabilidad conocida no deben ser
subcuTtivados por mis de 3 6 4 ocasiones), y la parte cultivada de

la planta. Generalmente, las plantas regeneradas de brotes axilares



son consideradas como mds probables fenotipicamente idénticas a la
planta madre, en tanto que las plantas derijvadas de brotes adventi-
cios o embriones somdticos es mds probable que difieran de 1a plan-

ta madre, particularmente si surgen de callos (Zimmerman, 1982).

En fresas propagadas en un campo experimental de Beltsyille,
se cultivaron apices de meristemos de plantas de las variedades
Earliglow, Guardian y Redchief. Después de haberse proliferado y
enraizado en un medio de Boxus, las plantas se establecieron en cam-
po a finales de mayo y se evaluaron en el otofio, encontrandose que
las plantas cultivadas <n vitre produjeron mds coronas, mas estolo-
nes y fueron generalmente, mds vigorosas que las propagadas a través
de estolones. En la primavera siguiente las plantas cultivadas in
vitro tuvieron mis flores, mis coronas y cada corona produjo mas ra-
cimos florales, Sin embargo, el nimero de flores por racimo no fue

incrementado (Zimmerman, 1982).

Otros autores, en relacidn a lo anterior, opinan que esto de-
pende mucho de las especies y otro conjunto de factores; puesto que
en algunas especies se ha observado que las plantas obtenidas a tra-
vés de apices de meristemos son mds estables genéticamente que Tas

plantas derivadas por otros procedimientos.

3. Técnicas para la propagacidn in vitro

Murashige (1974) propone una secuencia de tres estados para la
propagacifn <n vwitro, para explorar en forma sistematica requerimien-

tos especificos en cada paso. Cada uno de los estados tiene diferentes
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objetivos y posiblemente necesidades diferentes. E1 objetivo del Esta-
do I {establecimiento del propdgulo), es simplemente la obtencién de un
cultivo aséptico de 1a planta en cuestidn. Aqui es Unicamente necesario
que el cultivo esté libre de infeccidn y que haya un rdpido crecimiento
de los "explantes". E1 Estado II (multiplicacién de brotes) es un rapi-
do incremento de drganos y otras estructuras que pueden dar origen a
plantas. E1 incremento puede ser logrado en mayor instancia por la in-
duccidn de drganos adventicios y formacién de embriones o por incremento
en la iniciacion de drganos axilares. E1 Estado 111 (enraizamiento y
aclimatacion) es la preparacidn para el reestablecimiento de las plantas
en suelo e incluye el enraizamiento de brotes, el endurecimiento de las
plantas para impartir tolerancia al estrés de humedad y conferir un al-
to grado de resistencia a ciertos patégenos. Ademas, de la conversién

de las plantas del estado heterotrdfico al autotrofico.

La propagacidn 4n vitro puede hacerse de muy diversas maneras.
Mis comidnmente el "explante" usado es un apice de meristemo, un dpice
de brote o una yema, la cual es inducida a crecimiento y luego a pro-
liferacidn de brotes en un medio nutritivo. Una vez que se ha produ-
cido un nimero suficiente de brotes, son 1levados a enraizamiento pa-
ra obtener las plantas deseadas (Sriskandarajah y Mullins, 1981;

Zimmerman, 1982 y 1983).

En la practica se usan dpices de yema de 0.1 a3 1.0 mm de longi-
tud. Los tejidos mds pequefios fallan para crecer y los mas grandes
permanecen infestados por microorganismos. E] tamafio intermedio

(0.3 - 0.7 nm) generalmente produce la mds alta proporcidn de plantas
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regeneradas 1ibres de microorganismos. Los dpices de yemas de este
tamafio estdn compuestos de domo meristemdtico y uno o dos primordios

de hojas (Slack, 1980),

Los "explantes" para la micropropagacidn pueden ser obtenidos
de plantas en crecimiento activo o plantas en reposo, dependiendo de
la planta, la época del afio y las técnicas de cultive a utilizar. La
contaminacion de los "explantes" es generalmente menos problema cuan-
do los brotes son colectados de plantas ubicadas en el invernadero,
debido a que estan menos expuestas al viento que acarrea polvo y

microorganismos (Zinmerman, 1983).

Para iniciar el cultivo de los dpices se remueven las hojas de
las ramas, seguido por un lavado inicial con detergente diluido en
agua, posteriormente se hace una desinfeccidn con hipoclorito de cal-
cio o de sodio diluidos, conteniendo un agente humectante y luego se
enjuaga el tejido en agua estéril antes de la siembra. También se
ha usado la inmersidn en etanol de dpices de brotes en crecimiento
activo. Las yemas primero son colocadas en etanol al 95% y después
se 1levan a hipoclorito de calcio, preparado recientemente (Lane,

1978; Zimmerman, 1983).

Los requerimientos para el cultivo £n vitrc pueden categorizar-
se como caracteristicas del medio nutritivo y caracteristicas del am-
biente donde se desarrolla el cultivo. Dentro de los factores que in-
fluyen sobre el desarrollo del tejido se deben considerar: a) drgano
que va a servir como fuente de tejido; b) edad fisioldgica u ontogé-

nica del 6rgano; ¢€) estacidn en la cual el tejido estd siendo
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obtenido; d) tamafio del tejido y e) calidad de 1a planta de la que
los tejidos son obtenidos. E1 comportamiento inicial de un cultivo
de tejidos puede variar también con la totalidad del estado fisiologi-

co de la planta (Murashige, 1974; Slack, 1980).

Conviene recalcar que el cultivo 4n vitro en &rboles varia fre-
cuentemente de un afio a otro, incluso cuando los tejidos son obtenidos
de material colectado de una misma planta y en la misma temporada de
cada afio. Esto posiblemente se deba en parte a los ciclos climiticos

y fluctuaciones en Tos factores ambientales (Bonga, 1982).

3.1 Medios de cultivo

Un medio de cultivo generalmente estd compuesto de sales basales
(elementos mayores y menores) y suplementos orgdnicos. Aunque estos
d1timos varian considerablemente, todos incluyen una fuente de carbo-
no, vitaminas y reguladores del crecimiento vegetal (Donelly et ak.,

1980; Slack, 1980).

3.1.1 Sales orgdnicas basales

A la fecha se han usado muchos tipos de sales organicas para las
especies frutales; uno mds cominmente utilizado ha sido el de Murashige
y Skoog, pero se han usado otros como el de Linsmaier y Skoog, Nitsch y
Nitsch y Anderson. Varios investigadores han obtenido igualmente buenos
resultados con diversas especies y diferentes tipos de sales. Por otro

lado, las diferencias en cultivares en algunas especies son lo
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suficientemente grandes como para que el medio de cultivo sea maniobrado
de una especie a otra para optimizar las necesidades particulares, por
To cual son dificiles de hacer recomendaciones generales para una espe-

cie en particular (Zimmerman, 1983),

Dutcher y Powell (1972) al probar las sales de Murashige y Skoog
en manzano, encontraron que 1a omisién del Grupo I, constituido por
KNO3; MgSOy - 7Ho0; NH4NO3; CaClgz - 2Hp0 y KHoPO4, did como resulta-
do poco o ningin crecimiento de Tas pléntulas. La presencia de los mi-
cronutrientes del Grupo II (MnSOy ° 4H,0; ZnSO, - Hz0; HaBO3;

Na,MoOy - 2H,0 y CuSO, * 2Hp0) usualmente produce mejor crecimiento

y desarrolla mis clorofila, sin que esto se deba a un elemento en par-
ticular. Sin embargo, se observd que el mejor crecimiento se obtuvo
cuando estaban presentes el Mntt o Zn++, siendo innecesarios cualquier
otro elemento del grupo. E1 hierro fue esencial para el buen crecimien-
to, pero fue toxico en ausencia del Grupo I. E1 FeS0,/NazEDTA a concen-
traciones de 27.9 mg/1 y 37.3 mg/1, respectivamente, dieron el mejor

crecimiento en combinacidn con el Grupo I.

3.1.2 Suplementos del medio de cultivo

En 1a mayoria de los medios nutritivos los requerimientos de car-
bohidratos han sido satisfechos con la incorporacion de sacarosa a una
concentracion de 2 a 3% (Murashige, 1974; Thorpe, 1982). No obstante,
para el caso del manzano Dutcher y Powell (1972) encontraron que el me-
jor crecimiento de brotes ocurrif al usar una concentracidn de sacarosa

de 3 a 5%, y aunque algunos brotes crecieron a concentraciones hasta
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del 18% cuando se adiciond mds del 7% se observé una pigmentacién ro-
jiza en Tas plantulas. También se observd que la glucosa al 3% y fruc-
tosa al 3% dieron resultados equivalentes a la sacarosa, a la misma

concentracion.

Las vitaminas mas cominmente incluidas son la Tiamina, Acido
Nicotinico y Piridoxina. De éstas, la Tiamina es la mis utilizada y
usualmente es proporcionada en concentraciones de 0.1 a 0.4 mg/1.

La necesidad de otras vitaminas como el Acido Félico, Acido Pantoté-
nico y Rivoflavina permanece ambiguo, pero han sido utilizadas princi-

palmente por razones de precaucidn (Murashige, 1974).

E1 Inositol no ha sido esencial; sin embargo, su adicidn ha sido
claramente benéfica y se ha utilizado una proporcion de 100 mg/1

(Murashige, 1974).

Los reguladores del crecimiento mas comunes para Jos medios de
propagacion son las auxinas y citocininas. Las auxinas mas utilizadas
son el Acido Indolbutirico (AIB), Acido Indolacético (AIA) y Acido

Neftalenacético (ANA).

Dentro de las citocininas, la mds usada es la Benciladenina (BA);
aunque en gcasiones también se usan las Cinetinas y la 2iP y la concen-
tracién requerida en el medio de cultivo varia de acuerdo a la especie

en estudio (Murashige, 1974).

Los aminodcidos o sus aminas han sido benéficos para algunos cul-
tivos. La Arginina, Acido Aspartico, Acido Glutdmico y Tirosina, pueden

ser ventajosos en el medio de multiplicacion de érganos. Algunas veces
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las amidas pueden ser mds efectivas que el respectivo aminoacide

(Murashige, 1974).

Los complejos naturales deben ser utilizados s0lo cuando todos
los intentos para usar un producto quimico han fallado, ya que se tie-
ne la desventaja de una alta variabilidad entre ellos. Entre los pro-
ductos mds usados se tienen el endospermo de coco, miel de abeja, jugo

de cafia y otros (Murashige, 1974).

Otras sustancias que parecen alterar la efectividad de las auxi-
nas y citocininas, son los compuestos fendlicos, tales como el Floro-
glucino]l (FG), Acido Florético, Acido Caféico, Pirogalol y Catecol, de

los cuales se hablard mds adelante.

E1 carbén activado es otro compuesto muy utilizado en la propaga-
cibn in vitro y parece ser que sus efectos se deben a la remocidn de
sustancias fendlicas del medio de cultive, tales como el Acido Fenila-
cético y Acido Benzdico, las cuales promueven un crecimiento no organi-
zado, e inhiben 1a embriogénesis, formacidon y elongacion de raices.
También puede ser que el carbdn activado absorba el exceso de auxinas

del medio de cultivo (Fridborg et af., 1978).

Cuando Tos tejidos vegetales son cortados, las superficies del
corte con frecuencia se tornan cafés en unos cuantos minutos, lo cual
se debe a la oxidacidn de fenoles y quinonas tdéxicas en Tas células
dafiadas; de ahi, que se requieran tratamientos adicionales al medio de
cultivo agregando productos antioxidantes. Entre las sustancias mds
utilizadas se tienen el Acido Ascdrbico, Acido Citrico y la Cisteina

(Murashige, 1974; Bonga, 1982).
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3.1.3 Caracteristicas fisicas

En Ta mayoria de las instancias, la eleccidn entre un medio 1igui-
do o uno s6lido se hace en forma arbitraria y de acuerdo a la decision
del investigador. En algunas plantas el éxito dependerd de si se emplea
un medio nutritivo 1iquido o sdlido, de ahi la necesidad de obtener in-
formacion al respecto. As{ también, las mismas especies pueden requerir
una diferente forma fisica del medio durante cada uno de los tres esta-
dos 4n vitro. Por ejemplo, el estado I podria estar mejor en un medio
Tiquido y Tos estados II y III en agar para algunas plantas; en tanto
que para otras podria tenerse mejor desarrollo si se utiliza un medio
1iquido para los estados I y II, y uno sGlido para el estado III

(Murashige, 1974).

Al utilizar un medio s6lido es importante considerar la concentra-
cion y la calidad del agar, ya que la excesiva concentracion de agar en-
durece el medio e inhibe el crecimiento de los tejidos, asi la cantidad
a utilizar dependerd de la parte de la planta a cultivar, la calidad
del agar y el pH del medio, ya que a un pH mas dcido el gel serd mas

blando (Murashige, 1974).

Por otra parte, el agar ademds de proporcionar un soporte sdlido
para los tejidos, puede ser benéfico; debido a que tiene una capacidad
de absorcidn que asemeja al carbfn activado, ya que puede remover pro-
ductos de desecho celular. Si se considera que el agar es un producto

natural, se pueden esperar diferencias en respuesta al crecimiento de

los cultivos, dependiendo del grado de purificacién. Otro problema es
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que este gel constituye una fuente de los principales minerales; en par-

ticular sodio, y posiblemente algunas vitaminas y toxinas (Bonga, 1982).

Al usar un medio 11quido se pueden tener los cultivos estacionarios,
mediante agitacién contfnua (una revolucién por minuto) o usar puentes de

papel filtro o cualquier otro soporte.

Singha (1982) cultivd brotes de Mafus sp. 'Almey‘ y Pymus commuwris
'Seckel' en medios de cultivo con sales de Murashige y Skoog suplementa-
dos con 2 mg/1 de BAP y niveles de agar que variaron de 0-1.2%. En Man-
zano 'Almey' se obtuvo el mayor crecimiento y proliferacidon de brotes al
usar 0.3% de agar, ya que mds altas concentraciones disminuyeron la pro-
liferacidn y crecimiento, en tanto que en peral 'Seckel' el mayor grado
de proliferacion se obtuvo con 0.6% de agar. Parece ser que la variacion
en este sentido responde a los cambios en pH, lo que podria influenciar
la proliferacion. Otra explicacidn puede ser la presencia de ciertos
inhibidores en ciertas marcas de agar, que reducen el crecimiento de la
planta. Asi también se dice que la influencia del agar puede deberse
al efecto sobre la tasa de difusidn de las moléculas a través del medio,
ya que en bajos niveles, la resistencia a la difusion de hormonas y nu-

trimentos serd mas baja que a altas concentraciones.

E1 pH del medio nutritivo es también un factor critico; no obstan-
te que ha sido muy descuidado en el estudio del cultivo {n witro. La
practica usual es poner el pH con algiin valor entre 5.0 y 6.0 durante

la preparacion del medio (Murashige, 1974).
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Por otra parte, la esterilizacidn del medio de cultivo puede te-
ner diferentes efectos sobre el pH, dependiendo de si se usa un medic
11quido o sdlido, pues se ha visto que en un medio 1iquido hay una re-
duccién de 0.5 unidades en el pH, en tanto que con el medio s6lido es

menos pronunciada (Singha, 1982).

3.2 Condiciones ambientales para la propagacibn {n vitno

" Las condiciones ambientales para la propagacion £in vitre han sido
poco estudiadas, por lo que no se han podido establecer las condiciones
optimas de crecimiento para las diversas especies fruticolas, propaga-
das bajo este esquema (Zimmerman, 1983). Sin embargo, se ha observado
que estas condiciones tienen un efecto muy marcado sobre el comporta-

miento de las mismas (Lane, 1978).

Los factores ambientales mds importantes por su efecto, son luz
y temperatura, aunque frecuentemente Ta Titeratura también reporta datos

sobre la humedad relativa (Murashige, 1974).

3.2.1 Influencia de la luz

La iluminacion de los cultivos debe ser considerada en términos
de intensidad, periodo de exposicidn a la Tuz y calidad. Se ha obser-
vado que los requerimientos de luz de los tejidos no son los mismos que
aquellos de plantas completas autotréficas. En el cultivo de tejidos,
la fotosintesis no es una actividad necesaria, excepto quizas, durante

el 01timo periodo del estade 11l (enraizamiento y aclimatizacién), ya
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que los carbohidratos estdn adecuadamente proporcionades. No obstante,
la Tuz es necesaria para regular clertos procesos morfogenéticos. Esto
ha sido reportado como importante en la formacidn de brotes, la inicia-
¢ién de raices y embriogénesis asexual (Murashige, 1974). Capite en

1955, manifiesta que el mejor crecimiento de los tejidos cultivados <n

vitro es obtenido bajo luz natural.

Dutcher y Powell (1972) trabajando con dos fotoperfodos: 16 y 24
h/dia y tres distancias diferentes (8.20 y 35 cm) entre los tubos y las
ldmparas fluorescentes con intensidad luminosa de 600 f-c, encontraron
que al utilizar 16 horas luz y 20 cm se tuvo un crecimiento apropiado
de las plantulas de manzano. Ademds observaron que brotes sujetos a
total obscuridad decarrollaron callo aunque permanecieron yivos por
periodos largos (hasta 10 meses), mientras que los que desarrollaron
en Tuz crecieron normalmente. Asimismo, otros autores han sefalado un
fotoperiodo de 16 horas como el adecuado para obtener una respuesta
apropiada de brotes de manzano (Abbott y Whiteley, 1976; Jones et al.,
1977), dicha luz fue emitida por ldmparas fluorescentes; ademas, men-
¢ionan que la calidad de la Tuz puede estimular no sblo la formacidn
de brotes, sino también, la de raices, requiriéndose para el primer

caso alrededor de 420 nm, mientras que para el segundo 660 nm.

Por otra parte, se considera una intensidad Tuminosa de 2,000 a
3,000 Tux como apropiada, en el cultive de tejidos (Murashige, 1974).
Harper en 1978, manifiesta que las intensidades de Juz usadas para
cultiyos de Rubus varfan de 1,500 a 5,000 lux. Snir y Erez (1980),
reportan como adecuada para la propagacion de portainjertos de manzano,

una intensidad de 14 vm 2.
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3.2.2 Influencia de la temperatura

Es evidente que los tejidos cultivados n vitre, en vista de sus
delicadas estructuras, son extremadamente sensitivos a las variaciones

en temperaturas (Capite, 1955).

La prdctica general ha sido mantener los cultivos en medio ambien-
te con temperatura constante, siendo 1a mds usualmente empleada 1a que
oscila alrededor de los 25°C. En esta practica faltan reconocer las
fluctuaciones de temperatura diurna y estacional, bajo las cuales las
plantas normalmente desarrollan. Asi, las temperaturas constantes pue-
den ser adecuadas para el cultivo de especies anuales y tropicales, cu-
yos ciclos de vida son completados bajo condiciones de temperatura uni-
forme; pero puede no serlo para especies adaptadas a climas templados
o desérticos, en donde Tas plantas estdn sujetas a fluctuaciones térmi-
cas durante el afio (Murashige, 1974). Walkey en 1972, probd diferen-
tes temperaturas sobre el crecimiento de pldntulas de manzano, encon-

trando l1a mejor respuesta entre los 26 y 30°C

3.2.3 Humedad relativa

La informacidon existente al respecto, indica que la humedad rela-
tiva del cultive facilmente es el factor mas significativo o menos pro-
blemdtico, ya que dicho factor del microambiente del cultive, es usual-
mente alrededor del 100%. Esto se considera que debe de ser evaluado
en los diversos climas, de tal manera que pueda establecerse si es ne-

cesario o no regularla en las diversas especies en cuestion, para lo-

grar su Optima respuesta (Murashige, 1974).
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4, Establecimiento y formacidén de brotes

Una vez que el tejido vegetal (explante) se ha establecido y de-
sarrollado en el medio de cultivo, los brotes son divididos y transfe-
ridos a un medio fresco (subcultivos o recultivos) a intervalos regula-
res. ET1 recultivo se hace cada cuatro semanas, aunque en algunos casos
se realiza cada seis. Esto frecuentemente es gobernado por la propor-

cién de crecimiento y nilmero de brotes (Zimmerman, 1983).

Los brotes se pueden originar de yemas axilares o adventicias.
Los primeros se encuentran en la axilas de las hojas y pueden ser es-
timulados en su proceso de ramificacién al ser colocados en un medio
que contenga altas concentraciones de citocininas. La produccion de
brotes adventicios se puede lograr a través de callos; sin embargo,
con mds frecuencia se observa la emergencia de brotes directamente

del "explante" (Murashige, 1977).

Lane (1978) indica que en un trabajo desarrollado, se estable-
cieron mejor los "explantes" cuando se utilizaron yemas terminales,
en relacién al uso de yemas basales, lo cual podria deberse a que las
basales son de un tamafio mds pequefio y ello podria influir en un cre-
cimiento pobre. Asimismo, menciona que los dpices de yemas en reposo
que no habian satisfecho sus requerimientos de frfo desarrollaron nor-

malmente,

Para e] establecimiento de "explantes" de manzano, Lundergan y
Janick (1980), utilizaron un medio basal de Murashige y Skoog, suple-

mentado con 0.1 mg/1 de Tiamina - HC1, 0.5 mg/1 de Piridoxina - HC1,
0.5 mg/1 de Benciladenina, 30 g/1 de sacarosa y 10 g/1 de agar.
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En relacion a las caracteristicas fisicas del medio de cultivo,
en algunas especies se han obtenido mejores resultados al usar un me-
dio 1iquido para el establecimiento de los "explantes", como es el
caso del durazno, zarzamora (Zimmerman, 1983) y manzano, lo que posi-
blemente se deba a un incremento en la absorcién de hormonas y nutri-
mentos del medio, aunque también pudiera ser que el agar contenga al-

gunos compuestos téxicos (Snir y Erez, 1980).

Dutcher y Powell (1972) al utilizar un medio 1iquido, también
encontraron que los brotes inmersos en una solucidn de nutrimentos en
movimiento tienen un incremento en la superficie de absorcidn, parti-
cularmente cuando existen hojas; desarrollandose brotes mucho mas lar-
gos que los gue crecieron bajo condiciones estacionarias, lo que con-
duce a suponer que es la absorcidn de nutrimentos lo que 1imita el

crecimiento de los brotes.

Por otra parte, se dice que la proporcion de reguladores del cre-
cimiento influencian el crecimiento de Tas plantas, incluyendo la do-
minancia apical. Asi, diferencias en los niveles enddgenos de hormonas
de] crecimiento diferentes de las citocininas, podrian interactuar con
1a BA suplementada en el medio para influenciar la multiplicacion de

los brotes (Lane y McDougald, 1982).

Varios estudios han indicado que la proliferacidn de brotes de
manzano 4n vitho y su crecimiento, son afectados por la adicidn de ci-
tocininas, auxinas y giberelinas en el medio de cultivo. Estudios pre-
Timinares han indicado un miximo de proliferacion de brotes de manzano

con un medio basal suplementado con 5.0 mg/1 de BA, Sin embargo, los
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brotes fueron pequefios con hojas muy chicas y generalmente no produjeron
resultados satisfactorios al intentar injertarlos o enraizarlos en con-

diciones .in vitro (Lundergan y Janick, 1980).

Jones (1967), reporta que la BA a una concentracidn de 1.0 mg/]
promovid la elongacidn de brotes y formacién de hojas en brotes de man-
zano; sin embargo, muchas de las hojas fueron pequefias y pobremente de-
sarrolladas, mientras que una concentracidn de 10.0 mg/1 inhibid el cre-
cimiento de los brotes. Este mismo autor indica que hay evidencias de
exportacion, de las rafces a los brotes via xilema, de sustancias con
actividad bioldgica similar a las cinetinas, To que sugiere que las ci-
tocininas de las rafces tienen efectos benéficos sobre las proteinas

y clorofila de Tas hojas.

Jones et af., 1979, encontraron que la savia succionada de ramas
0 exhudados de raices de drboles de manzano, muestran actividad simi-
lar a la de las citocininas y dicha actividad es similar a un butanol
componente soluble, el cual tiene las propiedades de l1a zeatina ribdsi-
do, que promueve el crecimjento de brotes aislados de manzano. De esto
infieren que las citocininas de las rajces son importantes para el desa-
rrollo de los brotes, 1o cual es verificado al suministrar tales sustan-

cias a los medios de cultivo en donde crecen brotes sin raices.

Investigaciones para determinar los niveles 6ptimos de regulado-
res del crecimiento en manzano, indicaron gque la proliferacion de bro-
tes fue completamente inhibida por niveles de cinetina mayores a 5.0
mg/] o menores de 0.1 mg/1 y por la adicién de mas de 0.2 mg/1 de 2,4-D

o ANA, Ademis el 2,4-D promovib fuerte incremento en la formacidn de
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callo (Abbott y Whiteley, 1976).

Dutcher y Powell (1972) encontraron que la adicidon de ABA a dife-
rentes concentraciones, inhibe el crecimiente de brotes en manzano e
induce la formacion de callo. En tanto que el AIB reduce el crecimien-

to de brotes, pero no tan fuertemente como el ABA.

Se conoce que el desarrollo de yemas axilares es una respuesta a
la BA y que esta capacidad varia con las especies y concentracion del

regulador.

Lane (1982) compard la respuesta de tres tipos de manzano a las
concentraciones de BA y encontrd que aungue en forma general el nivel
optimo en los tres tipos fue el mismo, los arboles con habito de cre-
cimiento estandar 'Summerland Red McIntosh' toleran un nivel de BA 1i-
geramente alto, el tipo spur 'Macspur' un nivel intermedio y el tipo
enanizante 'McIntosh Wijcik' un nivel muy alto sin mostrar fitotoxi-
cidad o muerte. Otros factores que pudieran estar influenciando Ta
respuesta serian los niveles hormonales enddgenos en un momento dado,
e] estado de crecimiento vegetativo al cual se toma el "explante", la
eficiencia de transporte en el cultivo y Ta rapidez de aprovechamien-

to metab6lico (Lane, 1982; Lane y MacDougald, 1982).

Lane (1978), encontrd que la concentracion optima de BA para la
proliferacion de brotes de manzano.fue de 5 X 107° M, ya gue cuando
no se adiciond este regulador al medio de cultivo, los brotes presenta-
ron un crecimiento lento y eventualmente se detuvo, mientras que con-
centraciones de 107° M resultaron ser tdxicas. La combinacidn de AGs

y ANA con 5 X 107° M de BA tuvo efecto inhibitorio sobre la multiplicacién
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siendo mayor el efecto del ANA, lo que sugiere que el manzano tiene la

suficiente concentracifn endfgena de auxina para su crecimiento.

James et alf,, 1980, tuvieron éxito en la proliferacion de brotes
de manzano usando un medio bdsico de Linsmaier y Skoog, suplementado
con 1.0 mg/1 de BAP, 0.1 mg/1 de AIB y 162 mg/1 de Floroglucinol (FG),
en tanto que Werner y Boe (1980) usaron sales de Murashige y Skoog a la

mitad de su concentracifn, suplementadas con 0.5 mg/1 de BA.

E1 efecto del F6 sobre la proliferacion fue expuesto por primera
vez por Jones (1976) en manzano M,7 y M.29; sin embargo, otros autores
no lo han encontrado ventajoso (Snir y Erez, 1980), han encontrado que
inhibe el crecimiento (Whiteley y Abbott, 1977; citados por Hutchinson,
1984), o no han encontrado efectos consistentes (Zimmerman y Broome,

1980).

Hutchinson (1984) indica qu el mejor establecimiento de brotes
de manzano 'Northern Spy', se logrd en un medio de Linsmaier y Skoog
suplementado con 5 yM de BA, 1.0 uM de AIB y 1 mM de FG, y menciona
que no hubo diferencias en proliferacidn por influencia del FG, sino
que mas bien fue el resultado de la concentracidon de citocinina, ni-
ve] de Tuz y tipo de "explante". Ademds, estudid el efecto de diver-
sas citocininas (CA, zeatina, cinetina y 2iP) encontrando que 1a mejor
fue 1a BA, obteniendo mayor proliferacidn con una concentracidn de
10 pM, en relacidn a 5 uM; aunque a 10 uM los brotes fueron muy peque-

fios,

Lundergan y Janick (1980) estudiaron la combinacifn de BA y N6 -

(AB-jsopentenil-) aminopurina (2iP) para determinar si existia alguna
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interaccion entre ambas citocininas. La BA solo provocd proliferacion
de hojas y brotes, y al 2iP sdlo produjo uno o dos brotes altos con
hojas normales., Los brotes que crecieron en ambas citocininas respon-
dieron en forma similar a las que crecieron sdlo con BA, lo que sugie-
re que la 2iP tiene muy poco efecto sobre la proliferacion. Estos mis-
mos autores al probar concentraciones de 3, 4, 5, 6 y 7 mg/1 de BA, 2iP
y cinetina, encontraron una respuesta similar con la 2iP y cinetina, y
observaron que la BA a concentraciones por arriba de 5 mg/1 bajd su
efectividad. También se probd la interaccién de BA, AIB y AGs, y se
encontrd que la BA incrementd la proliferacion de brotes sdlo en ausen-
cia del AIB, mientras que el AGs; no tuvo efecto con o sin BA o AIB.

Los brotes que crecieron con BA y AIB produjeron brotes altos con hojas
similares a las producidas con 2iP. E] AG3; solo o en combinacién con
otros reguladores tuvo poco efecto sobre la altura de las plantas. To-
do 1o anterior indica que el crecimiento es antagénico a la prolifera-
cién y dado que con BA se producen brotes pequefios y con 2iP se obtiene
altura en los brotes, pero no ocurre proliferacién, 1o mas adecuado
seria utilizar primero BA para obtener gran cantidad de brotes y des-
pués transferirlos a 2iP o a bajas concentraciones de BA (1 mg/1) mas

AIB (1 mg/1) para obtener brotes de mayor tamafio y en mayor cantidad.

James y Thurbon (1981a) para la proliferacion de brotes de manza-
no usaron de 1.0 a 2.0 mg/] de BA y de 0.1 a 0.5 mg/1 de AIB (aunque
notaron que la auxina podria ser omitida del medio sin ninglin proble-
ma), mientras que Machinik y Orlikowska (1981) usaron de 0.5 a 1.0 mg/1
de BA, 0.05 mg/1 de ANA y 80.0 mg/1 de sulfato de Adenina para propa-

gar el patrén P22.
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Lane y McDougald (1982) establecieron los manzanos M.27, M.9,
M.26, MM.111 y 'Macspur' in witro y evaluaron la respuesta a diferen-
tes concentraciones de BA y ANA. Todos los cultivares sobrevivieron
a las concentraciones usadas de BA (1,0, 5.0 y 10.0 uM); sin embargo,
se observaron diferencias entre los cultivares, en cuanto al nimero
de brotes producidos; obteniéndose la mayor cantidad con el portain-
Jerto M.27 sequido por 'Macspur', M.9 y M.26. La mejor concentra-
cidn para todos los cultivares, fue la de 5.0 uM, y la mayor supre-
sidn de produccidn de brotes se obtuvo con M.9 y se indica que tal

vez fue debido a la formacidn de callo.

5, Enraizamiento

E1 proceso de desarrolio de raices adventicias en estacas de ta-
116 o brotes, puede dividirse en tres etapas: 1) desdiferenciacion
celular, seguida por la iniciacién de grupos de células meristemati-
cas (las iniciales de la rafz); 2) la diferenciacién de esos grupos
de células en primordios de la raiz reconocibles; y 3) el crecimien-
to y 1a emergencia de las rafces nuevas, incluyendo 1a ruptura de otros
tejidos de tallo, vy la formacidon de conexijones vasculares con los te-

jidos conductivos de la estaca (Hartmann y Kester, 1980).

La capacidad de las plantas para formar raices adyenticias va-
ria grandemente entre especies y entre cultivares, 1o que estad dado
por la interaccion de factores endbgenos y exfgenos. Dentro de los
primeros, podemos considerar la presencia o ausencia de raices pre-

formadas, los niveles endfgenos de hoymonas del crecimiento y
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cofactores de enraizamiento, las relaciones antdmicas y la condicion
fisioldgica general de 1a planta. Dentro de los factores exdgenos
o externos podemos considerar las relaciones hidricas, efecto de la

temperatura, la luz y condiciones generales del medio de enraizamiento.

5.1 Enraizamiento 4in vitro

Para el enraizamiento .n vitre el medio de cultivo es modificado
de diversas maneras; las concentraciones de sales minerales y azlcar
con frecuencia son reducidas a la mitad de su concentracién o menos,

Ta citocinina es excluida del medio y Ta concentracion de auxina es

incrementada (Zimmerman, 1983; Hutchinson, 1984).

E1 enraizamiento de los brotes generalmente es desarrollado en
un medio con agar, pero una alternativa exitosa ha sido el uso de un
medio 19quido con vermiculita, pertita, arena o papel filtro usados

como soporte.

5,1.1 Diversas especies

E1 conocer el momento y sitios de iniciacidn de rafces adventi-
cias es de jnterés, sobre todo, cuando se desea estudiar la efectivi-
dad de ciertos requladores y cofactores sobre el proceso de formacidn
de rajces, ya que se ha observado que algunas sustancias son indispen-
sables para la iniciacidn de primordios, en tanto que otras son nece-

sarias para la emergencia y crecimiento de Tas rafces.
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Probablemente, el primer estudio definido del sitio en que se
inician las rafces adventicias corresponde al dendrélogo francés
Duhamel du Manceau en 1758 (citado por Hartmann y Kester, 1980). Des-
pués de haber efectuado numerosas investigaciones en una amplia gama
de especies de plantas, se ha observado que en las plantas herbaceas
el lugar de origen de las raices se encuentra justamente afuera y en-
tre los haces vasculares. Estos pequefios grupos de células, las ini-
ciales de rafz, continfian dividiéndose, formando grupos de muchas cé-
lulas pequefias que se desarrollan en los primordios de la raiz. La
division celular continda y pronto cada grupo de células toma el as-
pecto de una punta de raiz. En el nuevo primordio radical se forma
un sistema vascular que se conecta con el haz vascular adyacente. La
punta de la rafz crece hacia afuera, a través de 1a corteza, emergien-

do de Ta epidermis del tallo (Hartmann y Kester, 1980).

Vieitez et af. (1981) en un andlisis sistemdtico de secciones
transversales microscdpicas de raices de castafio en desarrollo, entre
Q y 23 dfas, revelan una secuencia de cuatro estructuras distinguibles:
meristemoide, primordio de raiz, primordio de raiz con sistema vascular
y rafces adenticias. Estos investigadores encontraron cambios en so-
lo dos dias después de haber establecido el cultivo sobre un medio con
AIB, En este tiempo se observd un cierto nimero de células, en el pa~
rénquima floemdtico y rayos vasculares, que dieron origen a células
iniciales de tamafio pequefio, con niicleo prominente y citoplasma denso.
De los cuatro dias de cultivo hacia adelante, se obseryaron mis cambijos
anatémicos, Asi, el nimero de c&Tulas en divisidn originaron masas de

c8lulas meristemdticas formando una regifn en el floema, cerca del
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cambium. Esta proliferacion celular se hizo extremadamente pronunciada
y fue identificada como "meristemoide”. Ello consistid de agregacio-
nes como meristemos de pequefas células isodiamétricas, no vacuoladas

y con nicleo y citoplasma tefiidos intensamente. E1 meristemoide se
individualizé al sexto dia y la polarizacion de las divisiones did
origen a la tipica apariencia de punta de raiz, generalmente localiza-
da a nivel del anillo de esclerénquima, avanzando fuertemente a través
del tejido del brote. Hacia el noveno y décimo dias muchos primordios
habfan cruzado el esclerénquima y sus extremos distales habian penetra-
do el cdrtex. E1 desplazamiento de los grupos de fibras de esclerénqui-
ma ocasionalmente se observaron como un resultado de la presion ejercida
por el primordio. De los 11 a los 12 dias, la mayoria de los primordios
desarrollaron su propio sistema vascular y se realizaron las conexiones
completas entre las rafces y la planta, antes de la emergencia de la
rafz. Llas rafces adventicias generalmente emergen el dia 14, aunque
ocasionalmente fueren visibles al doceavo dia. Finalmente, estos au-
tores indican que Tos cambios anatémicos observados durante el proceso
de neoformacidn de rafces es semejante en brotes cultivados <in vitro e

An vive,

En frambuesa roja, Avitia (1985) observé que a los cuatro dias
de establecidas las plantas en los medios de cultivo para enraizamien-
to se manifestaron diferencias anatdmicas, observandose una intensa di-
yisidn celular. A los seis dfas se observ8 la formacién de dpices y a

los 15 dias emergié la raiz adventicia de la epidermis del tallo.

En el proceso de formacion de raices, estan involucrados una se-

rie de factores y entre ellos los reguladores del crecimento,
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principalmente las auxinas, y otras sustancias promotoras denominadas
cofactores del enraizamiento, las cuales interactdan con las auxinas

para producir ciertos resultados.

Dentro de las auxinas se encuentran el AIA, AIB, ANA, etc.; sin
embargo, en la mayoria de los casos se han obtenido mejores resultados
con el AIB. Asi por ejemplo, Vieitez et af. (1981) encontraron que en
castano el AIB fue mejor que el ANA para la induccibn de raices, eva-

luado como porcentaje de enraizamiento y nimero de raices por brote.

En lo que se refiere al efecto de compuestos fendlicos sobre
este proceso, primariamente hay que considerar que dos compuestos son
11amados sinergisticos cuando el nimero de raices producido por los
dos Juntps es mayor que la suma de los dos numeros producidos por se-

parado.

Se sabe que varios compuestos dihidroxifenoles, tales como el
catecol, dcido caféico, acido clorogénico, acido protocatechuico y
dcido florético, incrementan la conversion de triptéfano a AIA, mien-
tras que el resorsinol, tirosina y O-nitrocresol, son inactivos. Se
ha encontrado que cuando los orto-dihidroxifenos y triptofano son ad-
heridos se producen mds raices y esto se explica por el efecto del AIA
producido del triptéfano. Sin embargo, se ha visto que los para y meta-

dihidroxifenoles son inactivos en este sentido (Gorter, 1969).

Hess en 1962 (citado por Basu et af., 1969), estudid el efecto
de algunos compuestos fendlicos sobre el enraizamiento de estacas de
Phaseplus auneus L, tratadas con AIA y concluyd que la cualificacion

estructural en un compuesto fendlico para estimular la iniciacidn de
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una relacidn "orto" y que la posicidn "para" debe estar libre. Por
el contrario, Basu et af. (1969), indican que la posicién del grupo
hidroxi, independientemente de que se encuentre en posicidon "orto" o
"para" no causaron ninguna diferencia notable en la reaccidn, ya que
al usar dcidos p-hidroxi y o-hidroxi ambos mostraron un sinergismo
similar. Con esto se determina que los fenoles actlan en parte a
través de una inhibicion de Ta AIA-oxidasa y que esta enzima no es
especifica para el AIA, sino que también puede atacar al AIB y ANA.
Esta ausencia de especificidad del sistema de oxidacion AIA también
ha sido reportado por otros autores; sin embargo, en este caso los
resultados no estan de acuerdo con la hipdtesis cominmente aceptada
de gue los monofenoles estimulan y los polifenoles inhiben la activi-
dad de la AlA-oxidasa. Finalmente, estos autores indican que una ex-
plicacion alternativa es que los fenoles no actiian especificamente a
través del sjstema AIA-oxidasa, sino que es posible que mds bien se
afecte la regeneracion de raices a través de otros caminos metabdli-

cos.

Lo anterjor coincide con lo propuesto por Gorter (1963) quien
manifiesta que si fuera cierto que los fenoles destruyen el sistema
AlA-oxidasa, se esperaria que los orto-dihidroxifenoles, tales como el
catecol, dcido caféico y dcido clorogénico, incrementarian la produc-
cidn de rafces, mientras que los menofenoles serian inefectivos o

tendrfan un efecto opuesto, como activadores de la AlA-oxidasa.

Basu et af. (1969) trataron hojas de Erantemum tricelcr con

dcido tanico, dcido gdlico, dcidop-hidroxibenzoico y dcido salicilico
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a concentraciones de 1, 10, 100 y 1000 mg/1 durante 24 horas. Poste-
riormente sumergieron las hojas en forma rapida en una solucién de

1000 mg/1 de AIA, AIB y ANA durante 10 seg. En los resultados encon-
traron que ninguno de los fenoles mostré efecto sobre el enraizamien-
to, cuando se usaron solos. E1 dcido td@nico en combinacidén con ANA y
AIB, promovid enraizamiento; sin embargo, con AIA no se observd efecto.
E1 dcido gdlico también incrementd en forma marcada el ndmerc de raices
de estacas tratadas con ANA y AIB pero no con el AIA. También se re-
porta sinergismo del dcido p-hidroxibenzoico con el AIA y ANA pero no
con el AIB, E1 acido salicilico promovié en forma marcada el enraiza-

miento con AIA, AIB y ANA.

James (1979) desarrol16 un trabajo en enraizamiento de Rubus
para observar los efectos del FG y AIB, solos o combinados, y encontrd
que todos los brotes que crecieron en un medio que contenia 1 x 107° M
de FGy 5 x 107® M de AIB enraizaron con mayor facilidad que el resto
de los tratamientos, demostrandose de esta manera el efecto promotor

del compuesto fendlico, en cuestifn.

En frambuesa roja, James et af. (1980) suprimieron las citocini-
nas del medio de proliferacifn (Linsmaier y Skoog) e incrementaron la
concentracion de AIB de 0.1 a 1.0 mg/1 y adicionaron 162 mg/1 de FG
para el enraizamiento de brotes del cultivar Malling Jewel. Sobre el
porcentaje de enrajzamiento no hubo efecto promotor del FG en la can-
tidad de raices adventicias; sin embargo, en base al ndmerp de raices
por cultivo enraizado, la presencia de auxinas y FG estimularon signi-
ficativamente la iniciacidn de rafces, comparando con los cultivos que

contenian AIB o FG solos.
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También en algunas especies, se ha usado el carbdn activado pa-
ra promover el enraizamiento. Anderson (1980) obtuvo éxito en el en-
raizamiento de frambuesas negras y rojas, usando un medio basal que
contenia sales inorgédnicas de Anderson, suplementadas con 5 uM de AIB
y 600 mg/1 de carbdn activado. Se observd que el AIB no tuve venta-
jas sobre el enraizamiento, lo que coincide con Snir (1981). Sin em-
bargo, el crecimiento total de la planta fue mejor cuando se aplica-
ron de 1 a 8 uM de AIB en combinacion con el carbon activado. Las
frambuesas negras fueron mis dificiles de enraizar que las rojas y la
adicidn de carbdn activado fue indispensable para el enraizamiento.
Cuando no se incluyd esta sustancia en el medio, se obtuvo un reducido
porcentaje de enraizamiento, bajo indice de raices y baja altura de

las plantas.

Por otro lado, la luz y temperatura también parecen tenmer influen
cia en la formacion de rafces de algunas especies. Hammerschlag (1982)
obtuvo 100% de enraizamiento de brotes de ciruelo mirobolano cultivados
en un medio que contenia de 2.5 a 5.0 mg/1 de AIB, mantenidos en la obs-
curidad durante dos semanas a 21-26°C. Los brotes mantenidos a 26°C,
enraizaron mas rapidamente que los que se tenian a 21°C y la adicion
de acido clorogénico incrementd en forma marcada el enraizamiento. EI
autor indica que el efecto inhibitorio de la luz puede no deberse (ni-
camente a la destruccibn del AIA, sino también a la inhibicién de sin-

tesis de cofactores y destruccidn de los mismos.

Otro factor al parecer importante sobre este proceso, es la con-

centracién de sacarosa del medio de cultivo para enraizamiento.
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Contrariamente a lo que se recomienda para la mayoria de las especies,
en relacion a una disminucidn de la concentracion de sacarosa en un
medio de cultivo para enraizamiento, Snir (1981); Zimmerman (1983);
Hutchinson (1984); Hartmann y Kester (1980); Pal y Nanda (1981) y
otros, enfatizan sobre la importancia de una fuente de carbohidratos

para el enraizamiento.

Greenwood y Berlyn (1973) mencionan gue el porcentaje de estacas
que formaron raices en Pinus Eambertiana estuvo determinado por la con-
centracidn de sacarosa utilizada, indicando que el papel de la sacaro-
sa puede ser a nivel osmético o nutricional sobre la regeneracion de

rafces adventicias.

Pienazek (1968) indica que los dpices aislados de manzano, en con
traste a plantas intactas, no pueden utilizar bien los nutrimentos pre-
sentes en el medio, en ausencia de sacarosa y enfatiza que la sacarosa

es muy importante para la diferenciacidn de raices.

Pal y Nanda (1981) encontraron que la sacarosa también incrementd
el nidmero de rafces en Populus robusta, obteniéndose mayor ndmero de
rafces cuando se usd 0.5% de sacarosa en relacion a 0.2%. Estos auto-
res indican que la sacarosa disminuye el dafio a las plantas por alta

temperatura y protege a las plantas de dafios contra microorganismos.

5.1.2 Manzano

Uno de los problemas mds fuertes en la propagacidn {n vitro del

manzano, es la formacidn de rajces, Aln cuando existen trabajos donde
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por hacer.

Dentro de los factores mds importantes en este proceso se ubican
los reguladores del crecimiento, siendo los mds importantes las auxi-
nas y en menor grado las citocininas y giberelinas, asi como la inte-
raccion entre ellos y la presencia de algunas otras sustancias con
actividad promotora. Por otra parte, la consistencia del medio, el
tiempo de exposicibn a los requladores y la temperatura, entre otros,
han sido factores que al parecer deberdn ser considerados para lograr

una respuesta satisfactoria en el enraizamiento.

E1 enraizamiento de brotes, como ya se menciond, generalmente
se 1leva a cabo en un medio con agar, pero se ha visto que el uso de
un medio Tiquido puede ser una alternativa favorable para algunas es-
pecies (Hammerschlag, 1982; Zimmerman, 1983; James, 1983a y 1983b).
Snir y Erez (1980)sefialan que el uso de un medio 1iquido es importante,
porque permite la fdcil absorcidn de reguladores y nutrimentos por la
superficie basal de los brotes. Estos autores también han observado
que se originan raices en un mayor nimero de brotes de manzano 'Granny
Smith' al ser &stos colocados en un medio 1iquido con auxinas, usando
puentes de papel filtro y con agitacion constante, ya que se obtuvo

de un 60 a 80% de enraizamiento.

Machinik y Orlikowska (1981) en un trabajo para enraizamiento del
portainjerto P22, usaron medios s6lidos y 1iquidos, utilizando como so-
porte perlita. El medio utilizado fue de Murashige y Skoog, suplemen-

tado con 0.5 mg/1 de AIB y 162 mg/1 de FG. Los resultados obtenidos
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indican que es mejor utilizar un medio 1iquido que un s6lido.

Sriskandarajah y Mullins (1982) en el cultivar Granny Smith, no
obtuvieron enraizamiento al utilizar un medio 1iquido estacionario y
al utilizar medio solidificado con agar o Tiguido con puentes de papel
filtro, sélo obtuvieron algo de enraizamiento (mds del 4%). Sin embar-
go, al utilizar un medio Tiquido con agitacion continua, con la mitad
de 1a concentracidn de sales de Murashige y Skoog, se obtuvo mds del

30% de enraizamiento.

Sriskandarajah y Mullins (1982) en otro trabajo enraizaron bro-
tes de los cultivares Granny Smith, Jonathan y Delicious, para lo cual
usaron microestacas proliferadas en un medio de Murashige y Skoog. E1l
porcentaje mids alto de enraizamiento (80%) correspondié a 'Granny Smith®
y fue obtenido al mantener las microestacas en un medio 1iguido con agi-
tacidn continua, con sales de Murashige y Skoog y con 10 pM de AIB. En
cambio para 'Jonathan' se lograron mejores resultados estableciendo las
microestacas sobre un medio 1iquido con puentes de papel filtro y ya

sea utilizando ANA a 10 uM o AIA a 100 pM.

Hutchinson (1984) en el cultivar Northern Spy, logrd de 90 a 100%
de enraizamiento utilizando sales de Linsmaier y Skoog a la mitad de
su concentracién y 1.0 uM de AIB, colocd los brotes sobre un medio con
agar, arena de cuarzo, perlita o 1iquido con agitacion encontrando que

en agar se tuvo pobre desarrollo radical.

Villegas y Castillo (1985) trabajando con MM.106, encontraron que
el uso de un medio liquido favorece el niimero y tamafio de raices, asi
como el porcentaje de enraizamiento y ademas permite obtener plantas

enraizadas en un tiempo mas corto.



38

Muchos trabajos se han desarrollado con cultivares y portainjer-
tos de manzano (James, 1979, 1983a; Welander, 1983) probando diferen-
tes tipos y concentraciones de auxinas, encontrdndose que si bien exis
ten respuestas diferentes de los portainjertos o cultivares (como se
puede notar en algunos trabajos de los antes citados y otros gue se
citardn posteriormente) a las concentraciones de auxinas, es importan-
te el efecto del portainjerto o cultivar por la informacién genética

que presenta (Nemeth, 1981; Lane y McDougald, 1982).

Abbott y Whiteley (1976) usaron AIB, ANA y AIA a concentraciones
que variaron de 0.1 a 10.0 mg/1 para enraizar el manzano "Cox's Orange
Pippin"; sin embargo, no obtuvieron resultados satisfactorios, ya que

s61o algunos de los cultivos formaron rafces en forma aislada.

Nemeth (1981) para el enraizamiento de los portainjertos M.26,
M.27, MM.104 y el cultivar Stark Spur probdé las auxinas: 2-cloro-3-
(3-cloro-2-metilfenil) propionitrilo (CCMPPN), 2, cloro-3-(2,3-diclo
refenil ) propionitrilo (CDPPN) y 2-cloro-3-(2,3-diclorifenil) butironi
trilo (CDPBN) para compararlas con el AIB, encontrando que la auxina
CDPPN aplicada a 5 x 107°M fue 1a mis efectiva produciendo 90% mds
raices que el AIB. Con M.26 y MM.104 el CCMPPN y el CDPBN, fueron
similares al AIB. Sin embargo, para el cultivar Stark Spur el CCMPPN
y el CDPBN no fueron efectivos y con M.27 estimularon la formacidn de
rafces s6lo en un bajo porcentaje de los brotes. Sobre Tos medios sin
reguladores en M.26, MM.104 y M.27 sblo se formaron algunas raices, en
tanto que en el cultivar Stark Spur no se formd ninguna. En relacion
al AIB, Ta concentracidn dptima para formacion de raices fue de 5x10'6M.

ya que cuando se usd 107°M se formd gran cantidad de callo, Para el
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resto de las auxinas, concentraciones mayores a 5 x 10°°M disminuyeron
la cantidad de raices, inhibieron el crecimiento de las que se habian
formado y tendieron a producir callo. Este trabajo confirma la inter-
accidn entre las auxinas y portainjertos y la diferencia de enraizamien-
to entre materiales, lo que estd determinado por la informacién genéti-

ca de la planta.

Sriskandarajah y Mullins (1981) trabajando con el cultivar Granny

Smith observaron que la auxina enddgena fue esencial para el enraiza-
miento, el AIB a concentracion 10 uM y Acido Neftoxiacético (NOA) a

10 uM promovieron formacion de raices, mientras que el 2,4-D tuvo
efecto inhibitorio. Ademds encontraron que el origen de las raices ad-
venticias difirid de acuerdo a la auxina aplicada, pues con NOA el en-
raizamiento aparecid por cualquier parte de la superficie del brote, y
con AIB las raices crecieron a través de la epidermis y cerca o en la

base del brote.

Hutchinson (1984) en su trabajo con 'Northern Spy', probé las au-
xinas AIA, ANA y NOA, y ninguno probd ser tan bueno como el AIB, ya que

con ANA se tuvo formacifn de callo.

Werner y Boe (1980) indujeron enraizamiento en el portainjerto
M.7 a través de subcultivos de brotes sobre un medio de Murashige y
Skoog, con un tercio de su concentracién, suplementado con 0.22% de
agar y 1.0, 2.0 y 3.0 mg/7 de AIB, observando que los brotes subculti-
vados en un medio con 2.0 mg/1 de AIB enraizaron en 28 dias, obtenién-

dose hasta el 100% de enraizamiento.
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Lane y McDougald (1982) en un trabajo de enraizamiento, utiliza-
ron los portainjertos M.27, M.9, M.26 y MM.106, asi como el cultivar
Macspur. para la promocidn de raices probaron diferentes concentra-
ciones de ANA (0.1, 0.33, 1.0, 3.3, 10.0y 33.0 uM} y se cbservd
que Ta respuesta a las concentraciones fue mads amplia para los porta-
injertos que para el cultivo Macspur, obteniendo un 85% de enraizamien
to para los primeros y sdlo un 58% para el segundo. E1 mejor porcen-

taje de enraizamiento se logré con 1.0 & 3.3 uM de ANA.

Se ha observado que en el enraizamiento de alqunas especies fru-
ticolas es muy importante el tiempo de exposicidn a un medio con regu-
ladores. Asi Abbott y Whiteley (1976) en trabajos con "Cox's Orange
Pippin” lograron induccién de raices, tratando los brotes con AIB
(1 mg/1) haciendo una inmersién durante 15 min y después 1levando Tos
brotes a un medio 17quido con soportes de papel filtro o a un medio
con agar. Bajo este método, las raices aparecieron en un periodo de
10 a 14 dias obteniendo un 30% de enraizamiento de brotes. En poste-
riores experimentos usaron solamente 0.1 mg/1 de AIB y 0.1 mg/1 de ci-
tocinina e hicieron una inmersidn por 8 horas, logrando el 50% de en-

raizamiento.

James y Thurbon (1979) en el portainjerto M.9, lograron mas del
60% de enraizamiento al colocar los brotes, durante 4 horas, en un me-
dio que contenia 2 mg/1 de AIB y después haciendo la transferencia a un
medio libre de reguladores. Con este procedimiento se evité la forma-
cién de callo, que ocurre cuando se dejan los brotes en forma permanen-
te sobre un medio con hormonas, y se indica gue se incrementd hasta

tres veces el nimero de raices, en relacién al contacto continuo.
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Snir y Erez (1980) al igual que James y Thurbon (1979) notaron
que el contacto continuo de los brotes sobre un medio para enraizamien-
to, promueve la formacidn de callo en la base, 1o cual se puede evitar
si el periodo de tratamiento de AIB es disminuido. Estos autores
(Snir y Erez, 1980), para el enraizamiento de los portainjertos MM.104,
MM.106 y MM.109 utilizaron un medio de Murashige y Skoog, suplementado
con 2% de sacarosa, 0.8 mg/1 de Tiamina - HC1 y 1.0 mg/1 de AIB, y tra-
tando los brotes con incisiones por un periodo de 6 a 8 dias, lograron
hasta el 100% de enraizamiento, obteniendo un promedio de 20 raices

por estaca.

Lane (1982) en un estudio de enraizamiento con diversos cultiva-
res (M.27, M.9, M.26 y Macspur) encontrf que la reaccion del portain-
jerto M.9 fue completamente diferente al resto, ya que requirié de una
exposicidn aguda al ANA mds que prolongada, ya que con esta Gltima con-
dicidn formd mucho callo, 1o que sugiere que puede deberse a gue dicho
portainjerto responde a concentraciones mas bajas o tiene niveles in-
ternos mas altos de auxinas e indica que en general se requieren de
auxinas para la iniciacidn de raices, pero una vez que esto se presen-

ta, se puede prescindir de ellas.

Lane y McDougald (1982) observaron que con M.9 tratados con 0.1,
0,33, 1.Q, 3.3, 10.0 y 33.0 uM de ANA se tuvo gran formacidon de callo
cuando se mantuvo continuamente con la auxina, 1o que evitd la forma-

cidn de raices.

Sriskandarajah y Mullins (1982} con el cultivar Delicious, obtu-

vieron mids del 80% de enraizamiento, sumergiendo la base de los brotes
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en una solucion con 750 uM de AIB y después llevandolos a un medio 13-

quido.

Por otra parte, el uso del FG en el medio de enraizamiento para
cultivares y portainjertos de manzano ha sido reportado por diferentes
autores, guienes han encontrado aumentos en el porcentaje de enraiza-
miento al combinarlo con AIB (Jones y Hatfield, 1976; James y Thurbon,
1979; James, 1979; MWelander y Huntrieser, 1981; Villegas, 1982; Vi-
1legas y Castillo, 1985). Sin embargo, Zimmerman y Broome (1981), re-
portan efecto inconsistente. Otros autores han probado no sélo el FG,

sino también otros compuestos fendlicos.

Jones y Hatfield (1976) para el enraizamiento del portainjerto
M.26, utilizaron diferentes compuestos fendlicos (floroglucinol, dcido
florético, pirogalol, dcido caféico y catecol) y diferentes auxinas
(AIB, AIA y ANA). Se encontré que el FG y acido florético incrementan
marcadamente el nimerc de brotes que enraizan con auxinas; en tanto
que el &cido caféico, pirogalol y catecol no fueron efectivos a este
respecto. La produccifn de rafces fue mejor con 4 x 107°M de AIB, y
la adicidn de fenoles incrementd el porcentaje de enraizamiento. Se
encontrd ademds que los compuestos fendlicos no afectan el ndmero de
raices por brote, ya que en general, se obtuvo un promedio de 2 a 4

raices por brote.

James y Thurbon (1981b) al probar diferentes fenoles sobre el
enraizamiento de los portainjertos M.9 y M.26 encontraron que de los
fenoles simples, sélo el FG y la hidroguinona tuvieron efecto sobre

el nlmero de raices, ya que el acido salicflico inhibid completamente
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el efecto inductivo del AIA y los fenilpropanoides, dcido ferdlico y
umbeliferona redujeron significativamente el enraizamiento. Otros
productos de degradacidn como el florentin y acido florético incre-
mentaron también el nimero de raices, comparando con el testigo. Con
respecto a los portainjertos en M.26, no se encontraron efectos favo-
rables del FG sobre el enraizamiento y cuando estuvo presente, promovid
la formacidon de callo. Por el contrario, en M.9 el FG promovid la for-
macidn de rafces y no se observaron diferencias en la formacidn de ca-
Mo, 1o que indica que este portainjerto requiere de niveles mayores

de auxinas. Haissig en 1974 (citado por James y Thurbon, 1981b), ha
discutido el papel del FG e indica que este fenol s6lo es necesario

en especies de dificil enraizamiento y donde no hay raices preformadas,

ya que con especies faciles de enraizar con auxina basta.

Zirmerman y Broome (1981) usaron estacas de (Malus domestica
Borkh) proliferadas en un medio de Murashige y Skoog para evaluarlos
en su habilidad para formar raices en presencia o ausencia de FG y
utilizando diversas concentraciones de AIB. El FG no promovid enrai-
zamiento de 'Northern Spy', 'Summer Rambo' o 'Delicious', teniendo e-
fecto inconsistente sobre 'Nugget', 'Ozovk Gold', 'Spurre Rome' y
'Stayman' y estimulé el enraizamiento en 'Spartan'. Sin embargo, en
este d1timo cultivar no se obtuvo un mayor enraizamiento al comparar-
lo con experimentos anteriores en donde no se usd el FG. E1 fenol en
cuestion mostré las mismas respuestas cuando se esterilizd en autocla-
ve y cuando se filtrd. La inclusion de AIB en los medios mejord el
enraizamiento en todos los cultivares y su efecto fue mayor que el

efecto del FG, excepto para 'Spartan'. Sin embargo, el FG redujo la



formacion de callo y deformacién de las raices sobre los brotes que
recibieron AIB. Asi, en este trabajo no hubo evidencia de que el FG

fuera esencial para el enraizamiento de los cultivares probados.

Welander y Huntrieser (1981) probaron diferentes concentracio-
nes de AIB y FG para el enraizamiento del portainjerto A2, encontran-
do que el AIB a una concentracidén de 15 uM sin FG produjo el mds ba-
jo porcentaje de enraizamiento, al compararic con 5y 10 yM. ET FG
combinado con AIB mejord el enraizamiento, pero sus concentraciones
optimas variaron de acuerdo a las diferentes fases del crecimiento;
as? para brotes adultos did mejores resultados 107M ya que 1074
inhibid fuertemente el enraizamiento. En las fases juveniles tanto
Ta concentracion de 107" como 1a de 107°M de FG estimularon el enrai-
zamiento. E1 FG a 107*M también incrementé el nimero de raices. Las
raices de mayor tamafio se obtuvieron con el 107°M de FG y 5 uM de AIB.
También se observé que el FG a concentracidn de 10" °M redujo 1a forma-

cibn de callo a todas las concentraciones utilizadas de AIB.

James (1983b) encontrd que el portainjertc M.9 requirid de
1x107°M a 3 x 107°M de AIA para lograr el nimero Optimo de raices,
en tanto que para el M.26 se requirié de solamente 1 x 107 'M para ob-
tener una respuesta similar, lo cual refleja la diferencia en el me-
tabolismo endogeno de la AIA. Se observo ademas que el FG no afectd

las tasas de absorcion del AIA.

Cruz (1983) al emplear AIB solo en concentraciones de 0.2 y 0.5
mg/1 bajo condiciones de exposicidn permanente, con MM.106 logrd un

40% de enraizamiento. En cambio, cuande adiciono 162 mg/1 de FG el

44
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porcentaje se incrementd aproximadamente un 100% mas que al emplear

AIB solo, logrando enraizar del 70 a 80% de los brotes.

Otro factor importante que influye en la respuesta de enraizamien
to, es el nivel de sacarosa; Villegas y Castillo (1985), probaron dife-
rentes concentraciones de sacarosa (10, 20 y 30 g/1) y observaron que
el porcentaje de enraizamiento, se incrementd al aumentar la concentra-
cibn de 10 a 20 g/1, pero disminuyé al utilizar 30 g/1, esto posible-
mente debido a que el potencial, se reduce a tal grado que existe un
desbalance con el potencial osmético del brote que disminuye su capa-
cidad de absorcién de nutrimentos y reguladores del crecimiento, redu-

ciendo en consecuencia, el enraizamiento.

Otros investigadores han observado el efecto del nimero de recul-
tivos sobre el enraizamiento, por ejemplo: Sriskandarajah y Mullins
(1982) trabajando con diversos cultivares de manzano tratados con ANA
a 10 uM o AIA a 100 uM , encontraron que se tuvo un mejoramiento pro-
gresivo en el enraizamiento con el incremento en el nimero de subculti-
vos, ya que en 'Jonathan' despuds de 9 subcultivos se obtuvo 95% de
enraizamiento y en 'Delicious' se incrementd de 21% después de 4 sub-

cultivos a 79% después de 31.

Sriskandarajah et af. (1982) para el enraizamiento en manzano
‘Jonathan' y Delicious' usaron brotes proliferados en un medio que
contenfa 10 uM de BA. para inducir el desarrollo de raices cortaron

los brotes en microestacas de aproximadamente 50 mm, las cuales fueron
tratadas con una solucién de AIB a una concentracidén de 750 uM y des-

pués fueron transferidas a un medio con 10 uM de ANA. Algunos brotes



fueron subcultivados cada 5 semanas en un medio con BA y se observo
que el incremento de los subcultivos mejord el porcentaje de enrai-

zamiento.

Takeno et af. (1982/83) reportan que la formacidén de rafces
en brotes después de 1, 7 y 31 subcultivos (5, 29 y 109 semanas des-
pués del cultivo inicial) fue del orden de 5, 78 y 95%, respectiva-
mente, y al evaluar los niveles de Acido Giberélico encontraron que
tenian 40, 19 y 14 eq/g de peso seco, 1o que sugiere una relacién in-
versa entre los niveles endbgenos de Acido Giberélico y la habilidad
de enraizamiento y se ha comprobado que el Giberélico inhibe 1a for-
macidn de raices, en contraste a las citocininas que incrementan el
enraizamiento de 1.5 hasta 2.7 veces. Se sugiere que tal vez durante
los subcultivos de los brotes se incrementen algunos factores promoto-
res o disminuyan los inhibidores, dentro de los que se encuentran las

giberelinas y citocininas.

Hasta aqui hemos manifestado el efecto de algunas sustancias
en e] medio de enraizamiento, asi como el tiempo de exposicidn a ellas,
que han permitido el alto o bajo indice de enraizamiento. Sin embargo,
estos factores no actian de forma independiente o aislada, ya que tam-
bién los factores medioambientales tienen participacion en la formacidn
de raices en los brotes. Entre éstos podemos citar principalmente,
temperatura y luz, que en combinacidn con la composicidn del medio de

cultivo, originan un buen o mal porcentaje de enraizamiento.

La temperatura del medio de enraizamiento de estacas de man-
zano en un rango de 10°a 28°C, tienen un marcado efecto sobre el enrai

zamiento con el optimo a 22°C y con concentraciones altas de AIB; altas
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temperaturas de alrededor de 27°C favorecen el numero de raices, rela-
tivamente. La ocurrencia de enraizamiento basal se da frecuentemente
a alta concentracion de AIB y a una alta temperatura basal (Howard,

1968).

Lane (1978) en los cultivares McIntosh y Delicious encontrd que
e] mejor enraizamiento se observd al utilizar ANA a una concentracidn
de 107°M en un medio que contenfa la mitad de la concentracidn de sa-
les orgdnicas. Ademds observé que la temperatura tiene un efecto im-
portante sobre el enraizamiento, encontrando que con 28°C se obtienen
los mejores resultados, ya que a temperaturas mayores, hay una acumu-
lacién de antocianinas torndndose clordticas las plantas. La eficien-

cia del enraizamiento también disminuyé al sustituir el ANA por AIB.

Machinik y Orlikowska (1981) en un trabajo de enraizamiento del
portainjerto P22, manifiesta que es mejor el resultado a una tempera-
tura constante, en relacion a cuando se usan temperaturas fluctuantes

entre 20 y 35°C.

Sriskandarajah y Mullins (1982) con iluminacién continua y tem-
peratura constante (26° + 2°C) obtuvieron mas del 30% de enraizamiento

de brotes de 'Granny Smith'.

James (1983a) para el enraizamiento del portainjerto M.9 utilizd
AIA a 2.8 x 107°M y AIB a 1.5 x IG-EM; asi como la presencia o ausencia
de FG a 10?3M, encontrando que el FG y AIB indujeron enraizamiento des-
pués de 4 dfas de exposicion, pero al exceder 8 dias de contacto, dis-
minuydé el niimero de raices y propicid formacién de callo. También se

obseryd sinergismo entre el F& y AIA induciendo enraizamiento a los 13
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dias de exposicion, pero también se indujo enraizamiento con AIA sélo
al colocar irradiacidn de 20 w/m2. Las temperaturas probadas (22, 25
y 20°C) no mostraron diferencias en el enraizamiento. En presencia
del F& el uso de cultivo Tiquido durante la fase sensitiva redujo el
nimero de raices pero no el porcentaje de enraizamiento. En este tra-
bajo también se encontrd que los brotes expuestos a la luz durante un
periodo de 6 dfas, tuvieron mds bajo porcentaje de enraizamiento que
brotes mantenidos en la obscuridad, en presencia o ausencia de FG.

Se obseryb que los primordios de rafces en M.9 se inician a las 12
horas de exposicifn de Tos brotes a 1.5 x 107°M de AIB y se indica que
la lengitud de la fase sensitiva a 1a auxina depende del tipo y concen-
tracidn de 1a misma, as? como de acuerdo a los cultivares, ed-ad del
material y otros. También es probable que el contacto del FG por pe-
rfodos Targos no tenga efectos y de ahi que a veces no se encuentren
resultados. La explicacidn que se da al hecho de que se reduzca el
enrajzamiento en un medio 1iquido es la falta de aireacion y las bajas

tasas de absorcibn del AIA,

Por otro lado, una prdctica que desde hace muchos afios se 1leva
a cabo para aumentar la formacidn de rajces adventicias en tejidos de
tallo es 1a etiolacion. Estudios realizados con estacas etioladas ma-
niffestan que en éstas habfa disminucidn en el contenido de almidén,
en el reforzamiento mecdnico de los tejidos, en el espesor de la pared
celular, en Jos depdsitos sobre esa pared y en 1a cantidad total de te-
Jjido vascular, mientras que en el contenido enddgeno de auxinas habia
cantidades ligeramente mayores que en estacas sin etiolar (Hartmann y

Kester, 1980).
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Doud y Carlson (1977) trabajando con los portainjertos M.9, M.26,
M.2 y MM.106, encontraron que los brotes no etiolados no enraizan des-
pués de 4 semanas, mientras que los etiolados incrementan la formacidn
de iniciales de raices en la base del tallo en una semana, y su emergen-
cia es rapida bajo condiciones apropiadas de temperatura y humedad en
el medio de enraizamiento. También manifiestan que el porcentaje de
esclerificacion de brotes etiolados es menor que el de no etiolados y
esto favorece la emergencia de las rafces puesto que Ta obstruccion

mecanica que esto crea disminuye.

James y Thurbon (1981b) colocaron brotes de los portainjertos
M.9 y M.26 en obscuridad, durante 4 dias en un medio que contenia AIB
y FG y observaron que la etiolacién no tuvo efecto sobre el enraiza-

miento.

Anderson (1982) indica que la etiolacidn de brotes de manzano
durante una semana es suficiente para cambiar los niveles endbgenos
de hormonas y favorecer la iniciacion de rajces en manzano, ya que con
tratamientos mayores, los brotes etiolados son débiles y dificiles de
aclimatizar en el invernadero. Ademds indica que después de la etio-
lacion es conveniente proporcionar a los brotes una etapa de reendure-
cimiento, porque de lo contrario en los brotes etiolados se forma callo
en la base y posteriormente ocurre la muerte. En los cultivares Supreme
Red y Wellspur se hicieron tratamientos de etiolacidn y después se some-
tieron a diferentes periodos de luz (0, 1, 2, 4, 8 y 16 dias) para el
reverdecimiento. E1 promedio de porcentajes de enraizamiento para los
brotes etiolados fue de 53% para 'Supreme Red' y 82% para 'Wellspur',

en tanto que para los no etiolados fue de 2% y 10%, respectivamente.
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Los tratamientos de reverdecimiento de 1 y 2 dias, propiciaron la for-

macion de callo sobre la base de los brotes.

Druart et af. (1982) estudiaron el efecto de la obscuridad sobre
el enraizamiento de brotes de manzano 'Jonagold' encontrando que la obs-
curidad continua indujo altos porcentajes de enraizamiento como conse-
cuencia de un aumento en la actividad de la peroxidasa y cambios en los

niveles de fenoles.

James y Thurbon (1982) expusieron los portainjertos M.9 y M.26
a medios de cultivo con 15 uM de AIB y 28 uM de AIA, durante periodos
de 0 a 13 dias. En la primer fase del cultivo los brotes fueron colo-
cados en la obscuridad a 25° durante la segunda fase en luz a 20 W/m?
y periodos de 16/8 h de luz : obscuridad. Se observd que la longitud
6ptima de exposicidon para M.9 fue de 4 dias con AIB y 6 dias con AIA,
ya que mayores tiempos de exposicién, disminuyeron el nimero de rafces
y propiciaron la formacin de callo. También se encontrd sinergismo
entre el FG y AIA para el portainjerto M.9 sugiriendo que el fenol en

cuestibn evita la destruccidn del AIA.

Walander (1982) en el portainjerto M.26 realizd tres experimentos
con el objeto de promover la fniciacifn de rafces. E] primero consistid
en un medio modificado de Murashige y Skoog adicionando diferentes con-
centraciones de AIB y FG. En el segundo experimento se usé un medio mo-
dificado de Murashige y Skoog mas 10 yM de AIB y 107"M de FG, mantenien-
do los brotes en la obscuridad o luz por un periodo de cinco dfas y des-
pués los brotes fueron transferidos a un medio para enraizamiento sin

AIB y FG, y manteniéndolos en condiciones de Tuz. E1 tercer experimento
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consistid en comparar los medios de Murashige y Skoog y de Lapoivre
con la concentracidn reducida a la mitad, adicionando a ambos medios
10 uM de AIB y ajustando el pH a 5.2 y 6.0. Los brotes en estos me-
dios se mantuvieron en la obscuridad por 5 dias y después se trans-
firieron a un medio sin AIB. En el primer experimento hubo diferen-
cias entre las concentraciones de AIB y al adicionar 107° y 107°M de
FG a la concentracion de 5 pM de AIB se incrementd el enraizamiento.
Ademds cuando los brotes estuvieron con AIB y sin FG, hubo formacifn
de callo, En el sequndo experimento se logrd mayor porcentaje de en-
ratzamiento en la obscuridad y en el tercer experimento no se observd
diferencia entre los niveles usados de pH y el medio de Lapoivre redu-
Jo marcadamente Ta formacidn de calloy orodujo mds alto porcentaje de

sobreyivencia.

Welander (1983) obtuvo buen enraizamiento en el portainjerto M.26
al exponer los brotes en AIB por un periodo de 5 dias en la obscuridad,
y redujo la formacién de callo e incrementd enraizamiento al utilizar
un medio de Lapoivre en vez de uno de Murashige y Skoog. Las concentra-
ciones Gptimas de AIB para brotes jovenes, fue de 1.25 1M y para brotes
adultos de 0.5 yM, Estudios anatdmicos mostraron que las iniciales de
raiz se formaron después de 5 dias de exposicibn al AIB y al transfe-
rirlos a condiciones no estériles, se logrd hasta un 90% de sobreviven-
cia, No se observaron diferencias en relacidn al enraizamiento y forma-

¢idn de callo, de acuerdo al pH utilizado.

Zimmerman (1984) en el manzano ‘Delicious', un cultivar dificil
de enrajzar, Togrd hasta el 100% de enraizamiento al colocar los bro-

tes sobre un medio para enraizamiento, en la obscuridad a 30°C durante
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la primer semana y después llevdndolos a un régimen de 16 hs de luz y
8 hs de obscuridad a 25°C. E1 medio de enraizamiento estuvo consti-
tuido por la mitad de sales de Murashige y Skoog suplementadas con

1.2 yM de Tiamina-HC1, 0.56 mM de AG;, 87.6 mM de sacarosa y 7 g/l
de Difco Bacto agar. E1 tratamiento de obscuridad aplicado durante el
estado de proliferacidn (etiolacion) fue menos efectivo que el aplica-
do al comienzo del enraizamiento. ET1 tiempo Gptimo de obscuridad du-
rante la formacion de rajces fue de 4 a 7 dfas y el incremento de la
temperatura de 25° a 30°C mejord el enraizamiento de 'Delicious','Ro-
yal Red Delicious'y 'Vermont Spur Delicious', en ausencia de FG. Pos-
terior incremento en la temperatura a 35°C estimuld el enraizamiento
en 'Royal Red Delicious' pero To redujo en 'Vermont Spur Delicious'.
La transferencia de los brotes a un medio libre de auxinas después

de una semana, no tuvo efecto sobre el porcentaje de enraizamiento y
nimero de raices. En general el FG estimuld el enraizamiento en

'Delicious' pero no en 'Golden Delicious'.

Zimmerman y Fordham (1985) para el enraizamiento de diversos cul-
tivares colocaron los brotes en la obscuridad durante 3 a 7 dias, en
un medio 1iquido de Murashige y Sloog al 50% de su concentracidn, su-
plementado con 43.8 mM de sacarosa y diferentes tipos y concentraciones
de auxinas, asT como FG. La temperatura durante el tratamiento de obs-
curidad, se mantuvo de 25 a 35°C. ﬁe las auxinas probadas la mejor fue
el AIB, seguido por ANA y AIA. Las iniciales de raiz se observaron de
Tos 7 a los 10 dias de establecidos los brotes. En relacidn al FG se
observé que en los cultivares 'Delicious', 'Royal Red Delicious',

"Vermont Spur Delicious' y 'Spartan' disminuyd significativamente el
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enraizamiento, mientras que para el resto no tuvo efectos significati-
vos, a excepcion de 'Mutsu' en donde incrementd ligeramente el enrai-
zamiento. E1 autor indica que las diferencias entre cultivares puede
deberse a las condiciones fisioldgicas en que se encontraban los bro-

tes cuando fueron utilizados.

Otro factor de suma importancia, pero en realidad poco estudiado,
es el pH del medic de cultivo para enraizamiento. La mayoria de los
reportes existentes son de trabajos realizados 4in vivo, ya sea en el

campo o bien en invernadero cuando se quieren enraizar estacas.

Es reconocido que niveles excesivos de Al y Mn son de lTos mayores
elementos que contribuyen al pobre crecimiento de la planta sobre sue-
los dcidos. En cualquier caso, se manifiesta que diferentes niveles de
pH afectan 1a estructura del suelo y la disponibilidad de varios elemen-

tos (Jonkers y Hoestra, 1978).

Childers (1973) manifiesta que un pH relativamente alto del suelo
(6.0 - 6.5) es preferido para adecuar el crecimiento del manzano, aun-
que tiene alta tolerancia a otros pH. Sin embargo, Jonkers y Hoestra
(1978) manifiestan que la mayoria de los autores aceptan un pH de entre
5.5y 6.5 como optimo para este frutal, aln cuando no hay bases experi-

mentales para esta afirmacidn.

Por otra parte, se ha observado que niveles bajos de pH del suelo
parecen estar asociados con reducida acumulacidn de Ca en la extension
de la hoja y del brote (Neilsen et al., 1982). También bajo pH del sue-
lo, ha estado relacionado con la reduccidn en el crecimiento de raiz

(Batjer y Sudds, 1937, citados por Neilsen ot af., 1982).
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A1 respecto también se ha observado en algunas herbdceas que el
pH tiene efecto sobre la emergencia y la elongacidn de las raices, ya
que todas las especies expuestas a un pH de 3, manifiestan una caren-
cia total del crecimiento de raices debido a que sufren dafios severos
y colapsos; mientras que el crecimiento de las raices se logra a pH
de 4. Asimismo se presenta una marcada reduccidn en el crecimiento

de las rafces a un pH de 9 (Moore, 1974).

6, Establecimiento a suelo

E1 establecimiento a suelo, consiste en colocar directamente las
plantas obtenidas asépticamente en una mezcla de suelo con textura
friable y desinfectado, contenido en recipientes, proporcionando asi
los elementos nutritivos y soporte en forma natural que les permitird
sobreyivir y desarrollar satisfactoriamente, primero en el invernadero
y luego en el campo (Villegas, 1982). E1 post-transplante de un medio
ambiente controlado a uno sin controlar, es posible en un solo paso;
sin embargo, la poca experiencia en esto, ha conducido a un retraso
en el crecimiento de las plantulas, por To tanto antes de pasar éstas
a una total exposicidn a las nuevas condiciones, es necesario un pro-
ceso lento de aclimatizacién (proceso de adaptacidn de un organismo
2 un cambio del medio ambiente, regulado por el hombre), después del
cual se pueden transferir a una exposicidn total de las nuevas condi-

ciones (Brainerd y Fuchigami, 1981; Dunstan, 1982).

Aunque se ha hecho investigacidn considerable para optimizar el

medio nutritivo y las condiciones de cultivo <n vitro para numerosas
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especies y cultivares de plantas, poco se ha investigado para examinar
los problemas asociados con el reestablecimiento de plantas de cultivo
de tejidos 4n vive. Esto, debido a que el éxito final de las plantas
propagadas {n vitro como un medio comercial de propagacion de plantas,
depende de 1a habilidad de transferencia de las plantas fuera del culti-
vo en gran escala, a bajo costo y con amplia proporcidn de sobreviven-

cia (Conner y Thomas, 1982).

Se ha observado que hay un importante periodo de transicidn por
1o cual las plantas de cultivo de tejidos deben pasar entre el medio
ambiente protector del laboratorio y el crudo ambiente del invernadero.
Sin embargo, las plantulas de algunos cultivares sobreviven a este es-

tado crucial mas que otros (Lydiane y Kyte, 1982).

En esta etapa de establecimiento Jos problemas mds frecuentes que
deben solventarse son: bajos porcentajes de sobrevivencia y tamafio re-
ducido de Tas plantas micropropagadas (Arellano y Gonzdlez, 1985). La
sobreyivencia es el principal problema con el que se han encontrado los
investigadores al tratar de establecer en suelo las plantas micropropa-
gadas, este bajo porcentaje ha Timitado consecuentemente, la produccion
comercial (Fuchigami, e af., 1981), Esto sin duda se presenta cuando
el camfiio de situacion de las plantas les acarrea un agobio por desequi-
1ibrio en su contenido hidrico al producirse una transpiracidn elevada,
ademds de estar expuestas a fluctuaciones térmicas, provocando con ello
un desbalance en la planta, el cual se manifiesta como marchitez o muer-
te (Bratnerd y Fuchigami, 1981}, Se ha observado que los porcentajes de
sobreyivencia varian entre especies y ain entre cultivares (Poole y Cono-

ver, 1983).



56

Ademds, se ha visto que las plantas propagadas por cultivo de te-
jidos difieren de las obtenidas por las prdcticas convencionales en va-
rios aspectos: a) un desconocimiento de los factores necesarios para
maximizar las tasas de sobrevivencia, cuando se reestablecen como plan-
tas <n vive; b) las pldntulas usadas en cultivo de tejidos son usual-
mente mucho mds pequefias y tuvieron mas ambiente controlado que las
plantas de semillas de invernadero o estacas; ademds de que éstas son
cultivadas bajo condiciones asépticas sobre un medio conteniendo nu-
trimentos, azlicares exfgenos y reguladores del crecimiento; c¢) en
cultivo de tejidos las plantas estdn creciendo en muy altas humedades,
alrededor del 100% (Conner y Thomas, 1982). De esta manera las plan-
tas obtenidas por este proceso son diffciles para trasplantar por dos
principales razones: primera, su modo heterotréfico de nutricion y

segunda, su pobre contrpl de la pérdida de agua.

Aunque las plantulas pueden parecer completamente funcionales, fi-
siologicamente tienen poca capacidad de fotosintetizar activamente, de-
bido a que esto es innecesario, ain si la clorofila estd presente en
las hojas, ya que se les suministra carbohidratos exbgenamente, y es
probable que bajo estas condiciones, las enzimas responsables para la
fotosintesis estén inactivas o ausentes, de tal manera, que en los cul-
tivos hay muy bajos niveles de fotosintesis a pesar de la apariencia
verde de las pléntulas y el crecimiento activo depende entonces de la
fuente de carbono exdgena suplementada (Conner y Thomas, 1982). Estos
autores indican también que cuando las plantas de cultive <n uitno son
trasplantadas, hay una inmediata necesidad para la regeneracidn de

plantas que asuman una total nutricidon fotoautotrdéfica. En sus trabajos
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con Brassica cleracea var. Botrytis, obtenidas por esta técnica, ain
después de 7 dias del trasplante, no encontraron absorcidon neta de CO,
(el COz liberado en respiracién fue mds grande gque el absorbido para
fotosintesis). Una absorcidn neta de C0Op no fue lograda por estas
plantas hasta 14 dias después del transplante, después de los cuales
se hicieron totalmente autotrdficas y pudieron sostener el crecimiento
normal. Sin embargo, el pobre desarrollo del sistema fotosintético en
cultivo de tejidos puede ser un gran factor encontrado en plantas nue-
vas que se transplantan y que las hace vulnerables a cualquier forma

de estrés medioambiental (Conner y Thomas, 1982).

Por otra parte, las condiciones de las plantulas cuando son trans-
plantadas, pueden ser generalmente afectadas por alteraciones en el tipo
o concentraciones de reguladores de crecimiento, por la disponibilidad
de sales y sacarosa, y por el lapso de tiempo sobre el medio de enraiza-
miento (Dunstan, 1982). Se ha manifestado también que las plantas que
se obtienen por métodos asépticos, difieren en cuanto a su morfologia
y calidad entre si, debido a las numerosas respuestas diferenciales
que tienen los propagulos a la presencia y/o concentracion de regulado-
res del crecimiento y de sustancias enriquecedoras del medio como saca-
rosa, floreglucinol, carbén activado y otros (Sriskanderajah y Mullins,

1981; Villegas, 1982).

Yillegas (1982) manifiesta que la calidad de las plantas es afecta-
da también por el tiempo que permanecen &stas en el medio de enraizamien-
to después de iniciada la rafz, dado que la senescencia de las plantas
se da a medida que se consumen las diferentes sustancias que integran el

medio de cultivo.
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Brainerd et af. (1981) sugieren que otros procesos fisioldgicos
también pueden contribuir al estado de agobio o estrés por déficit de
agua como la baja respuesta estomdtica, el transporte del agua y las
mayores exposiciones de abertura estomdtica. Estos autores trabajan-
do con plantas de ciruelo cultivadas asépticamente, encontraron que
las hojas no aclimatizadas fueron significativamente mas agobiadas y
sus estomas permanecieron durante mids tiempo abiertos, por lo que per-
dieron mds agua en menos tiempo que aquellas plantas aclimatizadas en

invernadero,

Brainerd y Fuchigami (1981) aclimatizando plantas de manzano,
a bajas humedades relativas (30 a 40%], durante 4 6 5 dias, encontra-
ron respuestas similares al anterior trabajo, ya que hubo una correla-
cidn altamente significativa entre el porcentaje de pérdida de agua y
el porcentaje de estomas abiertos, de acuerdo a los dos tipos de plan-
tas evaluadas (obtenidas 4n vitro e invernadero), indicando que la ve-
Tocidad del cierre de estomas se incrementd con Ta duracidn de la ex-
posicidn a dicha humedad relativa, ya que menos del 20% de estomas
cerraron cuando las hojas se expusieron de 0 a 4 dias, mientras que las
expuestas en un lapso de 5 y 6 dfas obtuvieron un cierre del 81% después
de 15 minutos del corte; manifiestan también que el dafio causado por la
pérdida de agua en las plantas recientemente transferidas a condiciones
de invernadero, provoca la produccion de etileno de forma mucho mds tem-
prana que en Jas plantas aclimatizadas en invernadero. La produccidn de
etileno puede indicar la proximidad a la muerte total de las células
hajo agobio, ya que a medida que aumenta el dafio por deshidratacidn, la

concentracién de etileno decrece y la de etano aumenta incrementdndose



59

también la rotura de las membranas celulares, asi como su permeabilidad

(Kobayashi et af., 1981).

También se ha observado que las plantas micropropagadas difieren
anatomicamente de las plantas que han sido propagadas convencionalmente,
bajo condiciones de invernadero. Al respecto, se han hecho varias in-
vestigaciones examinando la estructura anatdmica de las hojas, y se ha
observado por ejemplo, que Tas hojas de Prunus (nsitia obtenidas «n
vitrno, tienen células de empalizada mds pequefas, espacios intercelu-
lares mds grandes y mas bajas frecuencias estomdticas, comparadas con
hojas transplantadas. Tal anatomia de Tas hojas es caracteristica de
hojas que crecieron en altas humedades relativas (Brainerd et af.,
1981). También se ha visto que se presenta una cantidad de cera epi-
cuticular menor en las hojas e incluso pueden carecer de ella (Fuchi-
gami ef al., 1981). EI desarrollo de la superficie cerosa en las plan-
tas micropropagadas, ha sido considerado como un factor primordial para
que Tas plantas sobrevivan y logren su aclimatizacidn en un menor tiem-
po (Brainerd y Fuchigami, 1981; Brainerd et af., 1981). Estudios al
microscopio electronico han revelado una considerable reduccién o au-
sencia de cera epicuticular sobre las hojas de plantulas producidas n
vitnp (Conner y Thomas, 1982), Observaciones con Brassica oferacea
var. Botrytis, también estuvieron asociados con un incremento en peso
de cera epicuticular y el dngulo del agua y un decremento en las tasas
de pérdida de agua de los tejidos de las plantas. Debido a que los com-
ponentes de la cuticula determinan la velocidad y extensidn de la difu-
sion del agua a través de 1a cuticula. La extrema susceptibilidad de

plantas de cultivo 4n vwitro para marchitarse en el transplante, fue
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inicialmente atribuldo a una severa reduccion durante el cultivo en la
formacién de cera epicuticular y posiblemente una deficiencia de cera
en la cuticula (Grout y Aston, 1977; citades por Conner y Thomas, 1982).
Sin embargo, esto ha sido tema de discusion y Conner y Thomas (1982)
manifiestan que la rdpida marchitez de hojas del cultivo in vitro inme-
diatamente despu@s del transplante, puede ser atribuide a la inhabili-
dad de sus estomas a cerrar antes que a la reduccion en componentes de
cera de Ta cutfcula de las hojas. Esto es debido a que las cuticulas
de Tas hojas son primariemente efectivas para controlar la pérdida de
agua solamene después del cierre estomatal; asi, probablemente la ra-
zén por la cual las plantas tienen estomas inactivos y pobre desarrollo
cuticular tenga relacion con el medio ambiente y Tos reguladores del

crecimiento del medio de cultivo (Conner y Thomas, 1982).

Para obtener una buena sobrevivencia de plantas que se transfie-
ren a suelo, Anderson (1980) indica que en esta etapa se deben consi-
derar como factores importantes al ambiente, recipiente y mezclas de

suelo utilizadas.

Por otro lado, Conner y Thomas (1982) manifiestan que para seguir
manteniendo la turgencia de las plantulas y que ésta no se pierda, (para
que el crecimiento no disminuya, ni la sobrevivencia) hay que considerar
los factores mediocambientales mas importantes como humedad, temperatura

y luz.

De esta manera, al momento del transplante hay que tener en cuenta
la humedad, como uno de los factores a cuidar, para controlar la eleva-

da transpiracion que sufren las plantulas que salen de Jos tubos.
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Damiano (1980) menciona que se requiere de una humedad relativa minima
del 90% durante Tos primeros 15 dias, desplies del transplante. La al-
ta humedad puede ser mantenida con el uso de la nebulizacidon (Conner
y Thomas, 1982), considerando que cuando las plantas se mueven de es-
ta condicidn, hay que dar atencidn a 1a irrigacion subsecuente (Duns-
tan, 1982). E1 rocio a las plantas con antitranspirantes y/o ceras
inmediatamente después del transplante, puede también ayudar a reducir
el marchitamiento y promover sobrevivencia y puede, para algunos casos,
superar la necesidad de cdmaras con nebulizacién (Conner y Thomas,
1982). Otra buena opcidn, en algunos casos, es la cubierta de polie-
tileno transparente. En un trabajo donde se probé el efecto de la ne-
bulizacion y cubierta de polfetileno transparente en la sobrevivencia
de plantas de ciruelo y fresa, obtenidas .n vitro, después de 60 dias
al transplante, se observé que el mejor microambiente se logrd con la
cubierta de polietileno transparente con 74% y 85% de sobrevivencia,
para ciruelo y fresa, respectivamente (Arellano y Gonzdlez, 1985). Es-
tos autores también estudiaron el efecto del tipo de recipiente sobre
Tas especies de frutales antes mencionadas, los recipientes estudiados
fueron charola, vaso y semillero; los recipientes que mayor porcentaje
de sobrevivencia consiguieron, fueron la charola para fresa con 80% y

semillero para ciruelo con 83%.

Por otra parte, la naturaleza de la mezcla de suelo usada para
el transplante, puede influenciar las tasas de sobrevivencia y subse-
cuentemente el crecimiento y esta mezcla parece diferir segln las di-
ferentes especies, aunque es razonable esperar que la mezcla de suelo

en la cual una especie crece por propagacifn convencional puede ser
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adecuada para usarse en el transplante de cultivo de tejidos. Para
ayudar a las plantas en su aclimatizacidn a las mezclas de suelo,
deben ser plantadas asépticamente en los vasos de cultivo contenien-
do suelo esterilizado por un corto periodo (Conner y Thomas, 1982).

Se han usado varias de las mezclas mas comunes para colocar los bro-
tes enraizados, aunque la principal o mds usada es una mezcla de tur-
ba, perlita y arena en proporcion 3:4:1. Esta mezcla provee el sopor-
te y drenaje necesario para el crecimiento de la planta reduciendo las
condiciones para el crecimiento de hongos (Dunstan, 1982). Esto es
muy importante, porque quizd uno de los factores mas grandes que afec-
tan la sobrevivencia, son las enfermedades, que cominmente aparecen
por la alta humedad, induciendo la infestacidon por hongos, principal-
mente. Aunque las plantas pueden tener alguna capacidad genética para
resistir enfermedades cuando son removidas del cultivo, su tamafio pe-
quefio, cutfculas pobremente desarrolladas y sus tejidos inmaduros;
hacen que sean muy susceptibles a ataques de patdgenos, por lo gue
desinfectar las mezclas de suelo y recipientes para la buena sanidad
son importantes (Conner y Thomas, 1982). Dunstan en 1982, propone

una pasteurizacion con vapor o fumigacion del suelo con Basamid
(B.A.S.F., Ontario), seguido por una adecuada higiene al transplan-
tar en el drea de crecimiento, 1o que podria reducir significativa-
mente el problema. También el uso de sprays diluidos o aplicaciones
de fungicidas, pueden controlar problemas de este tipo (Dunstan, 1982;
Conney y Thomas, 1982). Hay que tener cuidado también en no dejar el
gel, cuando se usa en el medio de cultivo para enraizamiento, alrededor
de las raices, porque ain cuando éste ayuda a reducir el estrés de los

brotes cuando se transplantan, sus constituyentes orgdnicos inducen una
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rdpida colonizacion de microorganismos que pueden acarrear Severos
problemas asociados con la humedad en los tejidos tiernos de las
raices de las plantulas, por lo gue se recomienda que todo el medio

se lave de las raices (Conner y Thomas, 1982).

Las hepiticas y musgos, también han dado problemas en los re-
cipientes y cajas donde crecen las plantulas; al respecto se han usa-
do algunos productos quimicos en el vivero, asi como también se han
probado metales pesados como: Cu, ZIn y Fe, y se ha observado que es-
tas medidas de control dafian Tas plantulas, por lo que se tiene sin

solucifn este problema (Smith, 1982).

Con respecto a la temperatura, Murashige (1974) sugiere que un
régimen de temperaturas es necesario en este estado (establecimiento
a suelo) para evitar la dormancia después del transplante. Como la
mayoria de las plantas manifiestan optimo crecimiento a temperaturas
mpderadas, entre aproximadamente 20 y 27°C, tales condiciones son re-
mendables cuando se hace el transplante (Donnan et af., 1978, citado
por Conner y Thomas, 1982). Muy altas o muy bajas temperaturas y/o
fluctuaciones drasticas pueden causar crecimiento irregular. El desa-
rrollo de las rafces puede ser acelerado por el uso de calor en la
base o fondo, especialmente cuando la temperatura ambiental es baja.
Cuando se usan camaras de humedad, ]a temperatura dentro de ellas pue-
de elevarse, sobre todo cuando hay altas intensidades luminosas y la
temperatura medioambiental es alta; y entonces para solventar este
problema se recomienda la ventilacidn de estos lugares (Conner y

Thomas, 1982).



Es conocido, que plantas recientemente trasplantadas manifiesta
mejor crecimiento y mds altas tasas de sobrevivencia, si son inicial-
mente colocadas bajo poca luz y gradualmente movidas a intensidades
mas altas (Conner y Thomas, 1982). Arellano y Gonzdlez (1985), estu-
diaron la intensidad de la luz sobre la sobrevivencia y crecimiento
de plantas de fresa y ciruelo mirobolano, obtenidas .n vwitro, proba-
ron tres tipos de fuente luminosas (fuente natural, fuente natural
mis ldmparas incandecentes y lamparas fluorescentes). La fuente na-
tural de luz fue la que consiguid mayor porcentaje de supervivencia
aunque fue estadisticamente igual con el tratamiento de Tuz de lampa-
ras incandecentes en ambas especies, después de 60 dias del trasplan-

te.

Por 01timo, hay que considerar que cuando se inducen raices so-
bre 1os brotes cultivados {n vitro, es recomendable no dejar crecer
las raices muy largas, porque este incremento en su longitud crea la
posibilidad de dafiarlas durante el trasplante, muriendo frecuentemen-
te en este paso y nuevas rafces deben entonces desarrollarse in vivo,
si las plantulas sobreviven. Cuando el enraizamiento .in vitro es
necesario, es preferible trasplantar los brotes, justo después de
la iniciacién de raices y antes de su elongacién (Conner y Thomas,

1982).

7. Enraizamiento en suelo

Las dificultades asociadas con la sobrevivencia y crecimiento

de plantas cultivadas 4n vitno después del trasplante, debido al po-

bre control de pérdida de agua de las plantas y su necesidad para
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cambio de nutricién heterotrdfica a fotoautotrdfica, son aspectos que
han sido discutidos y crean la posibilidad del transplante directamen-
te del estado 11 (proliferacidn) y enraizamiento <n vivc (Conner y
Thomas, 1982). Asi los brotes obtenidos <n vitre pueden ser tratados
como estacas, de tal manera que se sumen las ventajas de la propaga-
¢18n in vitre y la convencional, Por ejemplo, Pool y Conover (1983)
manifiestan que los tejidos de las rafces de las plantas micropropa-
gadas, pueden estar menos aclimatizadas que las raices de las plantas
propagadas por estacas, alin seis semanas después del trasplante. Al-
gunos otros problemas, ya mencionados, que surgen con el establecimien-
to a suelo de las plantulas, pueden ser tal vez reducidos por una ade-
cuada metodologia de enraizamiento en suelo. Sin embargo, ain cuando
es posible trasplantar una especie del estado II, un corto periodo
del estado I1I1 (Enraizamiento y establecimiento en suelo), puede no
solamente incrementar las tasas de sobrevivencia, sino también mejo-
rar marcadamente el vigor de las plantas y uniformidad de su creci-
miento. Ademds, con otras especies no es posible el transplante di-
rectamente del estado 1I, y el paso III se hace obligatorio, todo es-
to dependiendo bdsicamente de la especie en cuestidn (Conner y Thomas,

1982).

El trasplante del estado II, incluye el enraizamiento de brotes
individuales después de su remocidn del cultivo de tejidos, y esto
por tratamiento como microestacas de madera suave considerando como
factores importantes la humedad, la mezcla de suelo, temperatura, luz
y sanidad. Sucesivo enraizamiento y crecimiento de Tos brotes (obte-

nidos <{n vitro) en estas condiciones, ha sido logrado en una amplia
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variedad de especies. En varias de ellas el pretratamiento de las
bases de los brotes, con auxinas ha promovido el enraizamiento. Sin
embargo, tal tratamiento puede ocasionar en algunos casos toxicidad
a los delicados tejidos de las pldntulas. Por lo que se ha recomen-
dado que brotes con hojas y talles frdgiles, sean pretratados con
una solucién de auxinas antes de trasplantarlos o bien plantarlos
directamente en un sustrato artificial previamente saturado con la

solucidn de auxinas (Conner y Thomas, 1982).

Con base en esto, han empezado a surgir trabajos con diversas
especies. Pyott y Converse (1981) 1levaron brotes sin enraizar de
frambuesa, del estado de proliferacidn, de 5 mm o mas de altura, al
invernadero; las bases de los brotes fueron polveadas con un enraiza-
dor comercial que contenia 0.1% de AIB y fueron plantados en arena
pasteurizada bajo humedad intermitente (30 seg cada 15 min) durante
las horas con luz del dia. También colocaron brotes en un medio de
cultivo para enraizar, en condiciones asépticas que contenia de 1 a
2 mg/1 de AIB. Los resultados fueron un mejor enraizamiento (10 de
13 brotes de frambuesa) en el invernadero, con un desarrollo de sis-
tema radical vigoroso, después de cada semana; en cambio, e] enraiza-
miento in vitre fue muy limitado, ya que s6lo enraizaron 8 de 34
brotes tratados. Lydiane y Kyte (1982) en diversos estudios manifes-
taron que se ha observado que al parecer una mezcla de suelo compacta

en cajas, promueve mds raices en menor tiempo.

Brotes proliferados {1 vitre de zarzamora sin espinas (Rubus
sp.), fueron tratados con Rootone F y llevados a macetas Jiffy-7, y

otros directamente a suelo pasteurizado y cubiertos con polietileno



por varios dfas para prevenir la desecacidn; encontrando que solo 1
de los 23 brotes 1levados a macetas Jiffy-7 sobrevivieron a la trans-
ferencia, en tanto que 15 de los 21 brotes plantados directamente

en suelo sobrevivieron (Skirvin et af., 1981).

Brotes de manzano M.26 fueron tratades Onicamente 5 dfas en un
medio de cultivo para enraizamiento, conteniendo 10 uM de AIB mas
107%M de Floroglucinol, y en obscuridad, después de les cuales fueron
establecidos en turba (Jiffy-9) o en una mezcla de perlita y turba en
el invernadero. Las plantas del Jiffy-9 crecieron mejor y mas unifor-
memente que las plantas de una mezcla de perlita y turba, obteniéndose
un porcentaje de sobreyivencia de alrededor del 90%, con esto la eli-
minacion de un medio de cultivo sin reguladores, en donde desarrollan
las rafces inducidas en el medio de enraizamiento, es posible; susti-
tuyéndolo por una mezcla de suelo apropiado en el invernadero

(Welander, 1983).
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OBJETIVOS

Considerando los factores que afectan el enraizamiento y sobre-

vivencia de los brotes obtenidos por la técnica del cultivo n vitro,

en el presente trabajo se plantearon los siguientes objetivos:

1.

Determinar el efecto de diferentes concentraciones de Acido Indol-
butirico sobre 1a induccidn de raices y crecimiento de los brotes

de los portainjertos MM.106 y M.9.

Observar el efecto del pH del medio de cultivo sobre la emergen-

cia de raices adventicias de brotes de los dos portainjertos.

Determinar el efecto de la etiolacion sobre la capacidad de enrai-

zamiento de los brotes.

Observar si existen diferencias en la capacidad de enraizamiento

entre los patrones utilizados.

Determinar si existe la posibilidad de sustituir el medio libre de
requladores del crecimiento, por una mezcla de suelo para el desa-

rrollo de las raices inducidas anteriormente.

Determinar la capacidad de sobrevivencia de los brotes, cuando se
transfieren a condiciones no asépticas, bajo una atmdsfera con al-

ta humedad relativa.
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MATERIALES Y METODOS

1. Material vegetativo

Se utilizaron brotes de los portainjertos de manzano MM.106 y M.9,

cuyas caracteristicas principales son las siguientes:

Malling Merton 106 (MM.106). Fue obtenido a partir de Ta cruza
Northern Spy X M-1, y se trata de un portainjerto semienanizante, pues
produce drboles de aproximadamente la mitad del tamafio, en relacidn a
plantas injertadas sobre portainjertos francos; posee un hdbito de
crecimiento erecto y vigoroso y no produce hijuelos; induce produccion
precoz y abundante que se mantiene durante muchos afios; presenta buen
anclaje y tiene una adaptacién muy amplia a tipos de suelos, pero pre-
fiere los francos con un pH de 6,5 a 7.5; es resistente al pulgon la-
nigero (Eriosoma Lanigenum), pero en algunas ocasiones ha mostrado sus-
ceptibilidad al ataque de agalla de la corona (Agrobacterium tumefasciens).
Es muy utilizado para huertos intensiyos y seperintensivos (Alvarez, 1974;

Hartmann y Kester, 1980).

Malling 9 (M.9). Es uno de los portainjertos mds enanizantes, pues
raramente alcanza una altura mayor de 2.7 m, cuando adultos; generalmente
empiezan a producir al primero o segundo afio después de plantados; es in-
compatible con algunos cultivares de manzano; inducen crecimiento y madu-

rez del fruto tempranos; tiene numerosas raices gruesas y quebradizas;
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requiere de suelos fértiles, con pH de 6.5 a 7.5; es moderadamente re-
sistente a las bajas temperaturas y a la pudricion de la corona - -
(Phytophthena sp.) pero susceptible a la agalla de la corona - - -
(Agnobactenium tumefasciens]. Tiene mucha demanda para huertos con al-

tas densidades (Brooks y Olmo, 1972; Hartmann y Kester, 1980).

2. Medios de cultivo

Se utilizaron brotes proliferados 4n vitro en un medio basal de
Murashige y Skoog, (1962)el cual se presenta en el Cuadro 1, suplementado
con 1 mg/1 de Tiamina, 100 mg/1 de Micinositol, 1.5 mg/1 de Bencilade-
nina (BA). 0.1 mg/1 de Acido Indolbutirico (AIB), 30 o/1 de sacarosa

y 5.5 g/1 de agar, el pH se ajustd a 5.5 antes de la esterilizacion.

Para la induccién de raices se utilizaron los medios especifica-
dos en el Cuadro 2. en los cuales son de notarse las diferencias en

concentracion de AIB y niveles de pH.

3. Disefio Experimental

Para el desarrollo del trabajo se utilizé un disefio experimental
completamente al azar con un arreglo de tratamientos factorial, en don-
de Tos factores de estudio fueron concentracion de AIB y nivel de pH.
Para cada uno de los factores se usaron tres niveles, lo que produjo
un total de nueve tratamientos (especificados en el Cuadro 2), los
cuales se aplicaron para ambos portainjertos, sobre brotes etiolados

y sin etiolar.



Cuadro 1. Sales orgénicas de Murashige y Skoog, utilizadas en la
propagacion .t vitro de los portainjertos de manzano

MM.106 y M.9

Reactivos (mg/1)
1. Nitratos:

NH,NO 5 1,650

KNO,4 1,900
2. Sulfatos:

MgSOy " 7H,0 370

MnS0y - 4H,0 2e.3

ZnS0,* 7H,0 8.6

CuSOy- 6H,0 0.025
3. Haldgenos:

CaCl," 2H,0 440

Kl 0.83

CoClp" 6H,0 0.025
4. POy" BO3* MoDy:

KH2POy 170

H3BO3 6.2

Na,NoO, "~ 2H,0 0.25
5. Na Fe EDTA:

FeS0,~ 7H30 27.8

Na,* EDTA 37.3
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Cuadro 2.

Medios de cultivo utilizados para la induccidn de raices en brotes de Tos portainjertos de
manzano MM.106 y M.9

Componente Cantidad utilizada por litro de medio

1 e 3 6 7 g 9
Sales M.S. 50% 50% 50% 50% 50% 50% 50% 50% 50%
Tiamina 1.0 ma 1.0 mg 1.0 mg 1.0 mg 1.0 mg 1.0 mg 1.0 mg 1.0 mg 1.0 mg
Mioino- 100.0 mg 100.0 mg 100.0 mg 100.0 mg 100.0 mg 100.0 mg 100.0 mg 100.0 mg 100.0 mg
sitol
AIB 0.1 mg 0.2 mg 0.3 mg 0.1 mg 0.2 mg 0.3 mg 0.1 mg 0.2 mg 0.3 mg
Floroglu- 160.0 mg 160.0 mg 160.0 mg 160.0 mg 160.0 mg 160.0 mg 160.0 mg 160.0 mg 160.0 mg
cinol
Sacarosa 20.0 a 20.0 g 20.0 g 20.0 ¢ 20.0 g 20.0 g 20.0 g 20.0 g 20.0 g
pH 5.0 5.0 5.0 5.5 5.5 5.5 6.0 6.0 6.0

2L
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Se establecieron 20 repeticiones por tratamiento y cada unidad

experimental consistid de un tubo con un brote.

4. Desarrollo del trabajo bajo condiciones asépticas

Con la finalidad de observar el efecto de la etiolacién sobre
el enraizamiento de los brotes, se colocaron 200 brotes del medio de
proliferacion en obscuridad para la etiolacion de Tos mismos, 1a cual
se Togrd paulatinamente a partir de las cuatro semanas de permanecer
bajo esta condicidn. Los brotes no etiolados o verdes, permanecieron
en el mismo medio en el cuarto de incubacion a 25° + 1°C, con Tuz

fluorescente y con fotoperiodo de 16 horas.

Una vez que los brotes, verdes o etiolados, alcanzaron una altu-
ra de 1 a 4 cm, se transfirieron a los medios 1iquidos para induccién
de rafces, Tos cuales antes de su esterilizacidn se distribuyeron en
tubos de ensaye de 1 x 10 6 1.5 x 15 cm, virtiendo un m] de medio en
cada tubo, para después taparlos perfectamente con papel aluminio o
tapén con rosca. Antes de que los brotes se transfirieran a este me-
dio, se Tes hizo una incision de aproximadamente un mm de largo, que
iba en direccion de la base al apice, con el fin de incrementar el area
de absorcion y facilitar la emisidon de raices adventicias. De esta ma-
nera los brotes permanecieron Onicamente 7 dias en el cuarto de incuba-
cidn, bajo las condiciones de luz y temperatura ya mencionadas. Cabe
aclarar que todo este procedimiento se hizo por igual para ambos por-

tainjertos.
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5. Desarrollo del trabajo en condiciones no asépticas

Después de transcurridos siete dias, en los cuales los brotes per-
manecieron en el medio de induccidn de raices, estos fueron transferidos
a vasos de unisel, usando como sustrato una mezcla de tierra de monte y
arena, en proporcidn 3:1 v/v, respectivamente, la cual fue previamente
pasteurizada. Antes de establecer los brotes en el suelo, se les did
un bafio con una solucidn de Captdn, para evitar la infestaci6én por hon-
gos. Inmediatamente después se transfirieron a los vasos, previa ano-
tacifn de los datos de altura del brote y nimero de hojas, éstos se co-
Tocaron en una cdmara de nebulizacidn (5 segundos cada 15 minutos) du-
rante un perfodo de 30 dias, después de los cuales los brotes se extra-
jeron con cuidado de Tos vasos y se les tomd el ndmero y tamafio de rai-
ces, asf como longitud del brote y nimero de hojas, estableciéndolos
finalmente en bolsas negras de polietileno, utilizando el sustrato ya

especificado.

6, Toma de datos

La toma de datos se hizo con base a las siguientes variables:
Al Antes del establecimiento a suelo (Después de 7 dias en condicio-
nes asépticas)

1, Longijtud de brotes

2. Nimero de hojas por brote
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B) Después del establecimiento en suelo (Después de 30 dfas en condi-

ciones no asépticas)

1. Sobrevivencia (en porcentaje)

2. Llongitud de brotes

3. Ndmero de hojas por brote

Ndmero de brotes con raices (en porcentaje)
. Ndmero de raices por brote

6. Longitud de raices

7. An&lisis de los datos obtenidos

Para cada una de las variables se corrié un anilisis de varianza

y se obtuvieron las correlaciones, medias y porcentajes pertinentes.

Para el andlisis de medias se corrid el procedimiento (expresa-
do por Martfnez, 1980) de medias minimo-cuadriticas, utilizado para
disefios desbalanceados, ya que aunque al establecer el experimento
se tenfan 20 repeticiones, la muerte de los brotes en el transcurso
del mismo, cre6 un desbalance en el nimero de observaciones, lo que

impidi6 obtener otro tipo de medias miltiples.

Cabe aclarar que para el andlisis de los datos, primeramente se
corrif un trabajo general, sin considerar los portainjertos en forma
separada, pero viendo el desbalance que existfa entre las observacio-
nes de los mismos, se decidid correr un analisis por separado para
cada uno de los portainjertos, ya que de lo contrario no seria real

el anflisis y la diferencia entre portainjertos ocultarfa Tos
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efectos de los tratamientos establecidos.

Ademds, en lo que se refiere al efecto de la etiolacidn, no fue
posible realizar ningin tipo de andlisis, debido a gue no se obtuvie-
ron datos, ya que todos los brotes de los tratamientos establecidos
se pusieron necrdoticos y murieron al poco tiempo de establecerlos en

el medio de induccidn de raices.



RESULTADOS

1. Portainjerto MM.106
1.1 Longitud de brotes

Al realizar el andlisis de varianza, no se encontraron diferen-
cias estadisticas (Apéndice A) en la longitud de los brotes, antes y
después de establecer las plantas en condiciones de suelo, por efec-
to de pH y concentraciones de AIB. Sin embargo, es de notarse que
para la concentracidon de 0.2 mg/1 de AIB y pH de 5.0 los brotes mos-
traron una ligera reduccidn en su longitud después de haber permane-
cido en suelo, To gque no sucedid con los brotes de las otras concen-
traciones de AIB y niveles de pH, Tos cuales manifestaron un ligero

incremento (Cuadro 3).

Por otro lado, el andlisis de varianza indica que no hubo inter-
accidn entre las concentraciones de AIB y niveles de pH (Apéndice A)
sobre 1a longitud de los brotes antes y después de establecidos en

suelo.

1.2 Nimero de hojas

En andlisis de varianza para esta variable indica que no hubo
diferencias estadisticas (Apéndice A) dentro de los niveles de pH y

concentraciones de AIB, antes y después de establecidos los brotes
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en el suelo. No obstante, se observd una tendencia general hacia una
disminucién de hojas cuando los brotes permanecieron en suelo (Cuadro

3).

Para esta variable,igual que la del caso anterior, tampoco hubo
significancia estadistica (Apéndice A) en la interaccién entre los

dos factores de estudio (concentracién de AIB y niveles de pH),

Cuadro 3. Efecto del Acido Indolbutirico y pH sobre la longitud de
brotes y nimero de hojas del portainjerto MM.106, antes
y después del establecimiento en suelo

Concentracién Longitud de brotes Ndmero de hojas
de AIB (mg/1) (cm)
Antes Después Antes Después
0.1 1.738 1.748 7.095 5.507
0.2 1.678 1.598 8.134 5.839
0.3 1.767 1.814 7.129 6.613
pH
5.0 1.736 1.656 7.119 5.895
5.5 1.827 1.859 7.924 6.525

6.0 1.620 1.645 7.316 5,539
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1.3 Ndmero de raices

En el andlisis de varjanza para esta variable se encontraron
diferencias significativas entre las concentraciones de AIB, y alta-

mente significativas entre los niveles de pH (Apéndice A).

La comparacidn de medias minimo-cuadraticas, indica que con res-
pecto a las concentraciones de AIB; al usar 0.3 mg/1 se obtuvo el ma-
yor niimero de raices (4.391) siendo éste estadisticamente diferente de
los obtenidos con 0.1 y 0.2 mg/1, los cuales presentaron 2.555 y 2.317

raices por brote, respectivamente (Cuadro 4).

Para los niveles de pH Ta misma comparacion de medias, manifiesta
diferencias altamente significativas, obtenijéndose el mayor nimero de
raices con pH de 5.5 (4,505) el cual fue estadisticamente igual al nd-
mero obtenido con pH de 5.0 (2.853), el que a su vez es igual al del
pH de 6.0 (1.905), siendo este ltimo el que presentd menor nidmero
de raices por brote (Cuadro 4). Por otra parte, el andlisis de varian-
za no manifiesta interaccién entre las concentraciones de AIB y los

niveles de pH. para la variable en cuestién (Apéndice A).

1.4 Longitud de rafices

En este caso el andlisis de varianza no mostrd diferencias sig-
nificativas dentro de Tos niveles de pH y concentraciones de AIB
(Apéndice A). Sin embargo, en el Cuadro 4, se puede gbservar que la
mayor longitud de raices, fue la obtenida con 0.3 mg/1 de AIB, con una

tendencia a disminuir conforme disminuyd la concentracidn de la auxina.
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Con respecto al pH, el mayor tamafio de raices se logrd con un
nivel de 5.0, observandose que a medida que aumentd el pH, la longi-

tud de Tas raices sufrid una ligera reduccién (Cuadro 4).

De ioual manera, que en la variable anterior (No. de raices) tam-
poco hubo interaccion entre Tos dos factores de estudio, ya que no se

manifestd significancia en el andlisis de varianza (Apéndice A).

Cuadro 4. Efecto del Acido Indolbutirico y pH sobre el nimero y lon-
gitud de raices del portainjerto MM.106

Concentracidn Nimero de raices Longitud de raices (cm)
de AIB (mg/1)

0.1 2.555 b 1.616 a
0.2 2.317 b 1.754 a
0.3 4.391 a 2.320 a
pH

5.0 2.853 ab 2.103 a
5.5 4,505 a 2.070 a
6.0 1.905 b 1.516 a

1.5 Porcentajes de enraizamiento y sobrevivencia

En la Figura 1 se puede observar que los mayores porcentajes de

enraizamiento y sobrevivencia se obtuvieron con 0.1 mg/]1 de AIB, siendo
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Fig. 1. Efecto del Acido Indolbutirico sobre los porcentajes
de enraizamiento y sobrevivencia de los brotes del
portainjerto MM,106, en condiciones de suelo.
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de 47.46% para el primer caso y 61.02% para el segundo, ademds se ma-
nifestd una tendencia de disminucion de ambos porcentajes conforme au-

mentd la concentracidn de la auxina.

En 1o referente al pH, en la Figura 2 se observa que los mayores
porcentajes de enraizamiento (55.93%) y sobrevivencia (62.71%) se ob-
tuvieron con pH de 5.5, siguiéndose en orden decreciente el pH de 6.0
(32.20% de enraizamiento y 42.37% de sobrevivencia), y por Qltimo el
pH de 5.0 (27.27% y 36.36% de enraizamiento y sobrevivencia, respecti-

vamente) .

Por Gltimo en la Figura 3, se manifiestan los porcentajes de am-
bas variables por tratamiento usado, obteniéndose los valores mas altos
(un 70% de enraizamiento y 80% de sobrevivencia) con el tratamiento que
contenia 0.1 mg/1 de AIB y 5.5 de pH, pudiéndose percatar de que para
las tres concentraciones de auxina, el mejor pH fue de 5.5, aunque en
qeneral, los porcentajes disminuyeron conforme aumentd la concentracidn

de AIB.

1.6 Correlaciones

Se encontraron altas correlaciones entre las variables longitud
de brotes antes y después del establecimiento a suelo, asi como entre
la longitud de brotes antes del establecimiento en suelo y nimero de
raices. También se encontrd correlacidn significativa entre el nimero
de hojas antes y después del establecimiento a suelo. Otra correla-
cidn significativa fue la del nimero de raices con la longitud de bro-

tes y nimero de hojas después de establecidos los brotes en suelo y
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esta (1tima variable a su vez, estuvo correlacionada con la longitud

de raices (Cuadro 5).

Cuadro 5. Coeficientes de correlacion de Pearson para el portainjerto
MM. 106
LB, NH, LB, NH, NR LR
LBy 1.0000 0.0291 0.8504**  0.2016 0.2307** 0.1399
NH, 1.0000 0.0051 0.2721* 0.0670 0.1215
LB, 1.0000 0.1289 0.2230* 0.0770
NHo 1.0000 0.4719%* (. 4]152**
NR 1.0000 0.0513
LR 1.0000

Variables correlacionadas:

LB
NH,
LB
NH
NR

LR

¥

1 :

2 H

2 H

Significativo con P

Longitud de brotes antes del establecimiento en suelo

Nimero de hojas antes del establecimiento en suelo

Longitud de brotes después del establecimiento en suelo

Nimero de hojas después del establecimiento en suelo

Nimero de raices después del establecimiento en suelo

Longitud de raices después del establecimiento en suelo

** Significativo con P =

0.05
0.01
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2. Portainjerto M.9

2.1 Longitud de brotes

Al realizar el andlisis de varianza, se encontraron diferencias
altamente significativas entre las concentraciones de AIB y niveles
de pH, en la longitud de los brotes antes de su establecimiento en
suelo, 10 cual no se manifestd después de su permanencia en &ste

(Apéndice A).

En 1a comparacifn de medias se encontrd que el mayor tamafio de
brotes (2,145 cm), se alcanzd con 0.3 mg/1 de AIB, siendo este valor
estadfsticamente igual al obtenido con la concentracidon de 0.1 mg/1
(2.012 cm) y diferente al de 0.2 mg/1 (1.839 cm), valor minimo alcan-
zado entre Jas tres concentraciones de la auxina. Ademds, se puede
obseryar que el tamafio de los brotes antes del establecimiento en sue-
lo, fue ligeramente mayor en relacidn a cuando permanecieron en el mis

mo (Cuadro 6),

Con respecto al pH, en el Cuadro 6 se observa que el nivel de
5.5 fue el que tuvo mayor efecto sobre esta variable, alcanzandose una
longitud de 2.317 cm, valor que resultd ser estadisticamente diferente
a los obtenidos con los otros dos niveles (1.905 cm para el de 5.0 y
1,775 cm para el de 6.0), siendo éstos estadisticamente iguales entre
sT. Comparando estos valores con los obtenidos después del estableci-
miento en suelo, tambi&n se observd una ligera disminucion en el tama-

fio de brotes en esta condicidn, para los niveles de pH de 5.0 y 5.5.



En este caso, se encontrd significancia estadistica en la inte-
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raccion entre los dos factores de estudio, para los brotes antes de es-

tablecerlos en suelo (Apéndice A).

La prueba de comparacifn de medias, indica que el tratamiento

que contenfa 0.3 mg/1 de AIB y pH de 5.5 fue superior (2.520 cm) en

relacién al de 0.2 mg/1 de AIB y pH de 6.0 (1.381 cm). El resto de

los tratamientos presentaron un comportamiento intermedio entre los

valores antes mencionados, lo cual se expresa en el Cuadro 7.

Cuadro 6. Efecto del Acido Indolbutirico y pH sobre 1a longitud de

brotes y nimero de hojas del portainjerto M.9, antes y
después del establecimiento en suelo

Concentracion Longitud de Brotes Nimero de hojas
de AIB (mg/1) (cm)
Antes Después Antes Después

0.1 2.012 ab* 1.772 a 7.683 a 3:555 b
0.2 1.839 b 1.700 a 8.237 a 5.301 ab
0.3 2.145 a 2.108 a 8.685 a 7.065 a
pH
5.0 1.905 b 1.654 a 7.350 b 4.904 a
5.5 2.317 a 2.032 a 8.733 a 6.191 a
6.0 1.775 b 1.894 a 8.522 a 4.824 a

*

Valores con la misma letra son estadisticamente iguales (P < 0.05)
de acuerdo a las medias minimo-cuadrdticas.
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2.2 Niamero de hojas

para esta variable el analisis de varianza indica que no hubo
efecto de las concentraciones de AIB, antes de establecidos los bro-
tes en suelo; sin embargo, después de establecidos hay una diferen-
cia altamente significativa entre concentraciones; sucediendo o con-
trario para los niveles de pH, ya que para los brotes antes de esta-
blecidos hubo diferencias significativas entre ellos, 1o que no suce-

didé después de que permanecieron en suelo (Apéndice A).

Después de establecidos los brotes en suelo, se observd que el
mayor nimero de hojas se logré con 0.3 mg/] de AIB (7.065), reducién-
dose &ste conforme disminuyé la concentracidn. Ademas, conviene acla-
rar que en este caso, el nlmero de hojas por brote, también fue menor
después de establecidas las plantas en suelo, en relacién a antes de

su establecimiento (Cuadro 6).

Para las medias de los niveles de pH antes de establecer los bro-
tes en suelo, el valor mis alto obtenido (8.733), fue el de pH de 5.5,
el cual resultd ser estadisticamente igual al nivel de 6.0 (8.522),
pero diferentes ambps del obtenido con pH de 5.0 (7.350), diferencias
que no se manifiestan para los brotes ya establecidos en suelo. Sin
embargo, en este caso, se nota que el miximo valor de hojas (6.191),
correspondid al mismo nivel de pH anterjor. Al igual que para el fac-
tor anterior (AIB), aqui también se observé una disminucién en el nime-

ro de hojas de los brotes cuando permanecieron en suelo ( Cuadro 6).
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Por otro lado, el andlisis de varianza manifestd significancia
en la interaccion de los factores, para esta variable, antes del es-

tabTecimiento en suelo (Apéndice A).

Comparando las medias de los tratamientos, se encontraron dife-
rencias estadisticas, presentando el mayor nimero de hojas (9.950) los
brotes del medio que contenfa 0.3 mg/1 de AIB y pH de 5.5, valor que es
diferente del obtenido con 0.1 mg/1 de AIB y pH de 5.0, pero iqual a
los obtenidos con los otros tratamientos. Aunque en el caso de brotes
ya establecidos, no se registraron diferencias entre las medias, se pue-
de observar que el mayor nlmero de hojas se tiene también con 0.3 mg/1

de AIB y pH de 5.5 (Cuadro 7).

2.3 Nimero de rafces

En el andlisis de varianza para esta variable, no se encontraron
diferencias significativas en las concentraciones de AIB y niveles de
pH (Apéndice A). Sin embargo, en el Cuadro 8, se puede observar que se
presentd el mayor nimero de rafces con 0.2 mg/1 de AIB (6.905), siguien-
dole en orden decreciente 0.3 mg/1 (5.899) y finalmente 0.1 mg/1 de la
auxina (4.204),

Como ya se indicb, para el pH_tampoco hubo diferencias estadisti-
cas entre los niveles; sin embargo, las tendencias manifiestan que con
el nive] de 5,5 se lTograron 7.014 rafces por brote; siendo el valor mis
alto, siguiéndole 5.586 rafces con pH de 5.0 y 4.408 rafces por brote
con pH de 6.0 (Cuadrc 8). Asimismo, no se manifestd interaccidn entre

los factores sobre el nilmero de raices (Apéndice A).
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Cuadro 7. Efecto de los tratamientos de Acido Indolbutfrico y pH sobre
1a longitud de brotes y nimero de hojas del portainjerto M.9,
antes y despuds del establecimiento en suelo

Concentracifn " Longitud de brotes (cm) Nimero de hojas _

de AIB (mg/1) antes después antes después
0.1 5.0 1.730 bc* i 6.550 b Yy
0.2 5.0 1.990 be 1.867 a 8.400 ab 4.667 a
0.3 5.0 1.995 abc 1.762 a 7.100 ab 6.750 a
0.1 5.5 2.330 ab 1.817 a 7.850 ab 4.667 a
a.2 5.5 2.100 ab 1.833 a 8.400 ab 6.111 a
0.3 5.5 2.520 a 2.467 a 9.950 a 7.833 a
0.1 6.0 1.975 be 1.960 a 8.650 ab 2.800 a
0.2 6.0 1.381 ¢ 1.350 a 7.750 ab 5.500 a

* Valores con la misma letra son estadisticamente iguales (P < 0.05)
de acuerdo a las medias minimo-cuadrdticas.

17 No hubo datos debido a que murieron los brotes en la etapa de esta-
blecimiento a suelo.

2.4 Longitud de raices

Para esta variable el andlisis de varianza indica que no hay dife-
rencias significativas dentro de concentraciones de AIB y niveles de pH
(Apéndice A). No obstante, en el Cuadro 8 se puede observar que la lon-
gitud de rafces se redujo a medida que disminuyd la concentracidn de AIB
y un efecto similar sucedid para los niveles de pH, ya que se observd
una disminucion en la longitud de raices a medida que disminuyeron los

niveles.



Al igual que para el nimero de rafces, el andlisis de varianza
indica que no hay interaccidn entre los factores en estudio (Apén-

dice A).

Cuadro 8. Efecto del Acido Indolbutirico y pH sobre el nimero y lon-
gitud de raices del portainjerto M.9

Concentracion Nimero de raices Longitud de raices (cm)
de AIB (mg/1)

0.1 4,204 0.772
0.2 6.905 1.351
0.3 5.899 1.926
pH

5.0 5.586 1.295
5.5 7.014 1.328
6.0 4.408 1.425

2.5 Porcentaje de enraizamiento y sobrevivencia

En la Figura 4, se puede observar que los brotes que enraizaron
fueron los que sobrevivieron; de tal manera, que los porcentajes de
ambas variables son los mismos, asi tenemos que el mayor porcentaje
(35%) se obtuvo con 0.3 mg/1 de AIB, siguiéndole el obtenido con 0.1
mg/1 (27.50%) y por G1timo el de 0.2 mg/1 (25.0%). Asimismo, con los

niveles de pH (Fig. 5) se observa un comportamiento similar, los
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porcentajes de enraizamiento y sobrevivencia tienen el mismo valor.
De esta manera se observa que el mayor porcentaje alcanzado (35%),
fue con 5.5 de pH, siguiendo el logrado con pH de 5.0 (27.5%) y por
iltimo el de 6.0 (10.44%).

Al observar la Figura 6, se tiene el mismo efecto anterior de
los tratamientos sobre el porcentaje de enraizamiento y sobreviven-
cia, siendo el mayor porcentaje (45%) logrado con 0.2 mg/1 de AIB y
pH de 5.5, siguiéndole un 40% con el tratamiento que contenia 0.3
mg/1 de AIB y pH de 5.0, no pudiéndose observar una tendencia clara
en el comportamiento de estas variables por concentraciones de AIB

y niveles de pH.

2.6 Correlaciones

La variable longitud de brotes antes del establecimiento en suelo,
presentd correlacion significativa con el nimero de hojas antes del es-
tablecimiento y Tongitud de brotes después del establecimiento en suelo.
También se encontrd alta correlacion del nimero de hojas antes del esta-
blecimiento con 1a longitud de brotes y nimero de hojas después de esta-
blecidas las plantas en suelo y esta Giltima variable resultd altamente

correlacionada con el nimero y longitud de raices (Cuadro 9).
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Cuadro 9. Coeficientes de correlacifn de Pearson para el portainjerto

M.9

LB, NH, LB, NH, NR LR

LB,

NH,

LB,

NH,

NR

LR

1.0000 0.1648* 0.8405**  (0.0305 0.1234 0.1654

1.0000 0.5175**  0.5424**  0.2577 0.1890

1.0000 0.1885 0.0270 0.1033

1.0000 0.5522*%*  (.5553**

1.0000 0.0493

1.0000

Variables correlacionadas:

]_B] :
NH]_ .
LBz .

NH,

NR

LR
*

* %

Sianificativo con P

Longitud de brotes antes del establecimiento en suelo
Nimero de hojas antes del establecimiento en suelo
Longitud de brotes después del establecimiento en suelo
Ndmero de hojas después del establecimiento en suelo
Nidmero de raices después del establecimiento en suelo

Longitud de raices después del establecimiento en suelo

[

0.05

Significativo con P = 0.01



DISCUSION

1. Portainjerto MM, 106

Con respecto a la longitud de los brotes antes y después de su
establecimiento en suelo, los resultados indican que no hubo efecto de
la concentracion de AIB, de Tos niveles de pH, ni de los dos factores
juntos, sobre este pardmetro. Parece ser que este efecto estda mas re-
Tegado a la presencia de BA en el medio, que a la de AIB; Jones (1967)
reporta precisamente que la BA a una concentracion de 1.0 mg/1 promovid
la elongacidn de brotes de manzano. Algo semejante es también manifes-
tado por Jones et af., (1979). Todo esto corrobora nuestros resultados,
ya que el medio en el que se colocaron los brotes, antes de su transfe-
rencia a suelo no contenia BA; ademds parece ser que la presencia de
AIB a ciertas concentraciones puede inhibir el crecimiento de los bro-
tes de este frutal, induciendo en su lugar la formacidn de callo
(Dutcher y Powell, 1972). Ahora bien, se esperaba encontrar un aumento
significativo en 1a longitud de los brotes por efecto del enraizamiento,
ya que la presencia de rafces en la base de los brotes, permitiria la
absorcidn de nutrimentos y agua del sustrato, que se canalizarian en el
crecimiento de Jos brotes; esto no se observé claramente, ya que aungue
hubo un Tligero aumento en la longitud de los brotes después de 30 dias
de permanecer en el suelo, posiblemente el tiempo fue muy poco, de tal
manera que en este perlodo las rafces estaban muy pequefias todavia,

tanto como para no poder manifestar su funcién de manera mds objetiva.
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E1 ligero decremento del tamafo de los brotes establecidos en suelo,
que se presentd con 0.2 mg/1 y con pH de 5.0 (Cuadro 3), se considera
que se debif a que en algunos brotes su base se pudric y al extraerlos

del suelo, se desgarraba y se eliminaba esa pequefia porcidn del brote.

En cuanto al nimero de hojas, tampoco hubo diferencias signifi-
cativas entre las concentraciones de AIB, niveles de pH, y AIB y pH jun-
tos. Esto se explica esencialmente en base a 1o anterjor, ya que el me-
dio de induccién de raices no contenia BA, que podria ser el regulador
que influyera en el nimero de hojas (Jones, 1967). Sin embargo, aunque
estadisticamente no se manifestaron diferencias (Apéndice A), se pudo
obseryar una tendencia de disminucién del nimero de hojas después de
que los brotes permanecieron en suelo {Cuadro 3). Esto podria deberse
a dos cuestiones: 1) que el manejo de trasplante de un medio a otro
haya propiciado la liberacidn de etileno, que influyd sobre los tejidos
delicados de las plantulas de 4n vitre, y sobre todo, afectando las ho-
jas causando su senescencia y consecuentemente su abscisién (Villegas,
1982) y 2) 1la anatomfa particular de las hojas que crecen bajo con-
diciones .{n vwitrno; como son: poca densidad estomatal, poca capacidad
de cierre estomatal, poca o ninguna capa cerosa, 1o que provocd una in-
capacidad de las hojas para evitar alta transpiracion, acarredndoles
agobio por desequilibrio hidrico y con ello su marchitez y muerte pos-
terior (Brainerd et af., 1981; Brainerd y Fuchigami, 1981; Fuchigami
et al., 1981). Por otra parte, se considera que al momento que los bro-
tes enraizan, las rafces empezarfan a funcionar en la absorcién de agua
y nutrimentos, ademds de la exportacién hacia el dpice de las citocini-

nas sintetizadas en ellas, 1o cual promoveria el desarrollo del brote
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y con ello las hojas; esto se pudo apreciar en los resultados, ya que
se manifestd una correlacidon significativa del nimero de rafces con

1a longitud de Tos brotes despuls de establecidos en suelo (Cuadro 5).
Sin embargo, el nimero de hojas antes del establecimiento a suelo no
manifestd efecto sobre el enraizamiento, como suele suceder cuando
enraizan estacas por los métodos convencionales, esto posiblemente
debido a que estas hojas tienen condicidn heterotréfica, alin cuando
son verdes, To que evita la exportacifn de ellas hacia los meristemos
radicales, de nutrimentos y energfa para su desarrollo (Connery
Thomas, 1982). Por otra parte, en cuanto al nimero y Tongitud de
rafces, se encontrd que las concentraciones de AIB y niveles de pH
tuvieron efectos diferenciales sobre el nimero de rafces, pero no
sobre su longitud (Cuadro 4). E1 mejor nimero de rafces se obtuvo

con 0.3 mg/1 de AIB (4.391 rafces/brote); aunque esta concentracion es
relativamente alta, en comparacién con las otras dos (0.1 y 0.2 mg/1)
no hubo formacion de callo, como se manifiesta en otros casos; por ejem-
plo, Németh (1981) observé que a concentraciones de AIB mayores de 5 x
107°M (10.162 mg/1) se formd aran cantidad de callo en la base de los
brotes de los portainjertos M.26, M.27 y MM.104, lo que disminuyd la

cantidad de raices e inhibif el desarrollo de las ya formadas.

De esta manera el nlmero de rafces logrado en el trabajo, con la
mayor concentracion de AIB, se debié posiblemente al corto periodo de
exposicifn de los brotes a la auxina, concordando con Jo que manifiestan
James y Thurbon (1979) y Snir y Erez (1980), ya que observaron que el
contacto continuo de los brotes sobre el medio de enraizamiento, promue-

ve la formacidn de callo en la base, 1o cual se puede evitar si el
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periodo de tratamiento se disminuye hasta 8 dfas, y porteriormente los
brotes se transfieren a un medio sin reguladores, que en nuestro caso
consistid de una mezcla de suelo pasteurizado. De esta manera se pro-
movid el desarrollo de los primordios radicales, evitando el efecto in-
hibidor de las auxinas; ya que &stas con el tiempo siguen promoviendo
divisiones celulares acentuadas que dan origen a callo y que acemds
gestan energfa, evitando que ésta se utilice en el desarrollo de las
raices, Otra consideracidon que hay que hacer es que la inhibicion del
desarrollo de callo durante los 7 dias de contacto con el medio, pudo
deberse a la presencia del FG en &1, ya que diversos autores manifies-
tan que &ste influye sobre la formacién de callo, pero no sobre el ni-
mero y tamafio de raices (Jones y Hatfield, 1976; James y Thurbon,
1979; James, 1979; Welander y Huntrieser, 1981; Villegas, 1982; Vi-

1legas y Castillo, 1985),

Con respecto al pH sobre el nimero y longitud de raices, no hay
realmente estudios que nos ayuden a comprender los resultados; sin em-
bargo, la obtencidn de mayor nimero de raices a un pH de 5.5 podria
deberse a que er este nivel se propicia la mejor disponibilidad y absor-
cion de nutrimentos y reguladores, en este caso de auxinas, que promo-
vieron la induccién de primordios radicales mas facilmente que en los
otros dos niveles (5.0 y 6.0). Se ha observado que a niveles bajos de
pH hay una reduccidn en el crecimiento de raiz (Batjer y Sudds, 1937;
citados por Neilsen et af., 1982), lo que nos lleva a pensar que como
en Jos niveles estudiados no hubo diferencias en el crecimiento de rafi-
ces, entonces en los tres niveles, hubo absorcifn adecuada de nutri-

mentos, principaimente Ca** que permitié la formacién de paredes y de
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1a lamela media de las nuevas células que se estaban formando por la
divisidn celular inducida por el AIB. En base a esto se hace necesa-
ria la investigacidn del papel que juega el pH sobre la diferencia-
¢18n de tejidos u frganos y sobre su crecimiento, ya que este factor
es muy importante por su efecto en la disponibilidad de algunos ele-
mentos, 1o cual no se conoce bajo condiciones &n vitro y que de algu-

na manera repercute en el crecimiento y desarrollo de las plantulas.

Por otra parte, como se observa en los resultados, el mejor por-
centaje de enraizamiento y sobrevivencia se Togré con 0.1 mg/1 de AIB
(47.46% de enraizamiento y sobrevivencia 61.02%), observindose dismi-

nucién en ambos al aumentar la concentracion de la auxina.

Lane (1978) sefiala que el enraizamiento es inhibido por concentra-
ciones elevadas de auxinas, porque se tornan tdxicas a los brotes. Aun-
gue en nuestro caso no se manifestd toxicidad a 1a mds alta concentra-
cidn (0.3 mg/1). Abbott y Whiteley (1976) obtuvieron un 50% de enraiza-
miento de brotes de "Cox's Orange Pippin" con 0.1 mg/1 de AIB y 0.1 mg/]

de citocininas.

Snir y Erez (1980) enraizaron hasta el 100% de brotes de MM.106
con un medio de Murashige y Skoog, suplementado con 2.0% de sacarosa,
0.8 wg/1 de tiamina y 1.0 mg/1 de AIB y tratando los brotes con incisio-
nes, por un tiempo de 6 a 8 dias obtuvieron un promedio de 20 raices

por brote.

Cruz (1983) al emplear AIB solo en concentraciones de 0.2 y 0.5
mg/1 bajo condiciones de exposicidn permanente, con brotes de MM.106,

logré un 40% de enraizamiento y cuando adiciond 162 mg/1 de FG el
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porcentaje se incrementdé a alrededor de un 80%.

Se puede observar con esto, que los resultados no son consisten-
tes y que sin embargo, el porcentaje de enraizamiento es bajo, aln cuan-
do se usd FG en el medio, el cual se ha indicado aumenta el porcentaje
de brotes que enraizan, Se puede pensar que los bajos porcentajes, mas
que a un efecto de la auxina, se debid al cambio de condicidn que sufrie-
ron los brotes, ya que como To manifiestan Conner y Thomas (1982) las
plantas que salen de {n vitro presentan niveles muy bajos de fotosinte-
sis, de tal manera que son heterftrofas y al colocarlas en condiciones
no asépticas, no son capaces de producir su propia energia que las ayu-
dard a mantener el crecimiento de los primordios radicales, y como no
se les aplicd alguna fuente de energia exdgenamente, las raices no de-
sarrollaron; porque los brotes se quedaron practicamente en estado de
inanicion. Sin embargo, en general, el porcentaje de sobrevivencia
fue mayor que el de enraizamiento en las tres concentraciones, debide
posiblemente a que la energia acumulada de las plantulas, la canaliza-
ron a sobrevivir y no en desarrollar drganos, de esta manera las raices
desarrollaron cuando los brotes adquirieron su capacidad autotrofica.
Por otra parte, también pudo haber influenciado en el poco enraizamien-
to la temperatura basal, ya que aunque no se midid, al parecer esta
fue mds baja que la de la atmésfera, lo cual repercute en este proce-
so como lo manifiesta Howard (1968). E1 porcentaje de sobrevivencia
fue de menor a mayor concentracifn de AIB, debido quizd a que una alta
concentracidn se acumuld en Tos brotes y con el manejo de los mismos
al trasplante, hubo liberacidn de etileno que 11evé a Ta muerte de las

pldntulas, agobiadas por el cambio de condicidn.
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En o que se refiere al pH, éste se considera que no tuvo efecto
directo sobre el enraizamiento y sobrevivencia, ya que estos procesos
se 1levan a cabo fuera del medio; sin embargo, el pH de 5.5 presentd
mejor sobrevivencia y enraizamiento debido posiblemente a que como se
observd hubo buena induccidn de rafces, las cuales fueron capaces de
desarrollar en el suelo y al suceder esto los brotes pueden absorber
nutrimentos y agua, 1o que ayuda a compensar el agobio de los brotes
por pérdida de agua y por falta de nutrimentos, mientras graduaimente

se va dando la condicion autotréfica.

Aunque no hubo interaccidon, estadisticamente los resultados in-
dican que el mejor tratamiento fue el que consistio de 0.1 mg/1 de AIB

y pH de 5.5. Las razones son las anteriormente expuestas.

2. Portainjerto M.9

En este caso, aunque estadisticamente se manifiestan diferencias
significativas entre las concentraciones de AIB, se sabe que en reali-
dad éste no tiene efecto primordial en el crecimiento de los brotes;
de tal manera, que las diferencias que se aprecian se pueden deber a
que al establecer los brotes en el medio de cultivo, éstos tuviercn
mayor heterogeneidad en su tamafio inicial, ya que el medio carecid
totalmente de la presencia de BA, que podria ser la que tuviera efec-
to sobre la longitud de los brotes. Después del establecimiento no hay
diferencias entre las concentraciones, pero en este caso los valores
disminuyeron debido a 1a pudricidn que se presentd en la base de los

brotes. Con respeto al pH, entre los niveles también hubo diferencias
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(Cuadro 6), esto influenciado bdsicamente por el efecto antes mencio-

nado.

En cuanto al nimero de hojas, no se observd efecto de las concen-
traciones de AIB antes de establecidos los brotes, debido de igual ma-
nera, que la longitud, a la heterogeneidad de los brotes. Ahora bien,
despuéds de establecidos disminuyd el nimero de hojas, aunque l1a menor
diferencia se encontré con 0.3 mg/1 de auxina. En general, la dismi-
nucidn de hojas se debe al cambio brusco de situacidn y debido a las
diversas situaciones morfolfgicas y fisioldgicas citadas por Brainerd
et af, (1981), Brainerd y Fuchigami (1981), Fuchigami et af. (1981),
Conner y Thomas (1982), que provocaron la absicidn de las hojas tam-
bidn en el MM.106. La baja diferencia que se encontrd con 0.3 mg/l
de AIB posiblemente se debid a que con esta concentracidn el nimero
de rafces que se formaron y su longitud fueron las mejores, lo que fa-
vorecid la absorcifn de agua e impidid 1a marchitez de las hojas por

déficit de agua.

E1 nimero de hojas antes del establecimiento, manifesté diferen-
cias por efecto de los niveles del pH; pero hay que considerar la po-
sible heterogeneidad del material, de tal manera que a mayor longitud
de brotes, mayor es el nimero de hojas que porta. Igual que en el caso
anterior, hubo disminucién en el nimero de hojas después de que los bro-
tes permanecieron en suelo, debido a 1a situacién en que se encuentran
cuando salen de Tos tubos de ensaye. Sin embargo, con pH de 5.5 hubo
menos pérdida de hojas, ya que con éste se logré el mayor ndmero de
raices que pudieron subsanar algunos de los efectos deletéreos del

cambio, como se acaba de mencionar. Por otro lado, en la respuesta
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de estas dos variables a los factores citados, se puede considerar que
los brotes obtenidos por métodos asépticos difieren en su calidad entre
s1, por las numerosas respuestas diferenciales que tienen los propagu-
los a la presencia y/o concentracién de reguladores del crecimiento y
de sustancias enriquecedoras del medio como sacarosa, floroglucinol y
otros, que indudablemente crean una situacidn endgena de los brotes

muy varfable (Sriskandarajah y Mullins, 1981; Villegas, 1982).

Se encontrd correlacifn entre las concentraciones de AIB y niveles
de pH sobre la Tongitud de brotes y nimero de hojas antes del estableci-
miento, siendo al parecer la combinacidn de 0.3 mg/1 de AIB y pH de 5.5
en donde se ubicaron los brotes mds vigorosos. Después del estableci-
miento se observd una Tigera disminucifn en el tamafio y nimero de hojas,
debido a las causas antes citadas. Ademds, en el primer tratamiento,
los brotes transferidos a suelo murieron al poco tiempo, esto debido a
que se colocaron precisamente debajo de donde se expulsaba el agua de la
cémara de nebulizacifn y ésta se acumuld en Tos vasos creando una situa-
cibn de estrés por inundacién, lo que condujo a la pudricidn de Jos bro-
tes por un lado, y a la Tiberacidn de etileno por otro, 1o que produjo

la muerte de las plantulas (*).

Con respecto al nimero de rafces, se observé (Cuadro 8) que el
mayor nimero (6.905) se obtuvo con 0.2 mg/1 de AIB, aunque estadistica-

mente no hubo diferencias entre las tres concentraciones, esto indica

(*} Esta situacidén se presentd por error técnico, causas ajenas al
experimento.
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que el nivel enddgeno de auxina en este portainjerto, no es tan bajo,
ya que para el MM.106 fue necesaria una mayor concentracién. La longi-
tud de las rafces fue similar en las tres concentraciones; sin embarqgo,
con 0.3 mg/1 se indujo mayor elongacidn, por lo que se tuvo mayor tama-
fio de ralces. No hubo presencia de callo en ningin caso y el desarro-
170 de rafces se permitid, debido al corto tiempo de exposicidn de los
brotes a la auxina. Esto concuerda con Lane (1982), quien manifiesta
que el M.9 necesita una exposicidn a las auxinas por corto tiempo para
inducir Ta iniciacién de raices, y una vez que esto sucede se puede
prescindir de ellas. Ademds, también hay que considerar que la presen-
cia del FG en el medio, pudo evitar la formacidon de callo (Jones y

Hatfield, 1976; James y Thurbon, 1979; James, 1979).

Con respecto al pH se observd que el mayor nimero de rafces se
obtuvo con 5.5 de pH (Cuadro 8), aunque la longitud mayor fue con pH
de 6.0; sin embargo, las diferencias entre niveles fueron minimas.
Esto se puede relacionar con 1o manifestado por Jonkers y Hoestra
(1978), quienes indican que un pH de entre 5.5 y 6.5 es adecuado para
el manzano; y las inferencias acerca de la absorcidn y disponibilidad
de nutrimentos y hormonas hechas con el MM.106 son vadlidas también en
este caso. La correlacidn existente entre el nimero de hojas de los
brotes en suelo con el nidmero y longitud de raices, se puede deber a
que @stas permitieron la absorcidn de agua que compensaron la posible
transpiracion elevada que se pudo presentar en ellos, To que evitd
su pérdida por marchitez. Sin embargo, las hojas no influyeron sobre
la formacidn de rafces por su estado heterotréfico (Conner y Thomas,

1982),
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En cuanto al porcentaje de enraizamiento y sobreyivencia por efec-
to del AIB, nuestros resultados manifiestan que los brotes que fueron
capaces de enraizar fueron los que sobrevivieron (Fig. 4) ya que la apa-
ricidn de rafces compensd el estado heterotréfico de los brotes y su ex-
cesiva transpiracidn. E] bajo porcentaje de enraizamiento (45% como ma-
ximo obtenido) no concuerda con Lane (1982) quien manifiesta que el M.9
tiene niveles enddgenos de auxinas elevados, por 1o que responde a bajas
concentraciones exdgenas; ni con James y Thurbon (1979) hay similitud,
ya que ellos lograron mds del 60% de enraizamiento de este portainjerto
al colocar los brotes durante 4 horas en un medio de 2 mg/1 de AIB y des-
pus haciendo la transferencia a un medio sin requladores, que en nues-
tro caso fue la mezcla de suelo. Sin embargo, esto se puede explicar
por las caracteristicas de los brotes de condiciones {n vitro manifesta-
das por Conner y Thomas (1982) y que no cambian ficilmente al trasplan-
tarlas a suelo, como lo han manifestado Brainerd et af. (1981) y Brainerd
y Fuchigami (1981). Ademds se ha de considerar que no se tuvo un control
sobre la temperatura basal, de tal manera que fuera la adecuada para el
enraizamiento y desarrollo de raices, como 1o indica Howard (1968), To

que 1imitd el proceso.

Con respecto al pH, se encontrd que el mejor nivel fue el de 5.5,
ya que permitib el mejor porcentaje de enraizamiento y sobrevivencia
(35% para ambos), esto debido a su efecto sobre todo en el medio de in-
duccidn, en la facilidad que crea en la disposicion de minerales y re-
guladores que posiblemente se acumularon en los brotes, permitiendo su

existencia en tanto emergfan y crecian las raices.
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En cuanto al efecto por tratamiento, se encontré que con 0.2 mg/1
de AIB y pH de 5.5 se di8 el mejor porcentaje de enraizamiento y sobre-
vivencia (45% para ambos), esto porque bajo estas condiciones hubo bue-
na capacidad de absorcidn de auxinas y nutrimentos que permitieron la
induccidn de raices y su crecimiento, 1o que no concuerda con Lane
(1982) en el sentido de que los niveles enddgenos auxfnicos son eleva-

dos en este patrén.

Por G1timo, en cuanto al efecto negativo de la etiolacion sobre
los brotes de ambos portainjertos, posiblemente se debid a que se deja-
ron por varias semanas en la obscuridad, 1o que cambid totaimente las
condiciones internas de los brotes como To manifiesta Anderson (1982)
indicando que una semana de etiolacifn de brotes de manzano es sufi-
ciente para cambiar los niveles endbgenos de reguladores y favorecer
la iniciacidn de raices, ya que con tratamientos mayores los brotes
etiolados son débiles y diffciles de aclimatizar en invernadero, To
que precisamente sucedid en nuestro caso, el cambio total de su estado
endfgeno hizo que Ta aplicacidn exdgena de AIB y FG fueran téxicas, ya
que los tejidos etiolados presentan mayor sensibilidad a Tas auxinas
promoviendo la liberacién de etileno (Anderson, 1982; Villegas, 1986%),
esto causado por el movimiento acropeto de las auxinas y considerando
ademas, que el dpice es la parte del brote mds sensible, por lo que se
provocd la muerte del mismo y posteriormente la de todo el brote, ain
antes de los 7 dias en el medio de cultivo, y los pocos brotes que pa-
saron a invernadero no se aclimatizaron resintiendo fuertemente el cam-

bio de ambiente y muriendo rdpidamente.

2 Comunicacidn personal. M. en C. Angel Villegas M. Centro de Fruti-
cultura del Colegio de Postgraduados, Chnapingo, Méx.



CONCLUSIONES

Con base a los resultados obtenidos, se concluye lo siguiente:

La concentracion de auxina que promueve el enraizamiento y sobre-
vivencia de mayor niimero de brotes del portainjerto MM.106 es de

0.1 mg/1, en tanto que para M.9 es de 0.3 mg/1.

E1 mejor pH del medio de cultivo para la induccion de raices en

ambos portainjertos es 5.5

La etiolacidn no es un procedimiento favorable para el enraizamien-

to de Tos portainjertos estudiados, bajo el método empleado.

Existen diferencias en la capacidad de enraizamiento y sobreviven-

cia entre lTos portainjertos estudiados.

Adn con ciertas diferencias, es posible el enraizamiento {n vivo

de los brotes de ambos portainjertos.

Es posible 1a aclimatizacidn en los brotes, siempre y cuando se con-

sideren todos los factores que la afectan.

En el presente trabajo no se obtuvieron altos porcentajes de enrai-
zamiento y sobrevivencia, pero abre la posibilidad de una transfe-

rencia a invernadero desde el estado de proliferacidn de los brotes.
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8. Es necesario el estudio anatdmico y fisioldgico de los brotes de
estos portainjertos, lo que permitird afinar su manejo al tras-

plante.
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Significancia de Tas pruebas de F para los factores de variacion de cada
una de las variables estudiadas

Factores de variacion

Variable TRAT AIB  pH  AIB*pH S0
Portainjerto MM.106

Longitud de brotes (LB;)2/ NS NS NSNS 32.32
Nidmero de hojas (NH;) NS NS NS NS 36.29
Longitud de brotes (LB;)%/ NS NS NS NS 32.96
Ndmero de hojas (NH;) NS NS NS NS 46.72
Ndmero de rafces (NR) b * it NS 91.86
Longitud de raices (LR) NS NS NS NS 89.52
Portainjerto M.9

Longitud de brotes (LB;) * L ok *% 27.75
Nimero de hojas (NH;) * NS * k 33.05
Longitud de brotes (LB3) NS NS NS NS 25.38
Ndmero de hojas (NHz) * ok NS NS 37.76
Nimero de rafces (NR) NS NS NS NS 55.41
Longitud de raices (LR) NS NS NS NS 91.02

1/ Indica antes del establecimiento en suelo

2/ Indica después del establecimiento en suelo

NS = No significative

* Significativo con P =

**  Significativo con P

0.05
0.01
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