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PROPAGACION in vitro DEL PORTAINJERTO DE MANZANO MM106

Angel Villegas Monter! y Francisco Cruz Pizarro?

RESUMEN

En México, el establecimiento de nuevas plantaciones de manzano (Mafus pumdila
Mill) obliga a importar anualmente hasta 200 000 portainjertos, por lo que es im-
portante desarrollar metodologias mis eficientes de propagacidon en esta especie.
Con tal propdsito se realizé un estudio en el que se evalud el efecto de la dilu-
cion de las sales minerales del medio Murashige y Skoog, y de diferentes concentra-
ciones de benciladenina (BA) en la fase de establecimiento de dpices vegetativos
cultivados 4n vitho del portainjerto de manzano MM 106. Ademds, se analizd la in-
fluencia del ndmero de transplantes en la multiplicacion de brotes y la respuesta
de éstos al enraizamiento. El empleo de un medio con 100% de sales permitié un ma-
yor desarrollo de brotes; resultados similares se obtuvieron al incrementar la con-
centracion de BA de 0.5 a 1.5 mg/£. Del primer transplante al cuarto existid un
incremento de 1.2 a 10.0 brotes/inéculo, indicando posiblemente una mayor adapta-
cidén a las condiciones {n vitho. El empleo de floroglucinol permitié elevar el
enraizamiento de 40 a 80%, mientras que el carbdén activado 1o inhibié totalmente.

SUMMARY

To establish new apple(Malus pumifa Mill) plantations in Mexico has required
to import up to 200 000 rootstocks per year. It is necessary then, to develope
better techniques for apple propagations in this country. For this purpose,
axillary buds from the MM 106 cultivar were {n vitno cultured in the Murashige-
Skoog (MS) medium to study their responses to different concentrations of mineral
salts and benciladenine (BA). The effect of subculturing on shoot proliferation
and rooting was also evaluated. Results indicated that the number of shoots per
bud increased when the salt concentration in the medium was at 100% or as BA
increased from 0.5 to 1.5 mg/£. The number of shoots per explant grew from 1.2 to
10.0 by increasing the number of subcultures from one to four, which may indicate
an improved adaptation to the 4n vitho conditions. Rooting was enhanced from 40
to 80% by applying phloroglucinol during the rooting phase, whereas this process
was completely inhibed by adding activated charcoal.
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INTRODUCCION

Los sistemas de manejo en huertos intensivos y superintensivos, se caracteri-
zan por una elevada densidad de drboles por unidad de superficie permitiendo asf
incrementar de manera significativa los rendimientos en comparacidn con los obteni

dos en sistemas tradicionales (Obando, 1982).

Actdalmente, se estima que en México se llegan a importar hasta 200 000 por-
tainjertos de manzano (Mafus pumila Mill) por afio, especialmente de MM 106, cuyo
valor oscila de 1 a 2 délares cada uno, lo que constituye una fuga de divisas para
el pafs, por lo que es necesario generar metodologfas que permitan propagar de ma-
nera rapida y masiva portainjertos de manzano. Uno de estos sistemas es la propa-
gacién 4in vitro, donde ha quedado demostrado que potencialmente se pueden obtener
60 000 brotes a partir de un solo dpice, en un perfodo de ocho meses, en el portain
jerto M 26 (Jones et al., 1977). Sin embargo, el enraizamiento es una de las prin-
cipales limitantes de la propagacién {n vitho debido a la baja efectividad para lo-

grar la induccién de raices adventicias.

Los objetivos del presente estudio fueron: evaluar el efecto de la dilucidn
de las sales minerales del medio de cultivo y de la concentracién de benciladenina
en el establecimiento de 3pices vegetativos; asi como analizar el efecto de los
transplantes sucesivos en la proliferacién de brotes y la respuesta de los mismos

a diferentes medios de enraizamiento in vitno, del portainjerto de manzano MM 106.

REVISION DE LITERATURA

En la propagacidn 4{n vitro se pueden diferenciar tres fases o etapas, mismas
que tienen caracteristicas especificas (Murashige, 1974): a) Establecimiento y de-
sarrollo de los dpices, en la que el método de desinfeccién empleado y el medio de
cultivo desempefian un papel importante; b) Proliferacidn o multiplicacion del pro-
pigulo, donde existe un rapido desarrollo de brotes que pueden ser de origen axi-
lar o adventicio; los primeros se originan a partir de las yemas situadas en la
axila de las hojas y los segundos a partir del callo de la base del brote, y c) En-
raizamiento y aclimatacién del material, la que involucra la induccidn y diferen-
ciacién de rafz en los brotes obtenidos durante la proliferacidn, debiéndose em-

plear sustancias que promuevan la rizogénesis, como las auxinas.
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Se considera que los métodos de desinfeccidn empleados varfan con la especie e
investigador; en manzano, uno de los mds usados es el propuesto por Jones (1965).
Existen, ademds, otros métodos (Dutcher y Powell, 1972; Snir y Erez, 1980), pero
estos autores, al igual que Jones (1965), sélo sefalan que sus métodos son efecti-
vos sin indicar el porcentaje de cultivos asépticos; en cambio, Werner y Boe (1980)
informan de un método de desinfeccién que obtuvo 85% de cultivos asépticos en el
portainjerto M 7, y el método empleado por Villegas (1982) presenté valores que

variaron de 69 a 98%, también en cultivares de manzano.

La composicion del medio de cultivo puede variar de acuerdo a la fase en que
se encuentre la propagacidn {n vitno; en la primera fase, en ocasiones es necesa-
ria la inclusion de antioxidantes; en la segunda, conviene afiadir compuestos que
estimulen el desarrollo de callos o brotes, mientras que en la tercera se deben
agregar auxinas y otros compuestos que estimulen el enraizamiento. En manzano,
uno de los medios de cultivo mis comunes es el de Murashige y Skoog (1962) em-
pleado por Jones (1967), Jones et al. (1977), Werner y Boe (1980), Snir y Erez
(1980), Zimmerman y Broome (1981), Morini (1980) y Villegas (1982), al cual se le
han realizado modificaciones tanto en el tipo y concentracion de reguladores del

crecimiento como en la concentracién de las sales minerales del medio de cultivo.

En la fase de proliferacién se han estudiado diversos factores; asi, Abbott
y Whiteley (1976), al trabajar con el cv. Cox's Orange Pippin, encontraron que
al utilizar apices juveniles la respuesta a la proliferacidn es mas rapida y se
obtienen un mayor nimero de brotes que en dpices adultos. Por otra parte, sefalan
que niveles de cinetina superiores a 5.0 mg/£ o inferiores a 0.1 mg/£ inhiben com-
pletamente la proliferacién, mientras que a 1.0 mg/L se favorece la formacién de

brotes.

Jones et al. (1977) sefialan que en la propagacién {n vitno del portainjerto
M 26, potencialmente se puede obtener hasta 60 000 brotes a partir de un solo &pice,
en un periodo de ocho meses, utilizando el medio de cultivo de Murashige y Skoog
(1962) complementado con 1.0 mg/£ de BA, 0.1 mg/L de AG3 y 162 mg/L de florogluci-
nol. Indican, ademas, que este Gltimo compuesto estimula la proliferacidn y el cre

cimiento de los brotes.

Snir y Erez (1980) utilizaron &pices de los portainjertos MM 104, MM 106 y
100
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MM 109, en un medio similar al de Jones et af. (1977), al que eliminaron el flo-
roglucinol pues en experimentos preliminares no presentaba ventajas. Ellos obtu-
vieron cinco brotes por explante ai mes, en cada transplante, y sefialan que al uti
lizar un medio 17quido se tiene mayor crecimiento de los brotes que en un medio
s6lido, 1o cual puede ser debido a una mayor absorcion de nutrientes y reguladores

del crecimiento del medio de cultivo.

Werner y Boe (1980), al trabajar con dpices del portainjerto M 7, lograron ob-
tener 13 brotes por dpice en cada transplante después de 4 a 6 semanas, utilizando
un medio diluido al 50% de su concentracién y complementado con 0.5 mg/L de BA.
Ademds, mencionan que después de cuatro meses en cultivo los brotes mostraron dafios
en la parte aérea, aparentemente por toxicidad de la BA pues al sustituirla por
isopentiladenina (2iP) los dafos desaparecieron, lograndose mantener los brotes en

proliferacién hasta un afo.

Uno de los problemas mis serios que se tienen en la propagacién in vitrho de
manzano, es el bajo porcentaje de enraizamiento que se logra en la tercera fase,
aunque existen trabajos en los que se han obtenido altos porcentajes. En general,
para incrementar el enraizamiento se sugiere: 1) Eliminar las citocininas del me-
dio de cultivo y elevar el nivel de auxinas a una concentracién tal, que favorezca
la aparicion y desarrollo de rafces (Feucht y Dausend, 1976); 2) Agregar compuestos
fenSlicos que actden en posible sinergismo con los reguladores del crecimiento em-
pleados para enraizamiento (Jones y Hatfield, 1976); 3) Reducir la concentracidn
de las sales minerales en el medio de cultivo/(Lane, 1978; Hyndman et af., 1982).
Sin embargo, cada cultivar responde de manera diferente y pueden existir variacio-

nes aun entre clones (James, 1981).

Las condiciones de luz y temperatura son importantes para una mayor formacion
de brotes y rdpido crecimiento de los mismos; en manzano, la utilizacién de 16 hr
luz con lamparas fluorescentes y 25+1°C han permitido obtener buenos resul tados.
En la actualidad, no se conocen informes de dafios por luminosidad y temperatura en
la incubacién {n vitro de manzano (Abbott y Whiteley, 1976; Jones et al., 1977).

MATERIALES Y METODOS
Se utilizaron dpices vegetativos de yemas axilares de plantas creciendo en
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acodo del portainjerto MM 106. En el &rea de Chapingo este portainjerto se consi-
dera medianamente prolifico, con brotes vigorosos, produce un arbol bien anclado,
no emite chupones, es poco susceptible a las bajas temperaturas de invierno y es

resistente al pulgdn lanfigero.

El medio de cultivo empleado fue el de Murashige y Skoog (MS) (1962) con algu-
nas modificaciones, el cual ha sido utilizado comiinmente para la propagacidn {n
vitho de manzano, empleando diferentes concentraciones de los componentes del me-
dio y reguladores del crecimiento, en cada una de las fases de la propagacidn 4n

vitno, como se indica a continuacidn:

Establecimiento. Se utilizaron las sales minerales del medio MS al 50 y 100%

de su concentracidén, complementado con 1.0 mg/£ de tiamina; 100 mg/£ de mioinosi-
tol; 0.5, 1.0 y 1.5 mg/L de benciladenina (BA); 0.2 mg/£ de &cido indolbutirico
(AIB), 30 g/£ de sacarosa y 5 g/£ de agar; ajustdndose el pH a 5.5 con NaOH o HC!
1 N.

Proliferacién. En el primer transplante se emplearon los tratamientos que for
maron la mayor cantidad de brotes durante el establecimiento; dichos tratamientos
correspondieron a 1.5 mg/£ de BA y 50 y 100% de sales, respectivamente (Figura 1).
En los transplantes 2, 3 y 4 se utilizé dnicamente 1.5 mg/£ de BA y 50% de sales,

debido a que la respuesta del material vegetativo a este medio fue la mejor.

Enraizamiento. Se emplearon IQE sales de MS al 50% complementado con: 100
mg/£ de mioinositol, 1 mg/£ de tiamina, 0.2 y 0.5 mg/£ de AIB, 162 mg/L de floro-
glucinol, 1 g/£ de agar, 1 g/£ de carbdn activado y 30 g/£ de sacarosa; el pH se ajustd
a 5.5.

En el mes de junio de 1982 se cortaron varetas de 20 a 30 cm de longitud; pa-
ra evitar su deshidratacién se eliminaron las hojas y se colocaron en bolsas de po

lietileno que contenfan agua destilada, transportandolas asi al laboratorio.

Para la desinfeccién se empled el método citado por Villegas (1982), el cual
consiste en lavar las varetas con jabdn y estropajo, las que en seguida se cortan
en segmentos de 1.0 a 1.5 cm que contengan una yema, colociandolas en un vaso de
precipitados (150 ml) con agua destilada y se enjuagan por tres o cuatro ocasiones.

Bajo la campana de flujo laminar, se vierte alcohol etfilico al 70% (durante tres
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minutos) en el vaso con las fracciones de vareta, retirando posteriormente el al-
cohol y agregando una solucidn de hipoclorito de calcio al 4% durante 30 minutos;

finalmente se enjuagan cuatro veces con agua destilada esterilizada.

La implantacidn se realizé en la campana de flujo laminar utilizando &pices
de 2 a 3 mm incubados en un cuarto con temperatura controlada a 27+1°C; el fotope-
rfodo se reguld a 16 hr con luz emitida por l3mparas fluorescentes. Todos los
tratamientos se establecieron el 28 de junio de 1982, y los brotes obtenidos fueron
transplantados individualmente cada cuatro o cinco semanas por cuatro ocasiones
sucesivas; posteriormente, se realizaron los experimentos para enraizamiento con

los brotes obtenidos durante la proliferacidn.

Los seis tratamientos evaluados en la fase de establecimiento se analizaron
con base en un disefio completamente al azar con cuatro repeticiones; la unidad ex-
perimental estuvo constituida por cinco &pices, cada 3pice contenido en un tubo
de ensaye; el total de tubos fue 120. Los dpices que generaron brotes fueron
transplantados sucesivamente durante cuatro ocasiones, empledndose en esta fase un
disefio completamente al azar con diez repeticiones; la unidad experimental la
constituyé un brote por tubo de ensayé; el total de tubos en cada transplante fue
de 10. Para enraizamiento se emplearon los brotes obtenidos en proliferacién usan-
do seis tratamientos en un disefio completamente al azar con 10 repeticiones; la uni

dad experimental la constituyd un brote por tubo de ensaye; el total de tubos fue
60.

Las variables estudiadas fueron: porcentaje de cultivos asépticos; porcentaje
de apices que formaron callo, brotes con o sin desarrollo; ndmero de brotes por

explante en cada transplante; y porcentaje de enraizamiento.

RESULTADOS Y DISCUSION
Establecimiento

El porcentaje de cultivos asépticos, promedio de los seis medios de cultivo em
pleados, fue 96% lo cual indica que el método de desinfeccidn empleado fue efectivo.
La formacién de brotes o callo a partir de los dpices estuvo influenciada por la
concentracién de sales del medio de cultivo y de los reguladores del crecimiento;

es decir, hubo interaccién entre ambos componentes del medio. De esta forma, la

103



mayor proporcidn de brotes ocurrid en el medio con 100% de concentracién de sales

y 1.5 mg/L de BA (Fiqura 1); estos resultados no coinciden con los obtenidos en un
experimento anterior (Villegas, 1982) al trabajar con dpices de cinco cultivares

en produccidn, donde los mayores porcentajes se obtuvieron en un medio diluido al
50%; sin embargo, permite aclarar lo encontrado por Bould (1970) quien menciona que
la acumulacidn de reservas en una planta juvenil es minima, haciéndose necesario

afadir una mayor cantidad de nutrientes.

La obtencidn de plantas a partir de dpices u otras estructuras es un fendmeno
de gran importante para los viveristas, debido a que sus &rganos constituyen los

medios de propagacidn de diversas especies; sin embargo, Vasil y Vasil (1972) men-

3

cionan que en una misma planta tales 6rganos pueden llegar a tener un comporta-
miento variable, que se refleja en diferencias en cuanto a la formacidn de brotes,
callo o bien 3pices no desarrollados. Ademds, como las yemas dentro de una vareta
tienen diferente posicidn y por tanto, un gradiente fisiolégico, se tiene un factor

mds de variacidén que seria importante cuantificar.

En relacién al efecto de BA, se observa que al aumentar su concentracion' el
porcentaje de dpices que desarrollaron brotes, tendié a incrementarse, tanto en el
‘ medio con 100% de sales como en el diluido al 50%, coincidiendo con lo observado
por Villegas (1982). Por el contrario, la formacién de callo tendié a disminuir
debiéndose probablemente al desarrollo de brotes, que correlativamente inhiben la
formacién de callo. El porcentaje de dpices no desarrollados fue menor al 10% .
(Figura 1), sin presentar una tendencia definida por efecto de la concentracion del

~medio de cultivo o de la citocinina.

Multiplicacidn

En el Cuadro 1, se observa una tendencia a incrementar el nimero de brotes por
explante de 1.2 a 10.0, del primero al cuarto transplante, lo cual podrfa ser con-
secuencia de una mayor aclimatacidén {n vitho que permite tener una mejor respuesta
a proliferacién; esto coincide con lo encontrado por Villegas (1982), al estudiar
cinco cultivares de manzano, y con McCow y Amos (citados por Zimmerman y Broome,
1981), quienes adem3s mencionan que si la aclimatacién no se favorece, la prolife-

racion se reduce, y que los dpices de drboles adultos tardan mds en aclimatarse.

Aunque no todos los cultivares de manzano responden igual, en general, la
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Figura I. Comportamiento de dpices vegetativos del portainjerto de manzanoc MM 106
al establecimiento in vitro. La diferencia a 100%, corresponde a apices
muertos, pero no contaminados.
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Figura 2. Respuesta de brotes del portainjerto MM 106 al enraizamiento in vitro.

105



mayor proliferacidon ocurre en plantas cuyos brotes no presentan alargamiento. Al
respecto, Wareing (1970) menciona que si los brotes son vigorosos se reduce la
proliferacidén; esto se presentd en la presente investigacidn, donde la mayoria de

los brotes (80%) fueron vigorosos y de origen axilar.

Cuadro 1. Promedio del nimero de brotes del portainjerto
MM 106 en cada transplante.

Transplante Ndmero de brotest/
1 1.2 &/
2 3.4 ¢ .
3 6.7 b
4 10.0 a

l/Promedio de 60 observaciones para el primer transplante
2/y L0 en el resto.

Valores con la misma letra no son estadisticamente di-
ferentes (Tukey, a = 0.05).

Enraizamiento

Seglin experiencias anteriores, el empleo de 1 mg/{ de AIB en el medio de cul-
tivo promueve un desarrollo excesivo del callo y defoliacion en los brotes; adem5§,
habfa que transferir los brotes a un medio libre de reguladores del crecimiento.
Para evitar estos problemas, se procedid a emplear concentraciones mas bajas (0.2 y
0.5 mg/£ de AlIB), observandose L40% de enraizamiento en ambos casos (tratamientos

3y 6, Figura 2), pero sin defoliacién de brotes ni desarrollo excesivo de callo.

La inclusién de floroglucinol en el medio de cultivo (tratamientos 1 y 4, Fi-
gura 2) permitié incrementar el enraizamiento a 70 y 80%, respectivamente, obser-
vindose un efecto sinergfstico en la combinacidn auxina-floroglucinol. Estos resul-
tados coinciden con lo informado por Jones y Hatfield (1976), pero difieren con
Zimmerman y Broome (1981), quienes no encontraron una respuesta consistente del
floroglucinol en la estimulacién del enraizamiento, pero consideran benéfica su in-

clusidn en el medio pues limita el desarrollo de callo en la base de los brotes.

La utilizacidn de carbdn activado en el medio de cultivo impidié la formaci6p
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de rafces (tratamientos 2 y 5, Figura 2). Esto puede deberse a que el carbdn ac-
tivado adsorbe las auxinas existentes en el medio reduciendo su nivel a una con-
centracion tal que ya no estimulen la induccién de rafces, lo que obligariaaemplear
dosis de auxinas mids elevadas. Estos resultados coinciden con lo encontrado por
Fridborg y Eriksson (1975), Constantin et af. (1977) y Snir y Erez (1980); ademis,

todos ellos mencionan que el carbdn activado adsorbe algunos componentes del medio.

CONCLUS IONES

1. El método de desinfeccion empleado en la fase de establecimiento de la propaga-

cion 4{n vitho permitid obtener un promedio de 96% de cultivos asépticos.

2. Al emplear el medio MS con 100% de sales minerales, adicionando 1.5 mg/f de ben-
ciladenina, se obtuvo el 50% de brotes formados a partir de yemas, durante
la fase de establecimiento.

3. A medida que los brotes se transplantaron sucesivamente de una a cuatro veces,

el nidmero de brotes por explante se incrementd de 1.2 a 10.0.

L. En el enraizamiento, al emplear auxina sola se obtuvo 40% de enraizamiento; cuan

do se adiciond floroglucinol (162 mg/f) se obtuvo 80%.

5. El utilizar 1.0 g/£ de carbén activado en el medio de enraizamiento complementa-

do con auxina, no hubo respuesta en el enraizamiento del portainjerto MM 106.

6. Es posible obtener plantas del portainjerto de manzano MM 106, a partir de yemas
cultivadas n vitho, con una alta eficiencia.
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