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Enraizamiento in vitro de los
portainjertos de ciruelo Mariana GF 8/1,
Mirabolano B y San Julian GF 655/2

Arena, M.E., O.H. Casoy P.E. Perelman

RESUMEN

Se estudié la slongacién y el enraizamiento in vitro de los brotes de los portain-
jertos de ciruelo Mariana GF 8/1, Mirabolano B y San Julian GF €655/2.

El subcultivo de los brotes de 1,5 a 2 cm de iongitud en un medio de alargamien-
to compuesto por las sales de Murashige & Skoog (MS), la composicién organi-
cade de Fossard et al. (DF), 0,5 mg/l de GA,, 0,2 mg/l de BAy 0,01 mg/l de ANA,
permitié obtener como minimo un 60% de brotes con buena calidad para ser en-
raizados, después de 21 dias en Mirabolano B y San Julidn GF 655/2 y de 42 dias
en Mariana GF 8/1.

El medio de cultivo con la composicién orgéanica de MS modificada y 1 mg/l de
IBA favorecié el enraizamiento del 100% de los brotes a los 12 y 16 dias de ini-
ciado dicho proceso en San Julidn GF 655/2 y Mariana GF 8/1 respectivamente.
Al mismo tiempo permitié la formacién de sistemas radicales con un nimero acep-
table de raices por brote y mayor longitud total de los mismos. En Mirabolano B
se obtuvo un 45% de enraizamiento, con 3 raices primarias y la mayor longitud
de las raices cuando en el medio de cultivo se incluyé la composicién organica
de DF modificada junto con 1 mg/l de IBA
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SUMMARY

Shoot elongation and in vitro rooting of the plum rootstocks Mariana GF 8/1, M-
rabolano B and San Julian GF 655/2 were studied.

The subculture of the shoots of 1.5 to 2 cm long on an slongation medium with
Murashige & Skoog (MS) salts, the organic composition of de Fossard st al. (DF),
0.5 mg/l GA,, 0.2 mg/l BA and 0.01 mg/l ANA, allowed to obtain at least 60% of
shoots with good quality for rooting after 21 days in Mirabolano B and San Julian
GF 655/2 while in Mariana GF 8/1 42 days were needed.

The culture medium with modified MS organic composition and 1 mg/l IBA induced
100% of rooted shoots after 12 and 16 days in San Julian GF 655/2 and Mariana GF
8/1 respectively. At the same time, root systems with an acceptable number of roots

Fecha de recepcién: 14/9/93; fecha de aceptacion: 7/12/94.



62

AGRISCIENTIA

per shoot and the highest total length of the roots were obtained. In Mirabolano B,
45% of rooted shoots with 3 primary roots and the highest length of the roots were
obtained with the modified DF organic composition and 1 mg/l IBA.
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INTRODUCCION

El enraizamiento de los brotes es un paso critico
en la propagacion por cultivo in vitro para numero-
sas plantas lefiosas (Wang, 1991). Es por ello que
si bien en numerosas publicaciones sobre la micro-
propagacién de arboles frutales se dieron a cono-
cer protocolos sobre el enraizamiento in vitro, aln
hay algunas dificultades en la practica, las cuales
disminuyen la eficiencia y utilidad de la micropropa-
gacion (Orlikowska, 1992). La obtencion de brotes
de buena calidad para enraizar asi como brotes con
un adecuado sistema radical aseguran el éxito de
la micropropagacioén y posterior adaptacion de {as
plantas a las nuevas condiciones ambientales.

E! empleo de los portainjertos San Julian GF
655/2, Mirabolano B y Mariana GF 8/1, ofrece una
alternativa viable al cultivo del duraznero (al utilizar
como pie al clon San Julian GF 655/2) y del ciruelo
injertado sobre cualquiera de los tres portainjertos,
en suelos pesados, con problemas de asfixia radi-
cal. Su micropropagacion tiene como finalidad ob-
tener plantas de origen certificado y sanidad con-
trolada para la ejecucion de posteriores ensayos de
comportamiento en el campo (Arena y Caso, 1992).

El objetivo de este trabajo es estudiar la elonga-
cion de los brotes de los portainjertos de Prunusy
comparar el efecto de diferentes composiciones or-
ganicas con y sin el agregado de acido indol-3-bu-
tinco (IBA) sobre el enraizamiento de los mismos.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal y
preparacion de los explantos

Los brotes de los portainjertos Prunus munso-
niana Wight et Hedr x Prunus cerasifera Ehrh Maria-
na GF 8/1, Prunus cerasifera Ehrh Mirabolano By
Prunus insititia L. San Julian GF 655/2, se obtuvieron
segun la metodologia descripta en un trabajo ante-
rior (Arena y Caso, 1992), luego de 10 meses de
cultivo in vitro, con subcultivos cada tres semanas.

Para el alargamiento, se emplearon brotes axila-
resde 1a 1,5 (Grupo A)y de 1,5 a2 cm (Grupo B)
de longitud, producidos durante la etapa de multi-
plicacion. Al momento de iniciar el alargamiento de
los brotes, se cortaron 2-3 mm de las bases de los
tallos asi como también las hojas basales.

Para el enraizamiento se utilizaron brotes con una
longitud minima de 2 cm, con sus entrenudos alar-
gados y sus hojas expandidas. Los brotes que pre-
sentaban estas caracteristicas se consideraron con
calidad enraizable.

Medlos y condiciones de cultivo

Los brotes se cultivaron en un medio de alarga-
miento de entrenudos compuesto por la solucién sa-
lina de Murashige & Skoog (1962), mientras que la
composicién orgénica usada fue la de de Fossard
etal. (1974) Se agregaron los siguientes regulado-
res del crecimiento segin Zuccherelli (1979): acido
giberélico (GA,) 0,5 mg/l; 6-benciladenina (BA) 0,2
mg/l y acido naftalénacético (ANA) 0,01 mg/l. Ade-
mas el medio de cultivo fue suplementado con
30.000 mg/l de sacarosa y 8.000 mg/! de agar.

Para el enraizamiento se emple6 la solucién sali-
na de Murashige & Skoog, con los macronutrientes
reducidos a la mitad. Se probaron dos composicio-
nes orgénicas: la del medio citado, modificada con
0,4 mg/l de tiamina —MS—y la de de Fossard et al.
—DF—, modificada con 0,37 mg/i de riboflavina, pa-
ra Jo cual se tuvieron en cuenta los resultados obte-
nidos por Drew et al. (1991). Ademas se ensayaron
dos concentraciones de IBA: 0,0y 1,0 mg/l. A todos
los medios se les agregé (mg/l): GA,, 0,1; sacarosa,
30.000 y agar, 8.000.

Tanto para el alargamiento como para el enraiza-
miento se distribuyeron 50 mi de medio en frascos
de 350 ml, colocandose 5 brotes por frasco para el
alargamiento y 4 brotes por frasco para el enraiza-
miento. El pH de los medios se ajustd a 5,75 + 0,02
con KOH 1 Ny su esterilizacién se llevéd a cabo en
autoclave durante 20 min a 1013 mb de presién. Las
condiciones de cultivo fueron de 24 + 1°C de tem-
peratura, con un fotoperiodo de 16 hs de luz sumi-
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nistrado por tubos fluorescentes de luz blanca frla
con una radiacion fotosintéticamente activa (PAR)
de 57 umol m2s™!,

Evaluaciones y andlisis estadistico

Luego de 21 dias de iniciado el periodo de alar-
gamiento se evaluaron las siguientes caracteristi-
cas: variacion de la longitud de los brotes y % de
brotes = 2 cm de longitud.

Para el enraizamiento quedé disefiado un ensa-
yo con tres factores (composicion organica, concen-
tracion de IBA y portainjerto), con 5 frascos por tra-
tamiento. A los 28 dias de iniciado el periodo de
enraizamiento se evaluaron: porcentaje de enraiza-
miento, nimero de raices primarias (N), longitud pro-
medio (L) y longitud total (LT) de las mismas por bro-
te enraizado. Ademés durante el enraizamiento se
evaluaron los porcentajes de enraizamiento parcia-
les cada 4 dias. Los datos de los porcentajes de en-
raizamiento se analizaron considerando los tres fac-
tores mencionados a través de! Andlisis de la
Varianza, mediante la Prueba de Fisher, mientras
que para el andlisis de N, L y LT se consideré como
Unico factor al tratamiento.

Tanto para el alargamiento como para el enraiza-
miento las experiencias fueron repetidas dos veces.

RESULTADOS Y DISCUSION

Alargamiento de los brotes

Luego de 21 dias de iniciado el alargamiento de
los brotes, ia totalidad de estos correspondientes al
Grupo A del clon Mariana GF 8/1, no alcanzo los 2
cm establecidos para poder ser enraizados. Sélo el
30% de los brotes del Grupo B alcanz6 una longitud
igual o mayor que 2 cm (Tabla 1). Por tal motivo, se
decidié continuar con el tiempo de alargamiento de
éstos por un nuevo periodo de 21 dias en el mismo
medio fresco. Asi al cabo de dicho periodo, el 24%
de los brotes del Grupo A alcanzé el tamario enrai-
zable, mientras que el 100% de aquellos con una
longitud inicial mayor (Grupo B), alcanzé dicho ta-
manfio. En el clon Mirabolano B, un periodo de alar-
gamiento de 21 dias en el medio de cultivo proba-
do, fue suficiente para la obtencién de un 65% como
minimo de brotes con calidad enraizable. En el clon
San Jullan GF 655/2, al cabo de 21 dias del periodo
de alargamiento, el 25% de los brotes del Grupo A
alcanz6 el tamario enraizable, mientras que en aque-
llos del grupo B, el 60% alcanzé dicho tamario.

Puede observarse que mientras en Mariana GF
8/1 el incremento en longitud fue simifar en los dos

Tabla 1. Variacién de la longitud de los brotes y por-
centaje de brotes = 2 cm de longitud obtenidos al fi-
nal del periodo de alargamiento.

Long. de los brotes al inicio del alargamiento

Grupo A Grupo B
tatl5cm 15a2cm
Clones

Variacion Brotesz  Variacién  Brotes 2

long(%) 2cm(%) long(%) 2cm(%)
Mariana - 0 - 30
GF 8/t 4117 24* 43,40* 100*
Mirabolano B 66,92 65 53,19 96
San Julian 50,00 25 19,77 60
GF 655/2

* Datos obtenidos a los 42 dias.

rangos de tamaiio inicial al cabo de los 42 dias de
alargamiento, en Mirabolano B y San Julian GF 655/2
los brotes del Grupo A tuvieron un incremento mayor
de su longitud con respecto a los del Grupo B. A pe-
sar de ello, los brotes del Grupo B alcanzaron en ma-
yor porcentaje el tamario enraizable con respecto a
aquellos inicialmente mas cortos, en los tres clones.

La aparicién de necrosis en los apices sélo se cb-
servé en unos pocos brotes durante su elongacion,
posiblemente debido a la presencia de citocininas
(BA) en el medio de cultivo, tal como ha sido obser-
vado en el cultivo in vitro de Castanea spp. (Vieitez
Martin et al., 1987), Prunus avium(Druart et al., cita-
do por Vieitez Martin et al., 1987) y en el enraiza-
miento de Malus domestica (Kataeva et al., 1991).
La aparicién de necrosis apical en los brotes fue im-
portante cuando en ensayos preliminares no se adi-
ciono BA en el medio de alargamiento.

La obtencién de brotes con sus entrenudos alar-
gados, laminas foliares expandidas y sin necrosis
en sus apices en la etapa de alargamiento es muy
importante, ya que si éstos son demasiados cortos
y sus laminas fohares pequefias y arrosetadas, no
enraizan o bien lo hacen con dificultad y de mane-
ra discontinua {Zuccherelli, 1979).

Enraizamiento de los brotes

La composicién organica, la concentracién de
IBA y el portainjerto afectaron significativamente el
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porcentaje de enraizamiento final de los brotes (Ta-
bla 2). El porcentaje de enraizamiento final obteni-
do con la compaosicion organica de MS fue signifi-
cativamente superior con respecto al obtenido con
la composicion organica de DF. El agregado de 1
mg/l de IBA aument¢ significativamente el porcen-
taje de enraizamiento con respecto a la ausencia de
dicho regulador del crecimiento. Por otra parte, en
los clones San Julian GF 655/2 y Mariana GF 8/1 los
porcentajes de enraizamiento obtenidos fueron sig-

nificativamente superiores con respecto a los obte-
nidos en Mirabolano B. Las interacciones entre los
factores no fueron significativos a los 28 dias.

Al analizar el efecto de la composicioén organica,
la concentracién de IBA y el clon sobre los porcen-
tajes de enraizamiento parciales, se encontraron in-
teracciones significativas particularmente entre com-
posicién orgénica y clon (Tabla 2), lo cual estaria
indicando que el efecto de la composicién organi-
ca depende del clon.

Tabla 2. Efecto de la composicion orgénica, de la concentracién de IBA y del clon sobre el porcentaje de

enraizamiento.
ENRAIZAMIENTO (%)
Dias de enraizamiento
Comp. IBA
Clones
org. mg/l 8 12 16 20 24 23
Mariana GF 8/1
DF 0 0 0 0 5 25 45
DF 1 10 40 65 70 80 85
MS 0 10 40 45 45 50 55
MS 1 5 85 100 100 100 100
Mirabolano B
DF 0 0 0 0 5 5 5
DF 1 15 25 25 30 45 45
MS 0 0 0 0 0 0 0
MS 1 25 35 40 40 45 50
San Julian
GF 655/2 DF 0 0 10 20 20 30 40
DF 1 40 80 90 90 90 90
MS 0 10 60 60 70 70 70
MS 1 60 100 100 100 100 100
Efectos principales:
Composicién orgéanica * b * b b *
Concentracion de IBA i > b - ** e
Clon ok 2] ok wu *x K
Interacciones:
Comp org x IBA ns ns ns ns ns ns
Comp org x Clon ns i v * * ns
IBA x Clon b ns ns ns ns ns
Comp org x IBA x Clon b . * * ns ns

* W

ns, *, **, diferencias no significativas, significativas al nivel de confianza del 95% y 99%, respectivamente.
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Tabla 3. Nimero de raices primarias (N), longitud promedio (L) y longitud total (LT) de las mismas por bro-
te enraizado, luego de 28 dias de iniciado el periodo de enraizamiento.

N L (cm) LT (cm)
Comp. IBA

Org. (mg/1)

Mariana GF 8/1
DF 0 225 + 031'a 1,63 £ 0,13c 393 + 0,75b
DF 1 3,05 + 0,92ab 3,23 + 0,38b 8,74 + 175a
MS 0 2,35 + 0,45b 468 + 094a 10,82 + 2,59a
MS 1 465 + 0,63a 2,20 + 0,22bc 9,30 + 10ta

Mirabolano B
DF 0 1,00 + 0,002 2,20 + 0,002 1,00 + 0,002
DF 1 3,00 + 0,60a 268 + 020a 775 = 188a
MS 0 - - -
MS 1 238 + 0,452 1,14 + 0,18Db 273 £ 061b

San Julian GF 655/2

DF 0 1,33 =+ 0,33b 235 £ 042a 298 =+ 054c
DF 1 280 = 0,33a 326 = 051a 7,07 + 066D
MS 0 1,25 + 0,25Db 525 + 147a 568 + 1,16bc
MS 1 280 + 0,46a 480 £ 042a 12,15 = 1343

1 Promedio + ES. Letras distintas entre los tratamientos de un mismo clon indican diferencias significati-
vas al nivel de conflanza del 95%, de acuerdo con la Prueba de Duncan.

2. Datos no introducidos en el anahisis por nimero reducido de repeticiones.

Las diferencias observadas en el enraizamiento
entre MS y DF con o sin el agregado de IBA, pedrian
deberse no solo a la diferente composicién orgéani-
ca sino también a fa probable accion fotooxidante
que la riboflavina podria ejercer tanto sobre los nive-
les de auxina enddgenos como sobre la auxina agre-
gada. Es sabido que la nboflavina sensibiliza |a fo-
tooxidacion in vitro de un nimero de compuestos
tales como éacido indol-3-acético (AlA) e IBA (Gals-
ton, 1949), ANA (Gortner and Kent, 1953) entre otros
Sin embargo los niveles de IBA remanentes luege de
su probable fotooxidaxién parcial por accion de lari-
boflavina serian suficientes como para estimular los
altos porcentajes de enraizamiento observados en
San Julian GF 655/2 y en Mariana GF 8/1. Estos re-
sultados concuerdan con los reportados por Miller et
al. (1982) gquienes encontraron que la riboflavina pre-
sente en las vitaminas de Staba (Staba, 1969) junta-
mente con ANA, inhibia el enraizamiento del portain-
jerto de duraznero “Nemaguard”. Probablemente la

oxidacién rapida del ANA exégeno impidio el tiem-
po suficiente de exposicién a dicha auxina para la
iniciacion de las raices (Drew et al., 1991).

Las diferencias en el porcentaje de enraizamien-
to particularmente entre los clones Mariana GF 8/1y
San Juhan GF 655/2 con respecto a Mirabolano B, po-
drian sugerir que probablemente sean distintas las
concentraciones hormonales enddgenas (relactdn ci-
tocininas/auxinas) en estos portainjertos, hecho que
posiblemente provocaria respuestas diferenciales en-
tre los clones ante similares composiciones de los
medios de cultivo.

Los porcentajes de enraizamiento obtenidos con
la composicion organica de MS en San Jultan GF
655/2 fueron similares a los descriptos por Rosati e
Marino (1979), mientras que en Mirabolano B coin-
cidieron con los reportados por Hammerschlag
(1982) para el clon Mirabolane. En el portainjerto Ma-
riana GF 8/1, Monsion et Dunez (1971) obtuvieron
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porcentajes de enraizamiento de alrededor del 77%
cuando utilizaron el mismo medio de cultivo, aunque
adicionado con AlA y cinetina.

El agregado de 1 mg/l de IBA favoreci¢ la forma-
cion de un mayor nimero de raices por brote enrai-
zado tanto con MScomo con DF, con respecto ala
ausencia de dicho regulador (Tabla 3). A su vez, las
raices que crecieron con IBA y con MS fueron mas
cortas, o a lo sumo similares con respecto a aque-
llas que lo hicieron sin regulador del crecimiento. Sin
embargo, con DF la longitud de las raices aumenté
cuando al medio de cultivo se le agregd 1 mg/l de
IBA, aunque sélo dicho incremento fue significativo
en Marnana GF 8/1. Es posible que al adicionar IBA
juntamente con nboftavina e iIncubar al medio de cul-
tivo en la luz, la auxina sea efectivamente removida
y las raices resultantes comparativamente mas lar-
gas (Gorst et al., 1983).

En Mirabolano B, la composicion organica de DF
juntamente con IBA (Figura 1) permitié la obtencion
de raices mas largas y la mayor longttud total de las
mismas que con MS y el agregado de IBA. Por otro

lado, el nUmero de raices fue similar con ambas com-
posiciones organicas al comparar medios con igua-
les concentraciones de IBA, en los tres portainjertos.

No se observé la presencia de callo en las bases
de los brotes en ninguna de las combinaciones pro-
badas. Esto es un hecho positivo para la funcionali-
dad del sistema radical dado que la continuidad de
los vasos entre la raiz y el brote contribuye para tal
fin (Filiti et al., 1987).
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