Enraizamiento in vitro del Portainjerto Colt!

ABSTRACT

The rooting effects of: a} different auxins, concentrations
and exposure periods: b) supporting systems; ¢) dark treat-
ment; and d) duration of rooting stage were evaluated, Shoots
of the sixth and seventh subculture in virro were used. Indo-
febutyric acid (1BA), indoleacetic acid (EAA) and naphthale-
neacetic acid (NAA) sllowed to achieve 90-100% of roated
shoots. Even when seven days of exposure to NAA, followed
by the culture on a free auxin medium, resulted in the best
radical system, it was also possible to obtain good rooting
by means of permanent exposure to (.5 mg 1™ of NAA,
since neither root nor shoot growth was inhibited. Agar at
four or seven g I™' proved to be better than liquid media or
those with vermiculite. Darkness induced less root growth
with abundant proliferation of callus. Extending the rooting
stage from 26 to 34 and 42 days asugmented root length,
without showing visible increase in the zmount of callus.
One thousand plants, produced zceording to the ouwtcome
of this work, could be successfully acelimatized. They iad
a survival higher than 95% under polyethylene tunnel with-
out mist,

INTRODUCCION

olt es un portainjerto semiestdndar para cerezo
y guindo, con resistencia al cancro bacteriano
i algo mayor que el F 12/1

Por su origen hibrido {(Prunus aviem % Prunus
pseudocerasus), se hace necesariz la propagacion agé-
mica. La micropropagacién ha sido estudiada por
Wilkins vy Dodds (10) y por Ochatt y Caso {6). Los
dos primeros autores cbservaron un escaso crecimien-
to de los vdstagos cuando el enraizamisnto in vitro se
producia en presencia de medios ricos en auxinas,
mientras que en medios ricos en citocininas se obte-
nfa un vigoroso enraizamiento luego de seis a diez
semanas. Ochatt y Caso (6) consideraron conflictivos
estos resultados, sefialando que los brotes continuan
su crecimiento aun en el medio de enraizamiento con
auxina No obstante ellos tuvieron que usar la laborio-

1 Recibide para publicacion el 2} de octubre de 1988

*  Citedra Fruticultura-Facultad de Ciencias Agrarias-
Universidad Nacional de Cuvo.

** Gerente 1éenico-GARBI Bioteenologia

C Arjona*, E Welkerling de Tacchini® G A Rosell**

COMPENDIO

A partir de brotes provenientes del sexto y séptimo sub-
cultivo in vitro del portainjerto Colt, se analizaron los efectos
sobre ¢l enraizamiento de los siguientes factores: a) diferentes
auxinas, concentracionss y tiempos de exposicidn; b) siste
mas de soporte; ¢) exposicion a 1a oscuridad y d) duracidn
de Iz etapa de enraizamiento. IBA, AIA y ANA permitieron
obtener 90-100% de brotes enraizados. Si bien en siete dfas
de exposicién al ANA, seguido del cultivo en medio libre de
auxina, se produjo el mejor sistema radical, fue posible obte-
ner ua muy buen enraizamiento por la presencia permanente
de 0.5 mg ™' de ANA, ya que esta Qltima no inhibié el ereci-
miento de las raices ni de fos brotes. El agar a cuatre o
siete g 177 reswlto superior a los medios liquido o con vermi-
eulite, La oscuridad indujo menor crecimiento de las rafces,
con abundante formacion de callo, Al extender la duracién
del enraizamiento de 26 a 34 y 42 dias se incremento ka lon-
gitud de Ias yaices sin un aumento aparenie en fa cantidad
de callo, Fue posible ka aclimatacidn de | D00 plantas produ-
cidas segn las condiciones resultantes de este trahajo, con
una sobrevivencia superior al 95% bajo un titnel de polietile-
no y sin necesidad de nebulizacion,

sa técnica del enraizamiento en medio liquido sobre
puente de papel para superar el 70% de enrzizamien-
to.

El objetivo del presente trabajo es evaluar algunas
de las condicionss que regulan las caracteristicas del
enraizamiento i vitro de Colt, con el fin de obtener
una {orma de produccidn masiva de plantas micropro-
pagadas con un sisterna radical que facilite la aclima-
tacion post-trasplante.

MATERIALES Y METODOS

Como material se emplearon brotes elongados de
tres o cuatro nudos del portainierto Colt, provenien-
tes del sexto y séptimo subcultivo in virro, siguién-
duse las condiciones descritas por Ochatt y Caso {6),
excepto en el Ultimo subcultivo donde la densidad
de_flujo de fotones fotosintéticos fue de 451 moles

m*s?

Todos los ensayos se llevaron a cabo en el medic
de Murashige vy Skoog (5), pero con las sales mine-
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rales a la mitad de su concentracion Se adictonaron
20 g 17" de sacarosa y varias auxinas en concentra-
ciones variables desde 01 hasta 10 mg 1™ El pH
se ajustd a 5.7 antes de ls esterilizacion

Se utilizaron recipientes de vidrio de 150 mi de
capacidad con 50 ml de medio. exceplo para los me-
dios liquidos en que se agregaron 6 ml de medio por
tubo de ensayo de 90 mm x 20 mm, esterilizindose
en autoclave 2 una presion de 6 101 MPa durante 20

Ensayo 4. Duracion de la etapa de enraizamiento

Al inicio de la {ase de enraizamiento se sometieron
los cultivos a cero, tres y siete dias de oscuridad Lue-
g0 se mantuvieron en las condiciones de cultivo antes
seflaladas hasta completar 26 dias

Los brotes fueron comparativamente cultivados
durante 26, 34 v 42 dias

minutos. Ensayo 5. Concentraciones y tiempos de exposicidn

al ANA

Excepto mencidn especilica de lo contrario, se
usaron medios solidificados con 4 g 1™ de agar y con
upa concentracidn  de deido naftalenacélico {ANA)
de 0.5 mg i7" Las condiciones de cultivo fuerun:
16 b luz/8 h oscuridad. con una densidad de flujo de
fotones fotosintélicos de 140 u moles m™ s v a

el Cuadro 1.

una temperatura de 25°C Los ensayos tuvieron una

duracion de 26 dias

Ensayo 1. Seleccion de la auxing

deido naftalenacético (ANA) v deido indolbutiiico
{AIB), a las concentraciones de 01,05y 1 0mg 1™,
con ef fin de seleccionar & auxina a utilizar en los en-

sayos 2a 5

Ensaye 2 Sistema de soporte

Se ensayaron cuatro alternativas:

ay 417t de agar Sigma
by 7el™ de agar Sigma
¢} Vermiculita

ron las sipuientes variables:

1} Porcentaje de brotes enraizados
2} Numero de rarces por brote enraizado

Se utilizaron las combinaciones que se detallan en

En el ensayo 1 se tuvo en cuentz el porcentaje de
brutes enraizados y en los ensayos 2 2 5 se determina-

3) Sumatoria de las longitudes de las rarces por brote
Se probo el efecto del deido indofacético (ALA), enraizado

relacion vistagofraiz)

raizados
&) Presencia de callo y de rayces secundarias

4) Pesos secos del vdstago y de la rarz. (Se cajculd ia

5) Nuimero de dias para alcanzar el 50% de brotes en-

La unidad experimentai consistio en cuatro brotes

por lrasco, ulilizdndose seis repeticiones por trata-

miento Lo resuitados fueron sometidos al andlisis de

la variancia y el test de Duncan.

RESULTADOS

d} Medio liquido sin puente de papel

Soio para el tratamiento dj cada brote se colocd en
un tubo de ensayo, quedsndo su poreidn basal inmer-

sa en el medio.

Ensayo 3 l:fecto de la oscuridad

Ensayo I. LI efecto de las auxinas sobre el porcen-

fas tres concentraciones probadas

laje de brotes enraizados {90-100% ) tue el misme en

Sobre la base de cstos resultados y de los obteni-
dos por Ochatt v Caso {6} se selecciond para los res-

tantes ensayos ¢l ANA

Cuadro 1. Tiempos de exposicion y concentraciones de ANA seleccionadas,

Concentracion Tiempos de exposicion a la auxing
(mg1™)
I hora 3 dias 7 diag 26 drag
0.1 X
035 X X X X
10 X
100 x

Los tratamientos de I hora, 3 dias ¥ 7 dias se transfiricron posteriormente a medios sin auxina hasta completar tos 26 dias.
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Cuadro 2. Efecto del sistema de soporte sobre el enraizamiento del portainjerte Colt.

Soporte Enraizamiento Vistago/Raiz Callo Raices
v 50 seco secundarias
%) Nimero L longitud {peso seco) ¢ rias
{cm)
pi 5% 5% 1% 1V
Agardgl™ 100 a 12a 84 093a + ¢
Agar 7gl™" 100 a 124 78 a 102z + N
Vermiculita 75 a Ta Iih 283b ++ -
Liguido 7%z 12a 22 390Db ++ —

*  Valores de una columna acompafiados por las mismas letras no difieren entre si para P=005y 0.0¢

Callo: + Escaso; +-+ Moderado

Raices secundarins: * presencia; — ausencia

Ensayo 2. El sistema de soporte no ejercio influen-
cia sobre el porcentaje de enraizainiento y el ntmero
de raices/planta {Cuadro 2) No obstznie, los medios
solidificados con agar tuvieron mayor crecimiento de
tas rafces, presencia de raices secundarias, escasa canti-
dad de callo y ura menor refacién vistagofraiz que
los medios al estado liquide o con vermiculita Las
plantas obtenidas en medios liquidos presentaron
severos sintomas de vitrescencia

Ensayo 3. No hubo diferencias en el porcentaje de
enraizamiento, numerc de raices/planta y relacidn
vistagofrarz, entre los tratamientos de cero, tres y
siete dias de oscuridad {Cuadre 3) La exposicidn
a la oscuridad por tres y siete dias produjo una reduc-
cion en la sumatoria de la fongitud de las raices, con
una abundante {ormacion de callo. En todos los casos
hubo presencia de raices secundarias

Ensayo 4. No se presentaron diferencias en el por-
centaje de enraizamiento ni en el numere de rarces,
entre los 26, 34 y 42 dias de duracidn de la etapa de
enraizamiento (Cuadio 4)

Al prolongar la f{ase de erraizamiento a 34 y 42
dias se produjo una tendencia a incrementar el tama-
fio de las rafces y a disminuir la relacidn vistago/
rafz, sin un aumento aparente en la cantidad de callo

Ensayo 5. Todas las combinaciones de tiempos y
concentraciones de ANA ensayadas resuliaron en un
glevado porcentaje de enraizamiento (88-100% ), sin
diferencias signiticativas entre ellas.

La exposicion por 26 dias 2 concentraciones de
01 hasta 1.0 mg |7 de ANA no alterd la longitud
tetal de las raices (Cuadro 5) Si bien 1 mg 17! de

Cuadro 3. Efecto de diferentes tiempos de exposicion a fa oscuridad sobre el enraizamiento del portainierto Colt,

Dias en oscuridad Enraizamiento Raices Vistago/Raiz Callo Rajces
(% } Niémero ¥ longitud {peso seco) secundarias
(cm)
pi 5% 5% 1% 5%
0 100 a 12a 84 a 093z + °
3 96 a 11a 49 b 121a ++ °
7 100 a 10a 46 b 168a At °

*  Valores de una columna acompaiizdoes por fas mismas letras no difieren entre si para P=0.05 y 0.01

Callo: + Escaso; + + 4 Abundante

Raices secundarfas:  ° presenciz
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ANA inoementd el numero de rarces por planta, con
una baja relacion vislago/rarz, estas resuitaron suma-
mente quebradizas y con mayor cantidad de callo

Aungue 01 y 035 mg 17 de ANA generalmente
no presentaron diferencias significativas entre sy, csla
iltima concentracion lendio a manilestar un mayor
crecimiento del sistema rudical y fue la unica en Ia
que se observaron raices secundarias.

Cuando se expusieron los brotesa G5 mg 17" de
ANA durante dilerentes tiempos (Cuadro 6}, se obser-
v gue el tratamiento por siete dias resuitd en un
mayor namero de raees que los fratamientos de tres
y 26 dias y con ung elevada sumatoria de la longitud
de las rarces/planta  Los menores numeros de raices
y sumatoria de la longitud de las ravces y la mayor
relacion viastago/raiz. correspondieren al (ratamiento
de una hora. El incremento de la concentracidn de
ANA a 10 mg I durante una hora, permitio revertir
estos ultimos valores (Cuadio 7) En los menores
tiempos de exposicion a la auxina no se formd callo

DISCUSION

En nuestros ensayos {ue posible obiener de un 90
a un 100% de enraizamiento de brotes en una amplia
variedad de condiciones Esto conbiasta con lo citado
por Ochait y Caso (6), aun cuande para el estableci-
miento y la multiplicecion del material se emplearon
tos medios de cultivo descritos por ellos Dichas dife-
rencias podrian atiibuirse a condiciones lisioldgivas
distintas en los brotes utilizados pura las pruebas de
enraizamientio, posiblemente asocizdas s diferencias
en el numero de subcultivos y a los niveles de itu-
minacion El efecto de las condicienes previas al

enraizamiento sobre la tasa de enrajzamiento y cali-
dad de las rarces ha sido sefalado para PP avim, P
cerasus vy portainjertos enanizauntes para el cerezo
(2)

Varios trabajos seftalan que fa exposicion a la oscu-
ridad al inicio de la etapa de enraizamiento mejora el
poreentaje de enrzizamiento y/o el nimero de raices
por planta. en numerosas especies frutales de difrcil
enrdizamiento 1 vivro (1. 2.3, 4, 7.8, 11) Sinem-
bargo en nuestros ensiyos se ulcanzd el 100% de en-
rajzamiento sin la expesicion a fa oscuridad, mientras
yue los tratamientos de tres o siete diss en cscuridad
resultaron detrimentales ya gue no se aumento el
niumero de ratces/planta. se redujo el acrechmiento de
las rarces y hubo formacion de ahundante calloen la
base de las estacas De forma similar. Druart (2)
para cerezos v guindos, sefiald que en presencia de
ribollavina y por accion de la luz. fzs raices se alargan
y el callo (viable de la base de las estacas es fuerte-
mente limitado

De fos sistemas de soporte ensayados. ] agar resul-
16 ser ef muds efectivo y el de mds fdcil manipulacion
Los medios Irquido v con vermiculita presentaron un
muy reducido crecimiento de las rarces bsto, sumado
al aspecto vitreo de las plantas provenientes de medio
liquido. dilicultd mucho la aclimatacién

ANAL AIB y ATA resultaron igualmente electivas
para la promecion del enraizamiento

En lodas las experiencias con ANA se obtuvo simi-
far porcentaje de enraizamienta pero con importantes
dilerencias en la calidad del sistema radical Alrededor
de los nueve dias, todos los ratamientos aleanzaron

Cuadro 4. Efecto de Ia duracidn de la etapz de enraizamiento sobre el enraizamiento del portainjerte Colt,

Tiempo Enraizamiento Vistapo/Raz Callo Raices
dias) 2 " 550 2 corrndir
( (%) Nemero s tongitud {pesoe seco) secundarias
(em}
p 5% 5% 13 5% 15
26 100 a 12a 84 a 093a @ + ®
34 100 & 13a 1T b G77ab = + N
42 96 a 14 a 122 b G68b & + “

* Valores de una columna acompafados por las mismas letras no difieren entre si para P= 005 y 0.01

Calle; + Lscaso

Rajces secundarias: ” presencia
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Cuadro 5, Efecto de la exposicion durante 26 dias a distintas concentraciones de ANA sobre el enraizamiento del portainjerto Colt.
Concentraciones Enraizamiento Raices Vistago/Raiz Calla Raices
(mg17'}) (%0 ) {peso seco) sequndarias
Nimero ¥ longitud
{cm)
p#¥ 5% 156 5% 1%
0.1 88 a iDa 64 a 1374 - -
03 100 a ila 84 4 0935 + °
1.0 100 a i8h la 06410 ++ -

* Vajores de una columma acompanados por las mismas letras no difleren entre si para P= 005y 0.01

Callo: — Nulo: + Escaso;++ Mederado

Raices secundarias: — ausencia;” presencia

el 50% de brotes enraizados, notdndose la reactivacion
dei crecimiento de los brotes a los 15 dias de puestos
en cultivo. Este crecimiento en presencia de auxina,
coincide con o publicado por Gchatt y Case (G) pero
difiere de lo observade en Colt por Wilkins y Dodds
{(10) ¥ por Spir (9} en guindos.

Con | mg1™" de ANA permanente en el medio se
observé una inhibicidn parcial del crecimiento de las
rafces. Ademds, éstas resultaron muy {rdgiles para su
manejo durante el trasplante. Con 05 mg 17 no
hubo inhibicion aparente del crecimiento de las ras-
ces, ya que la longitud media de cada raiz (sumatoriz
de la longitud de las rarces/nimero de raices) fue si-
milar a la obtenida por la exposicidn permanente a
una menor concentracidn de ANA (Cuadro 7}y a las
exposiciones a 0.5 y 10 mg |71 de ANA durante una
hora & siete dias {Cuadros 6 y 7). Es mds, cuando se

prolongd ia duracion de iz etapa de enraizamiento,
las raices continuaron su crecimiento (Cuadro 4) Por
ello v por la presencia de raices secundarias se consi-
derd que pars las exposiciones permanentes,
05 mgl™ fue la concentracién de ANA mds apropia-
da, coincidiendo con les resujtados obtenides por
otros autores {0, 9}

Si bien la exposicion a la suxina durante siete dias
produjo el mejor sistemna radical, cabe destacar que
esta prictica es costosa en mano de obra y medios de
cultivo. Teniendo en cuenta los resultados preceden-
tes, se considera que es posible obtener a menores
costos un muy buen crecimiento in vitro del sistema
radical, pot la presencia permanerte de la auxina en el
medio de cultive a concentraciones relativamente ba-
jas

Cuadrs 6. Efecto de diferentes tiempos de exposicidn a una concentracion de (.5 mg 1™ de ANA sobre of enrnizamiento de! portainjer-

ta Colt.
Raices
Tiempo Engaizamiento Vastago/Raiz  Callo Raices
%) Namero E longitud (peso seco) secundarias
(cm)  (cm}

px 5% 5% 1% 5% 1% 1%

1 hora 100a 8a Y 493 a 323a - °

3 dias 100 a 13b 96 be b F21b - °

7 dias 96 a 19¢ b lilc b 109b + °
26 dias 100 a 12b i 84 b b 393b + °

*  Valores de una columna acompafiados por las mismas fetras no difieren entre si para P= 0.05 ¥y 0.01

Callo: — Nula; + Escase

Raices secundarias: ® presenciz,
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ducidas segun las condiciones resultantes de este tra-

Fue posibie [a sclimatucion de | 000 plantas pro-

bajo. con un porcentsje de sobrevivenuia superior al

05%

- bajo un tunel de polietileno vy sin necesidad de

aebulizacion.

Cuadro 7. Efecto de la exposicion durante una hora o dos concentraciones de ANA sobre el enmizamiento del portainjerto Colt.

_ Ratces
Con_centru- En_ruiz:x- Vistago/ Calter Rafces
cianes miento Numero Raiz secundariis
(mg i) (%) {peso seco)
p* 3% 5% 154 15 19
05 0 s 8a i a 3.23a - “
1o 054 i2h a a 169 Db - ¢

Valores de una columna acompafiados por las mismas letras na dilieren entre si pars P=005y 001
Callo: - Nulo

Ratees secundarias: © presencia

2

LITERATURA CITADA

DRUART, P; KEVERS, C; BOXUS, P GASPAR,
1982 [u vitro premuotion of root formation by
appie shoots through darkness eficet on endo-
genous phenols and peroxydases Zeitschrift Pitan-
zenphysiologic 108:129-434

DRUART, P 1985 Muitiplication contormue de sujets
portegreffe ot de varietés de cérisiers pura fa cuiture
inritre Acta Hortic 169:319-328

HAMMERSCHLAG, b 1982 FPactors influencing in
vitro multiplication and rooting ot the plum roof-
stock Myrobalan (Pruaus cerasifera Thrh ) Journal
ol the American Saciety for Horticuiturad Scienge
107¢1):44-47

JAMES, DT 1983 Adventitous root formation in vitro
in apple rootstocks (Malus puntilad L Vactors af-
fecting the length of the auxin-sensitive phase in
M 9 Physiologia Plantarum 57:149-153

MURASHIGE, T, SKOOG, I 1962 A revised mediun
for rapid growth and bicassays with tobaceo tissue
cultures Physiclogia Plantarum 15:473-497

OCHATT, 51 CAS0, O H 1984 Cultivo in vitro de
dpices caulinares de portainjertos de frutales lefio-

sos (Rosaceacy. [ Microprepagacion de cerezos ov
Coit vy ol I 12/1. Revista de Investigaciones Agro-
pecuarias (Arg ) 19(2):241-250.

RIEEVES, B.W . COUVILLON, G A HORTON, BD
1985, Effect of gibberellic acid (GA,) on ¢longa-
tien and rooting of St Julien A™ reotstock in
e Seientin Horticulturae 26:253-259

RUGINI, I VERMA, D C.1982/83 . Micrupropagation
of dilficult-to-propagate amond (Prunus amyeda-
fus, Bastely cultivar Plant Science Letters 28:273-
281

SNIR, [ 1983 A micropropagation svstem for sour
cherry. Seientia Horticulturae 19:85-00

WILKINS, CP; DODDS, I'H 1982/83 Lifect of
various growtl regulators on growth i vine af
cherry shoot tips Plant Growth Regulation 1(3):
209-216.

ZIMMERMAN, R M. 1984, Rooting apple cultivars in
witro  interaction armong light, temperasture, phlo-
roglucinol and auxin Plant Cel}, Tissue and Qrgan
Culture 3:341-311

Turrialba VoI, 40, No. 1, 1990, pp. 82-87





