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MICROPROPAGACION DE CIRUELO MIROBOLANO (Prunus cerasifera L.)

Angel Villegas Monter y Facundo Barrientos Pérez!

RESUMEN

El ciruelo Mirobolano [Paunus cerasifera L.) es tolerante a suelos pesados y
a pudricién de la corona causada por Phytophthonra cactfornum (Leb. y Cohn) Schroet.,
por lo que es una buena alternativa para utilizarlo como portainjerto de ciruelos
europeos y japoneses. Apices de yemas axilares subapicales de brotes en creci-
miento activo fueron incubadas para establecimiento en un medio de cultivo que
contenia las sales minerales de Murashige y Skoog (MS) al 100%; para prolifera-
cién y enraizamiento se utilizdé el medio MS al 50% complementado con 100 mg/f de
mioinositol, 1 mg/f de tiamina-HC1, 0.3 a 1.0 mg/Z de &cido indolbutirico (AIB);
1 mg/£ de benciladenina (BA); 162 mg/f de floroglucinol y 30 g/£ de sacarosa; el
pH se ajustd a 5.5 antes de agregar 5 g/f de agar.

Después de seis semanas en cultivo se obtuvo un promedio de 20 brotes por &-
pice que al ser transplantados produjeron un promedio de 12.7 brotes/explante en
cuatro semanas. Para enraizamiento la utilizacidén de 1 mg/£ de AIB mas floroglu-
cinol por seis dias permitid obtener 100% de enraizamiento. Al transferir las
plantas a suelo se logrd un establecimiento del 95%.

SUMMARY

The Myrobolan plum (Prunus cerasifera L.) is tolerant to clay soils and
collar rot {Phytovhthora cactorum (Leb. y Cohn) Schroet.} and it is a good alter-
native to be used as rootstock of japanese and european plums. Shoot tips of
axillary buds obtained from shoots in active growth were cultured for establish-
ment in a Murashige and Skoog (MS) complete (100%) medium. For proliferation
and rooting, a MS medium at 50% strength was suplemented with 100 mg/£ of mycino-
sitol, 1 mg/f of thiamine-HC1, 0.3 to 1.0 mg/f of indolbutyric acid (IBA), 1 ma/f
of benzyladenine (BA), 162 mg/f of phloroglucinol and 30 g/f of sucrose; pH was
adjusted to 5.5 before adding 5 g/f of agar.

An average of 20 shoots per bud were obtained after six weeks in culture.
Each explant produced an average of 12,7 shoots after transplanting. In the
rooting phase, the addition of 1BA at 1 mg/f plus phloroglucinol during six days
yielded 100% rooting. Plants survival was 95% when they were transplanted to
sotl.
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INTRODUCC | ON

En frutales, el desarrollo de sistemas de produccidn en los que se emplean
altas densidades de arboles requiere gran cantidad de portainjertos (1), por lo
que es necesario implementar metodologias que permitan obtener numeroso material
vegetativo, en el menor tiempo posible. Una posibilidad es el cultivo de tejidos,
el que ha permitido propagar gran nimero de especies anuales y bianuales (7); sin
embargo, cuando esta técnica se ha utilizado para propa;ar especies lefiosas, se
presentan serios problemas, sobre todo en las fases de enraizamiento y estableci-

miento {transplante a suelo).

Algunos investigadores mencionan que la utilizacidn de compuestos fendlicos
en el medio de cultivo, promueve la formacién de raices (4,5); sin embargo, otros
presentan resultados contradictorios o poco consistentes entre experimentos (11).
La temperatura también influye en el enraizamiento; as7, Hammerschlag (3) obtuvo
mayor porcentaje de enraizamiento cuando empled 26°C que con 21°C, creciendo bro-
tes de ciruelo Mirobolano en obscuridad; Rosati et af. (9) lograron un enraiza-

miento mayor a 26°C que a 15°C en el ciruelo cv.'Calita',

El ciruelo Mirobolano es uno de los portainjertos mas empleados en Estados
Unidos para injertar cultivares de ciruelos europeos y japoneses, debido a que se
adapta a suelos pesados, con excesos de humedad y es resistente a la pudricién de
la corona (3). A pesar de eso. se considera que existen pocos trabajos sobre la
micropropagacién de este portainjerto (2,3) y en México no se conocen resultados

publicados al respecto.

Con base en lo anterior, se realizd un estudio cuyos objetivos fueron deter-
minar las condiciones del medio de cultivo méds apropiadas para micronropagar al
ciruelo Mirobolano; evaluar la respuesta {n vitno de brotes etiolados y no etio-
lados en la formacion de rafces, y determinar el lapso que deben permanecer los
brotes en un medio que contenga auxina mas floroglucinol para obtener un enraiza

miento mayor.

MATERIALES Y METODOS
La presente investigacidn se llevd a cabo en el Laboratoriode Cultivo de Te-
jidos del Centro de Fruticultura del Colegio de Postgraduados, en Chapingo, Edo.

de México.

Para la fase de establecimiento 4{n vitho, se utilizaron dpices de yemas axi-

lares subapicales de brotes en crecimiento activo de ciruelo Mirobolano, para lo
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cual se cortaron puntas de 10 cm de largo a las que se eliminaron las hojas y se
colocaron en bolsas de polietileno con agua destilada. En el laboratorio, los bro
tes fueron lavados con agua y se cortaron en fracciones que contenian una yema

(1 cm aproximadamente). Las fracciones fueron desinfectadas durante tres minutos
en alcohol al 70%; posteriormente, se enjuagaron tres veces con agua destilada es-

terilizada.

De cada yema se extrajeron &pices de 0.8 a 1 mm de longitud, los que se colo-
caron en tubos de ensaye de 25 x 120 mm que contenian 10 m{ de medio de cultivo:
estos apices crecieron en un cuarto de incubacidén con fotoperiodo de 16 horas vy
temperatura de 16 + 1°C. A las seis semanas los brotes obtenidos a partir de los
apices, fueron transplantados a un medio fresco: los transplantes posteriores
(tres) se realizaron sucesivamente cada cuatro semanas, empledndose para enraiza-
miento aquellos brotes que presentaban de 2 a 3 cm, fueran verdes o etiolados

(brotes que crecieron en ausencia de luz que no presentaban pigmentacidn verde).

El medio de cultivo empleado fue el de Murashige y Skoog (7), al 100% para es-
tablecimiento y al 50% para proliferacién y enraizamiento, complementado con: 100
mg/{ de mioniositol, 1 mg/L de tiamina-HC1, 0.3 & 1.0 mg/{ de acido indolbutirico
(AIB), 1 mg/{ de benciladenina (BA), 162 mg/{ de floroglucinol, 30 g/f de sacaro-

sa y 5 g/ de agar; el pH se ajusté a 5.5 antes de agregar el agar.

El arreqglo experimental empleado fue completamente al azar con 10 repeticio-
nes para el establecimiento y 10 para cada transplante; la unidad estuvo consti-
tuida por un Apice o un brote. A las 72 horas se evalud la contaminacion; poste-
riormente, se realizaron observaciones cada 8 dias y a las cuatro semanas se cuan

tifico la brotacion de apices, y en los transplantes el nimero de brotes/explante.

En la fase de enraizamiento, se compararon cuatro tratamientos que fueron: 1)
Brotes verdes; 2) Brotes etiolados (que crecieron en ausencia de luz), €stos fue-
ron colocados en un medio que contenfa 1 mg/f de AIB para enraizamiento. Poste-
riormente, en brotes verdes se evalud el efecto de: 3) Permanencia contfinua de
los brotes en un medio de cultivo que contenfa auxinas mis floroglucinol, y 4)
Permanencia de los brotes por seis dfas en un medio con auxina mas floroglucinol,
para posteriormente transferirlos a un medio sin reguladores del crecimiento por
tres semanas. El arreglo experimental fue completamente al azar con 20 repeti-
ciones en los dos primeros casos y 10 en el tercero y cuarto. La unidad experi-

mental estuvo constituida por un brote 4n vitro. A las cuatro semanas de inicia-

dos los tratamientos se evalud el porcentaje de enraizamiento, y el nimero vy
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tamano de rafices.

RESULTADOS Y DISCUSION
El porcentaje de contaminacion durante el establecimiento de los brotes, fue
bajo (3 a 5%), por lo que se considera que el método de desinfeccidn empleado fue
efectivo; ademds indica que el uso de brotes de crecimiento activo, con poco tiem
po de exposicién a las condiciones ambientales (4 a 6 semanas) acumulan pocos con

taminantes y pueden ser facilmente desinfectados.

A las 6 semanas de establecidos los apices, se obtuvo un promedio de 20 bro-
tes por apice sembrado, logrdndose un maximo de 30 y un minimo de thk brotes/explan
te; estos valores,en general, coinciden con lo publicado para el ciruelo cv. 'Cali

ta' (9), donde se obtuvieron de 10 a 20 brotes/yema.

Al transplantar los brotes de ciruelo cada 4 semanas, durante 3 veces, se lo-
grd un promedio de 13 brotes/explante. con un maximo de 18 y un minimo de 9; sin
embargo, con frecuencia Jos explantes presentaron de 10 a 12 brotes (Figura 1).
Al respecto, Hammerschlag (3) obtuvo un promedio de 10 brotes/explantes, en e!

mismo portainjerto.

Los resultados indican que en la fase de multiplicacidn (transplantes) disminu-
yo el namero ce brotes por Apice, respecto al producide durante la fase de estable
cimiento (13 vs 20, respectivamente). Esto pudo deberse a que en el establecimien
to no existid alargamiento de los brotes (todos fueron de 5 mm aproximadamente)
no existiendo dominacia apical entre ellos: mientras que en los transplantes, debi
do a que se desarrollaron brotes de 2 a 3 c¢m, el ndmero obtenido por explante fue
m&s reducido, sugieriendo que al existir alargamiento se inhibe el desarrollo de
yemas adventicias y axilares limitadndose la proliferacion. Por otra parte, Lane
{6) menciona que el crecimiento y el nimero de brotes es influenciado por la con-
centracion de BA, pues concentraciones altas de BA (10 uM) estimulan la prolife-
racién de brotes axilares en Sp{tea bumafda y Prunus cistelna. Ademds, observd
que en algunos casos (5%) se presentd formacidén de rafces en los brotes cuando se

encontraban en proliferacion.

En lo que se refiere a la fase de enraizamiento,en los tratamientos 1 y 2 se
obtuvo el mismo porcentaje de brotes con rafz (85%), pero se observé que en prome
dio, el nidmero y tamaiio de raices de los brotes etiolados fueron menores gue en
los brotes verdes (Cuadro 1), lo que sugiere que la presencia de hojas verdes es-

timula el enraizamiento, o bien, que los brotes verdes poseen mayor cantidad de
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NUMERO DE BROTES POR INOCULO

PORCENTAJE DE ENRAIZAMIENTO

20 =

16 -

14 =
12 -

10 -

6 =
4 -

2 -
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€ © 4 4 1 3 3
FRECUENCIA DE INOCULQS

I. Numero de brofes por explante y frecuencia de los mismos en cirueto
Mirobolang,

[[] & oias N Auxinas Y FLOROGLUCINOL

EN FORMA CONTINUA

TIEMPO (SEMANAS)

Figura 2. Enraizamiento en brotes de ciruelo Mirobolano expuestos por 6 dias,

y en forma continua, a un medio con auxinas y florogiucinol.
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Cuadro 1. Ndmero y tamafio de raices en brotes verdes y etiolados de ciruelo Miro

bolano.
Brotes etiolados Brotes verdes
Repeticidn Nimero de Tamafo de Ndmero de Tamafio de
raices raices (cm) raices rafces {(cm)

1 - - - -3

2 1 3% L 5

3 1 3 2 3%

N 1 3 ES 2 3 et

5 2 2% - -

6 2 2.5% 3 5

7 1 3 4 3

8 - _ - -

9 1 4 1 5% 7
10 1 2 1 4
11 1 1.5% 6 4
12 3 1.5 2 2
13 1 3 2 Y
14 2 25 5 2
15 2 3= 2 5
16 1 2% 1 G
17 5 b b 5
18 1 1+ 5 3
19 1 1 %3 2 3
20 - - 3 £
X 1.3 2.1 2.4 3.3

% Presentaron danos en el dpice
** Con rafces laterales

energia disponible para ese proceso. Ademas, el 45% de los brotes etiolados pre-
sentd dafio en el 4pice debido probablemente a una mayor sersibilidad del tejido a
la dosis de auxina exdgena empleada (1 mg/f); efectos similares se han observado
en brotes de manzano expuestos en forma continua a la accién de las auxinas (10).
En consecuencia, es recomendable que cuando se utilicen brotes etiolados el nivel

de auxina empleado debe ser menor que cuando se emplean brotes verdes.

Cuando se utilizd AIB mas floroglucinol en el medio de cultivo, en forma per-
manente (tratamiento 3) o por sélo 6 dfas (tratamiento 4), se elevd el porcentaje
de enraizamiento a 100% (ﬁigura 2), indicando que el floroglucinol favorece el en
raizamiento de ciruelo. Esto coincide con lo observado en manzano por Jones (5),
quien menciona que los compuestos fendlicos funcionan como cofactores de enraiza-

miento. Aunque en general el floroglucinol estimuld el enraizamiento de los
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brotes, cuando éstos permanecieron en forma continua el nimero y tamaio de raices
fue menor que cuando fueron transferidos a un medio sin reguladores del crecimien-
to (Cuadro 2), lo que indica que las auxinas inducen la formacién de rafces pero
inhiben su crecimiento. En relacién a la velocidad de enraizamiento (Figura 2),
se observé que en el tratamiento 3 a las dos semanas se presentd el 60%, a las
tres semanas 80% y en cuatro 100% de enraizamiento, mientras que en el tratamiento
4, se requirieron ocho semanas para lograr el 100% pero las raices eran de menos
de 2 cm. Esto coincide con lo encontrado por James y Thurbon (4) quienes mencio-
nan que la presencia continua de AIB mds floroglucinol en el medio de cultivo, pue
de limitar el desarrollo posterior de rafces en brotes de manzano, por la continua
division celular que origina la formacidn del callo; sin embargo, cuando los bro-
tes fueron transferidos después de cuatro dias a un medio sin reguladores del cre-

cimiento, se mostrd un efecto sinergistico, incrementando el nimero de rafces.

Cuadro 2. NGmero v tamafo de raifces por brotes de ciruelo Mirobolanc en dos tiem-
pos de permanencia en un medio con auxinas mas floroglucinel.

Seis dias Permanente
Repeticidn Nimero de Tamafio de Namero de Tamano de
rafces raices (cm) rafces raices (cm)
1 3 3 2 0.5
2 3 4 2 ]
3 4 4 b 1.5
b 5 5 2 1.5
5 4 4 2 1
6 6 5 3 1
7 3 5 2 2
8 2 5 3 Z
9 3 5 3 1
10 7 3 2 2
X 4.0 4.3 2.5 1.3

Finalmente, cuando los brotes enraizados que se obtuvieron en los tratamien-
tos 1, 2, 3 y b4, fueron transplantados a tierra, se logrd establecer el 95% de
los mismos. Como se indicS, estos brotes inicialmente tenfan diferente ndmero y
tamafio de rafces, por lo que se deduce que tales caracteristicas no fueron deter-

minantes para el transplante final.
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CONCLUSIONES

1. El ndmero de brotes por explante es mayor en brotes pequefios que en gran-
des.

2. El ndmero y tamano de raices de brotes etiolados es menor que en brotes
verdes; ademds, en los primeros se presentan dafos en el apice.

3. Lla exposicidén de brotes por seis dias a un medio con AIB mas florogluci-
nol y luego colocarlos a un medio sin reguladores del crecimiento, permite que el
crecimiento de rafces sea mds acelerado que cuando permanecen en forma contfinua.

L. El ndmero y tamafio de raices de los brotes de ciruelo Mirobolano no es de

terminante en el establecimiento a tierra.
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