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1. INTRODUCCION

El sistema de propagacion de portainjertos en palto (Persea americana Mill.)
tradicionalmente utilizado en los viveros de Chile, es a través de un método

sexual que implica el uso de semillas que originaran plantulas heterogéneas,
donde cada una es genéticamente diferente.

Estas diferencias genéticas de los portainjertos francos producen
variabilidad en el crecimiento y fructificacion de muchas plantaciones, como
también diferentes grados de susceptibilidad a bioantagonistas y factores
ambientales presentes en nuestro pais, que reducen fuertemente la
produccion de los huertos comerciales.

Por lo tanto, la mejor alternativa para las nuevas plantaciones, a fin de
solucionar estos problemas de produccién, puede ser a través de la
propagacion de portainjertos clénales simplemente, o de éstos previamente
seleccionados por su tolerancia o resistencia a problemas especificos, ya
gue frente a la eventualidad de contar con un namero considerable de
plantas de palto sobre un portainjerto resistente a condiciones adversas, por
ejemplo, altos niveles de salinidad, abre la posibilidad de aumentar la
superficie plantada en zonas con climas calidos (sin heladas), pero con
dichos problemas en el suelo y/o agua de riego, como acontece en la zona
centro-norte de nuestro pais.

No obstante, para establecer plantaciones sobre portainjertos clénales es
esencial utilizar un método de propagacién vegetativa, ya que las
caracteristicas de resistencia pueden perderse al emplear una propagacion



por semillas. Ello, sin contar con las ventajas de utilizar un portainjerto clonal,
como son la uniformidad, productividad conocida (previsible), y compatibilidad
descrita.

De ahi, que se ha realizado por afios, una busqueda del mejor método de
obtencion de portainjertos clénales de palto (que pueda ser aplicable en
forma comercial), probando diversas técnicas que hoy en dia convergen en
cuatro formas distintas de propagacion de esta especie y que son:

- Propagacion por estacas; método aun no aplicable comercialmente, debido
a sus erraticos resultados, con éxito sélo en algunos cultivares (BEN-
JAACOQV, 1994)*.

- Micropropagacion; se ha logrado un éxito limitado con esta técnica, debido a
gue el palto es una especie recalcitrante (PLIEGO et al., 1990).

- Propagacion por acodo aéreo (“franqueamiento); ha sido un método exitoso
en el enraizamiento de soélo algunos cultivares, pero no como un
procedimiento comercial (WHITSELL et al., 1989).

- Propagacion por medio de etiolacion y acodo (método Brokaw, modificado
de Frolich); esta técnica es la mas empleada comercialmente en los viveros
de palto de California, Estados Unidos (BROKAW, 1987).

Respecto a este Ultimo método, cabe sefalar que fue seleccionado
inicialmente por Frolich y el Vivero Brokaw, California, fue uno de los primeros

* BEN-JAACOV, B. B.S. Agrie., M.S., Ph.D. 1994. Volcani Agricultura! Center. Israel
Profesor Visitante, Universidad Catolica de Valparaiso. Facultad de Agronomia.
Comunicacion personal.



en producir portainjertos clénales en forma comercial usando dicha técnica, la
gue requeria de injerto previo en una planta nodriza y posterior crecimiento en
camara de etiolacion del material que se pretendia enraizar, el cual era

cortado y llevado a cama caliente mas neblina artificial para su enraizamiento.

Posteriormente, en este mismo vivero, se modificé dicho método llegando a
establecer una técnica Unica y patentada para la produccién de portainjertos
clonales, cuya mayor ventaja sobre el método Frolich original, es tener un
mas rapido desarrollo de los arboles (WHITSELL et al., 1989).

Por dltimo, estas modificaciones junto a la nueva tecnologia disponible, ha
permitido aumentar la eficiencia del proceso siendo capaz de crear 100.000
de estas plantas en una temporada en dicho vivero, y por lo tanto, hacer mas
accesible su uso por parte de los agricultores. De ahi que hoy en dia, se cree
gue la mitad de la produccion de paltos en California esta sobre portainjertos
clénales (BROKAW, 1987).

En consecuencia, basados en los buenos resultados de esta técnica en la
obtencion de patrones clénales de palto, se planted esta investigacion,
tratando de probar ciertas modificaciones en alguna de sus etapas que
pudieran acortar alin mas el proceso en funcion de los siguientes objetivos:

- Poner a punto esta técnica en nuestro pais.

- Determinar el efecto del acido giberélico, distintos tipos de sustrato y
variedad, sobre el crecimiento alcanzado por la planta nodriza hasta el

momento previo de realizar la primera injertacion.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Efecto de las giberelinas en los procesos de germinacion de las semillas

y en la velocidad de crecimiento de las plantulas:

En la actualidad, los reguladores de crecimiento de las plantas se utilizan
ampliamente en el control del tamafio, desarrollo de los frutos, defoliacion,
propagacion y control de malas hierbas (WEAVER, 1980).

Es asi, como en la propagacion de plantas se ha implicado a cuatro clases
de hormonas vegetales, entre las cuales destacan las giberelinas, en el
control de la germinacion de las semillas (GALSTON y DAVIES, 1969).

Muchos fisiélogos, entre ellos AMEN (1968) y VILLIERS (1972), piensan que
la germinacion es regulada por equilibrios entre diversas sustancias
promotoras e inhibidoras, siendo las giberelinas el principal promotor y el
acido abscisico el inhibidor. Los inhibidores son sustancias que pueden
impedir la germinacion, es asi como el ABA bloquea el estimulo de las GAs
para la germinacion, pero las citoquininas en algunas plantas pueden anular
dicha accion (KHAN, 1971; WAREING y SAUNDERS, 1971).

Respecto a las giberelinas, PALEG (1965) las define como un compuesto que
tiene un esqueleto de gibane que estimula la divisién y/o la elongacién
celular.



Por su parte, WEAVER (1980) sostiene que estimulan la germinacion en
ciertas especies de semillas latentes, aumentan la velocidad de
germinacion, estimulan el crecimiento de las plantulas y superan el enanismo
de los epicotilos latentes.

En cuanto al mecanismo de accion de las giberelinas en las semillas en
germinacion, MAYER y SHAIN (1974) sugieren que esta hormona producida
endodgenamente esta involucrada en la formacion y secrecion de un gran
ndmero de enzimas, controlando asi su metabolismo.

Sin embargo, su accionar ha sido mas estudiado en las semillas de cereales,
donde SHEPLEY y CHANG (1972) postulan que esta hormona tendria dos
sitios morfolégicos de accion que son el embrion y la capa de aleurona. El
acido giberélico producido internamente por post-maduracién ¢ aplicado en
forma externa, intervendria primero sobre el embrién (activando una serie de
reacciones esenciales para su crecimiento), el que a su vez, sintetizaria mas
giberelina, la cual difunde a las capas de aleurona y gatillaria la sintesis de
amilasa y de otras hidrolasas (incluyendo proteasas y lipasas), que
descomponen rapidamente las paredes celulares de los endospermos e
hidrolizan después los almidones y proteinas, liberando asi los nutrientes y la
energia necesaria para el desarrollo de los embriones.

En base a ésto, TAYLORSON y HENDRICKS (1977) sugieren que si el
receso puede ser superado antes que la germinacién comience pareceria
logico que la accion primaria de la giberelina es superar el receso, pero esta
hormona podria tener mas de un sitio de accion, uno posiblemente
corresponderia a la terminacion del receso, mientras que otro podria
pertenecer a la restitucion del sustrato metabdlico en el endospermo.



Por su parte, MARCUS (1971) sefiala que la actividad enzimatica resultante
de las giberelinas no se debe a la liberacion de enzimas de alguna forma de
enlace, sino al incremento de la actividad celular, debido a la formacion de

nuevas enzimas.

Por otra parte, OSBORNE (1965) postula que las giberelinas tal vez provocan
cambios a nivel genético que estimulan a su vez la sintesis enzimatica en las
células. Las giberelinas provocan la estimulacion de la sintesis de RNA en las
capas de aleuronas, que puede requerir la expresion de los efectos
giberelinicos (VARNER y CHANDRA, 1964).

En la actualidad, se cree que las giberelinas modifican el RNA producido en
los nucleos, y asi puede éste ejercer su control sobre la expansion celular,
como sobre otras actividades de crecimiento y desarrollo vegetal (WEAVER,
1980).

Por otro lado, en cuanto a la funcion de las giberelinas en la expansion celular
se han propuesto muchas teorias atractivas como la de MACLEOD y MILLAR
(1962) y SHEPLEY y CHANG (1972), los cuales sefialan que las giberelinas
pueden provocarla mediante la induccién de enzimas que debiliten las
paredes celulares. El tratamiento con giberelinas provoca la formacion de
enzimas proteoliticas de las que puede esperarse una liberacioén de triptofano,
precursor de acido indol acético (VAN OVERBEEK, 1966). Asimismo, las
giberelinas incrementan el contenido de auxinas y pueden transportarlas a su
lugar de accién en las plantas (KURAISHI y MUIR, 1963, citados por
WEAVER, 1980).



Otro mecanismo mediante el cual las giberelinas pueden estimular la
expansion celular es la hidrdlisis de almiddn, resultante de la produccién de a-
amilasa generada por las giberelinas, pudiendo incrementar la concentracion
de azlcares y elevando asi la presién osmatica en la savia celular, de modo
gue el agua entra a la célula, y tiende a expandirla (SALISBURY y ROSS,
1994).

Otra hipotesis es que las giberelinas estimulan la biosintesis de acidos
polihidroxicinamicos (KOGL y ELEMA, 1960). Se considera que estos Ultimos
compuestos inhiben la AIA oxidasa, promoviendo por tanto los procesos
mediados en las plantas por las auxinas, al reducir la cantidad de auxinas
destruidas por las enzimas.

Por otro parte, desde que se establecid la participacion de las fitohormonas
tanto en la regulacién de la germinacion como en el receso, se han utilizado
aplicaciones exdgenas de reguladores del crecimiento con el fin de inhibir o
estimular la germinacion. Ademas, estas aplicaciones presentan la
particularidad de reemplazar a menudo los requerimientos de estimulos
naturales.

Es asi como WEAVER (1980) sugiere que las aplicaciones exdgenas de
giberelinas en algunas especies tales como citricos, manzano, vid, duraznero,
entre otros, aumentan y/o adelantan la germinacién en algunos dias, como
también aceleran el posterior crecimiento de las plantulas. En tanto HAYASHI
(1940), citado por WEAVER (1980), obtuvo un mas rapido crecimiento en
cebada y arroz con la aplicacién de giberelinas, las cuales apresuraban su
germinacion en concentraciones mayores.



Posteriormente, WITTWER y BOKOVAC (1958), aplicando giberelinas a las
cubiertas de chicharo y fréjol, apresuraron su nacimiento en 3-4 dias respecto
al testigo, sin embargo, no hubo efecto en el porcentaje de germinacion final.

En camelias, las soluciones de GA; a 100 ppm aumentan la tasa de
germinacion y el crecimiento inicial (WEAVER, 1972). A su vez, en naranjo

dulce (Citrus sinensis) ha dado buen resultado la inmersion de semillas en

1000 ppm de GA;s, pues, ademas de aumentar el porcentaje de germinacion,
induce un crecimiento mas réapido durante varios meses (BURNS vy
COGGINS, 1969).

En cuanto a semillas de palto, BURNS et al. (1966) realizando ciertas
pruebas con el cultivar Duke (de germinacion lenta y desuniforme),
demostraron que si se sumergian post-escarificacion en una solucién con
giberelinas previo a la siembra, mostraban germinacion y crecimiento
comparativamente rapidos. Al cabo de dos semanas después de la siembra,
las plantulas remojadas en dosis de 1.000 a 10.000 ppm germinaron antes y

crecieron mas alto que aquellas a las que se les aplicé concentraciones mas
bajas.

Segun WHITSELL et al. (1989), se puede realzar la germinacion y
crecimiento de algunas semillas inmaduras de palto remojandolas con &cido
giberélico en concentraciones de 500 a 1000 ppm, pero los tallos resultantes,

largos y delgados, pueden ser menos deseables para multiplicacion.



Por otro lado, cabe mencionar que DUARTE, BALVIN y FRANCIOSI (1875),
al aplicar acido giberélico a plantulas de palto mejicano en tres periodos
(cuando las plantulas habian alcanzado 15 cm de altura, seguido de dos
aplicaciones mas a intervalos de tres semanas), en dosis de 250 y 500 ppm
como pulverizacion foliar, o la combinacién de 500 ppm al follaje acompafiada
de un anillado con una parte de pasta de lanolina con 3000 ppm de GAs, a 1-2
cm del cuello en plantas sembradas a inicios de otofio, permitieron acortar el
periodo de siembra a injerto en casi dos meses, y a solo un mes cuando se
hicieron aspersiones de 250 ppm a plantas sembradas a fines de otofio.

2.2. Efecto de la etiolacion y anillado en la rizogénesis :

Es conocido que existen otros factores externos que ayudan al enraizamiento
ademas de la aplicacion de algunos reguladores del crecimiento, como son la
época e intensidad de la luz, tratamientos mecéanicos de la estaca, como
también el tipo y temperatura del sustrato que ayudan a los procesos de
rizogénesis (KADMAN y BEN-YAACOV, 1965).

Es asi, como se recurre a practicas tales como la etiolacibn que comiunmente
tiene efectos muy beneficiosos sobre los procesos de rizogénesis, los cuales
ya eran reportados por SACHS (1864), citado por SALISBURY y ROSS
(1994) al observar que la formacion de raices adventicias era abundante
sobre tallos de una gran variedad de especies en la obscuridad, lo cual no
ocurria en material expuesto a la luz.



Muchos investigadores, tales como VOCHTING (1878); SMITH (1824);
SHAPIRO (1958), citados por GANDULFO (1983); y GARDNER (1937), han
demostrado el provechoso papel que juega la ausencia de luz en la formacion
de raices.

Por su parte, WILLIAMS y NORTON (1972) consideran que la etiolacién de
un tejido vegetal es una condicion favorable para la formacion de raices en
muchas plantas, posiblemente como resultado de una acumulacion de
auxinas.

Relacionado con ésto, GARDNER (1937) postula que quizas la acumulacion
de sustancias promotoras de la region etiolada se deba a una anormalidad
anatomica.

A su vez, VON GUTHENBERG y ZETSCHE (1956), citados por DELARGY y
WRIGHT (1978) probaron que la luz actuaba jnicialmente en el sistema de
transporte de la auxina, en vez de su sintesis.

Ademas, KONISHI y GALSTON (1904), citados por DELARGY y WRIGHT
(1978) descubrieron que los inhibidores del AlA-oxidasa eran mas

abundantes en plantas etioladas en comparacion a las que crecian a la luz.

Respecto a la accion de la luz en el enraizamiento, KAWASE (1965) postula
gue ésta lo afecta por medio de modificaciones al metabolismo auxinico, al

corroborar que hipocotilos etiolados tenian un nivel mas alto de auxina



comparado con aquellos expuestos a la luz. Ademas, al estudiar el lugar de
fotosensibilidad en estacas de Phaseolus aureus. indica que la mejor

estimulacion de raices se logra cuando se etiola la estaca completa, mas que
cuando se realiza en la base de la estaca (en las cuales se encontro que
retenian un nivel mas alto de acido indolacético en el sitio etiolado durante el
periodo de iniciacion radical), lo que da mejores resultados en el
enraizamiento.

Sin embargo, HERMANN Y HESS (1963), siguiendo la extraccion de la
auxina endégena y de sus cofactores en estacas de poroto Red Kidney e
Hibiscus encontraron mayores niveles en las etioladas (obteniendo un mejor
enraizamiento), que en el control. Esto se ve corroborado por
CHRISTENSEN, ERIKSEN y ANDERSEN (1980), quienes sefalan que el
aumento de auxinas en estacas creciendo en la obscuridad es mas efectivo,
debido a un aumento del nivel de cofactores y ademas, concluye que el
sistema hormonal es el mas importante dentro de los factores que afectan el
enraizamiento.

Del mismo modo, numerosos trabajos han demostrado que compuestos
difendlicos, tales como el acido clorogénico y el cafeico, son inhibidores de la
auxina-oxidasa, donde la accién de los compuestos fendlicos podria ser
directa o indirecta por proteccion de la auxina o estimulacion de la sintesis de
ésta (MARGARA, 1988).

También se ha sefialado que la influencia estimuladora de la etiolacion

durante la iniciacién de las raices, posiblemente pueda explicarse por la



fotoinactivacion de un componente esencial en un complejo requerido para
gue se formen los primordios radicales (HARTMANN y KESTER, 1981).

Por otro lado, DOUD y CARLSON (1977), al observar raices de estacas
etioladas de Malus y encontrar que éstas emergian desde puntos cercanos a
concentraciones de almidon (encontrando una relacion positiva entre el
contenido de almidén y el enraizamiento), postulan que variaciones en los
contenidos de carbohidratos en este tipo de tejido, explicarian mejor el efecto
de la etiolacién sobre el enraizamiento. También concluyen que la etiolacion
conlleva cambios bioquimicos, los cuales podrian ser hormonales.

Ademads, por muchos afios ha existido controversia si la etiolacion promueve
la formacién de un primordio radical o solamente estimula la elongacion de un
primordio preformado. Sin embargo, CASTRO (1983), basado en trabajos
realizados en frambuesa, indica que algunos resultados sugieren que la
etiolacion promueve la iniciacion radical.

Por otra parte, numerosos investigadores como FROLICH (1951,1961,1971);
YOUNG (1961); KADMAN y BEN-YAACOV (1965) y BROKAW (1975, 1977,
1987), han llegado a establecer que la etiolacion es un método exitoso en el
enraizamiento de estacas de palto, correlacionando la mayor capacidad de
enraizamiento con altos contenidos enddégenos de auxinas y almidon de la
region etiolada. Esta técnica también ha sido atil en la propagacion de
muchas especies frutales como manzano (GARDNER, 1937; DOUD vy
CARLSON, 1977, DELARGY y WRIGTH, 1978), olivo y guindo
(POLIKARDOVA, 1971, citado por GANDULFO, 1983), entre otros.



Otro factor que altera la inherente capacidad de rizogénesis en una estaca es
el anillado que por lo comdn, provoca un aumento en la produccion de
auxinas, por encima de la incision, durante cerca de 10 dias; después se
produce una disminucion gradual, correlacionada frecuentemente con un
cese 0 un retraso en el crecimiento de los brotes (KATO e ITO, 1962).

A su vez, en el peral, el anillado de los tallos da por resultado una mayor
iniciacion de las raices que la aplicacién de auxinas, lo que indica que el
anillado hace algo mas que limitarse a aumentar el contenido de auxinas
(HIGDON y WESTWOOD, 1963).

Una explicacion de este fendbmeno se puede encontrar en algunos estudios
realizados por STOLZ y HESS (1966) acerca del efecto del anillado de
variedades de Hibiscus de enraizamiento facil y dificil sobre la iniciacion
radical, en el cual concluyen que el anillado mejora rotundamente la
capacidad de la estaca para formar raices, y que el mayor componente que
aumenta en los tejidos sobre el anillo son los carbohidratos. Ademas,
presumen que la mayor habilidad de enraizamiento puede deberse a una
acumulacion de sustancias promotoras del enraizamiento 0 sus precursores
como también, a una proliferacién de células parenquimatosas sobre el anillo,
capaces de formar iniciales de raiz o de aumentar la cantidad de raices por
estaca.

Después, estos mismos investigadores en un clon de Hibiscus que enraiza
con facilidad, encontraron que el anillado ocasionaba un incremento

considerable de un cofactor de enraizamiento arriba del anillo, al igual que un



aumento del nivel de auxina natural y una disminucion de éste por debajo del
mismo.

Por otro lado, existe bastante evidencia de la obtenciéon de mejores
resultados en el enraizamiento, al combinar el anillado con otros tratamientos
estimuladores de la rizogénesis. Es asi como, en trabajos realizados en
manzanos, se comprobo que el anillado mejoré la formacion de raices de
estacas etioladas, lograndose un 98% de enraizamiento (DELARGY vy
WRIGHT, 1978).

Del mismo modo, se ha logrado un efecto sinérgico, al aplicar acido indol
butirico a la base etiolada de estacas de palto, puesto que los porcentajes de
enraizamiento logrados fueron marcadamente mayores (ERNEST vy
HOLTZHAUSEN, 1978).

Por su parte, YOUNG (1961) prob6 anillado mas aplicacion de AIB sobre
brotes pequefios de cultivares maduros de palto, obteniendo tejido calloso a
partir de la tercera semana y raices desde los cinco a once meses, llegando a
establecer que la formacion de callo y raices son dos fendmenos separados.

En cambio, FROLICH y PLATT (1971), también lograron el enraizamiento de
brotes etiolados de palto al remover un anillo de corteza cerca de la base de
éste y cubriéndolo con medio de enraizamiento.

A su vez, TROCHOULIAS, GRIFFITH y SMITH (1983), estudiando la
respuesta al enraizamiento en estacas de palto cv. Duke 7 encontraron que

formaba un excelente sistema de raices cuando los brotes eran etiolados y



estrechados con alambre (anillo), a diferencia de ambos tratamientos
aplicados separadamente donde no hubo formacion de raices.

Por ultimo, BROKAW (1977, 1987), en su método de obtencion de
portainjertos de palto, incluye la etiolacion mas la colocacion de un anillo de
metal por sobre la union del injerto (al que llama "anillo de destete" y que
tiene por objeto separar el portainjerto propagado clonalmente de la planta
nodriza temporal), y auxinas para obtener una planta con un buen desarrollo
de raices.

También, BARRIENTOS, BORYS y BARRIENTOS (1986) trabajando con
estacas de palto cvs. Fuerte y Colin V-33, obtuvieron un menor porcentaje de
enraizamiento mediante etiolacion respecto al mismo tratamiento mas
anillado, el cual a su vez fue menor a aquellas que se les realizaron los
mismos tratamientos anteriores mas la aplicacion de auxinas (10.000 ppm de
AIB mas 300 ppm de ANA), alcanzando 92,5% y 90%, respectivamente.

Por otro lado, MOHAMMED y SORHAINDO (1984) enraizando estacas
etioladas de los cvs. Pollock y Lula lograron un 50% y 66% de enraizamiento
respectivamente, pero estos porcentajes de enraizamiento mejoraron en
ambos cultivares con la aplicacion de AIB en 3000 ppm llegando a 66 y 83%.



2.3. Efecto del sustrato en la rizogénesis :

Otro factor externo importante en los procesos de rizogénesis es el tipo y
temperatura del sustrato.

Segun CROZON y NEYROUD (1990), el término sustrato se aplica a todo
material natural o artificial, que permita el anclaje del sistema radical, el cual
puede aportar elementos nutritivos. Ademas, sefialan que los sustratos deben
aportar los elementos necesarios para el crecimiento, como son el agua y

aire, cuya disponibilidad depende de las propiedades fisicas y mecanicas de
los mismos.

Es asi, que a la mayoria de los componentes que se han utilizado en la
propagacion de plantas en macetas, se les ha estudiado algunas de sus
propiedades fisicas o quimicas para demostrar que solos o mezclados, se
pueden utilizar como medio de propagacion (NEAL y WAGNER, 1983).

De las propiedades fisicas y quimicas de mezclas para macetas, que parecen
influir mayormente en el crecimiento, estan la forma y tamafio de ios
contenedores, porosidad y aireacion del medio, capacidad de retencion de
humedad, pH de la mezcla o sustrato, capacidad de intercambio catiénico y
sales solubles que deben estar en relacion con los requerimientos edéficos y
nutricionales de las plantas (GOH y HAYNES, 1977).

Es asi como HARTMANN y KESTER (1981), indican que un sustrato de

enraizamiento ideal es aquel que proporciona suficiente porosidad para



permitir una buena aireacién, tiene una alta capacidad para retener agua y
ademas, un buen drenaje.

Del mismo modo, MARGARA (1988) sefala que la oxigenacion del medio
siempre ha sido considerada como un factor favorable en la rizogénesis, es
asi como la eleccién del sustrato esté regido por la doble necesidad de
asegurar humedad y drenaje a la vez. Ademas, indica que una elevada
temperatura (20 a 25 °C), favorece el enraizamiento, como también un pH
optimo, el cual dependera de la especie.

Por otra parte, HARTMANN y KESTER (1981) mencionan que dentro de las
condiciones ambientales requeridas para tener éxito en el enraizamiento de
estacas con hojas, esta el uso de un sustrato de enraizamiento limpio,
himedo, bien aireado y drenado. Ademas, sefialan que las funciones del
sustrato de enraizamiento son: mantener la estaca en su lugar durante el
periodo de enraizado; proporcionarle humedad y permitir la penetracion de
aire a la base de la misma. También indican que el sustrato de enraizamiento
puede afectar al tipo de sistema radical que se origine de las estacas, ya que
estacas de ciertas especies, cuando se les hace enraizar en arena producen
raices largas, no ramificadas, toscas y quebradizas, pero cuando se les
coloca en una mezcla, como arena y turba, desarrollan raices bien
ramificadas, delgadas, flexibles, de un tipo mucho méas apropiado para
extraerlas y volverlas a colocar en macetas.

Sin embargo, es importante sefialar que la relacién agua: aire existente en
cualquier sustrato sera la que estara condicionando la iniciacion de raices y



su posterior desarrollo. Esta relacion en el medio de enraizamiento esta
gobernada por el tamafio de la particula como por la porosidad del medio
(MAHLSTEDE y HABER, 1960, citados por TAPIA, 1977).

Segun HARTMANN y KESTER (1981), las estacas de muchas especies de
plantas enraizan con facilidad en una gran diversidad de medios de
enraizamiento, pero en las plantas que con dificultad enraizan, el medio de
enraizamiento puede influir mucho no sélo en el porcentaje de las que
enraicen, sino también en la calidad del sistema radical formado. Ademas,
sefalan que la mezcla de algunos sustratos, generalmente muestran mejores
resultados que cualquiera de ellos empleados separadamente.

Es asi como HARTMANN y LORETI (1965), enraizando estacas de olivo
obtuvieron mejores resultados utilizando un sustrato de perlita y vermiculita
(1:1) en comparacion con la mezcla de periita y turba (1:1).

En cuanto a sustratos estrictamente minerales como arena, perlita,
vermiculita y lana de roca, éstos presentan la ventaja de tener una estabilidad
estructural mas o menos inalterable y una permeabilidad elevada (ANSTETT,
1974, citado por CROZON y NEYROUD, 1990).

En cuanto al uso de la arena como medio de enraizamiento, HARTMANN y
KESTER (1981) indican que ésta debe medir entre 0,05 a 2 mm de diametro,
ser de cuarzo y seca, pesar 1,7 kg/dm®, como también de preferencia estar
fumigada antes de ser utilizada. No tiene capacidad amortiguadora (tampon).



BAKER (1957), citado por TAPIA (1977), describe a la perlita como un
mineral de origen volcanico, muy liviano (100 a 135 gr/dm®), y que retiene
agua en proporcion de tres o cuatro veces su peso. Esencialmente es de pH
neutro, pero sin capacidad de buffer y no tiene capacidad de intercambio
cationico.

La perlita se utiliza como medio de enraizamiento para propagar una gran
cantidad de especies vegetales y es uno de los materiales mas usados en
mezclas con los componentes organicos.

A su vez la turba, parece ser preferible a muchos productos de madera
porque es mas estable, no cambia sus caracteristicas fisicas y tiene mejor
capacidad tampdn, pero su principal desventaja es su alto valor y escasez
(ODNEAL y KAPS, 1990). HARTMANN y KESTER (1981), la definen como
un material procedente de restos de vegetacién acuatica, de marismas,
ciénagas o de pantanos, que se ha preservado bajo el agua en un estado de
descomposicion parcial; tiene una gran capacidad de retencion de agua,
pobre en fésforo y potasio, y de reaccion levemente acida.

Ya LONG (1933), citado por HARTMANN y KESTER (1981), haciendo una
comparacion entre la arena y la turba, determiné que al estar ambos en un
punto Optimo para el enraizamiento, volumétricamente la turba contenia el
doble de aire y el triple de humedad que la arena.

Por su parte FORTE (1984), citado por MORANDE (1990), trabajando con

estacas de feijoa obtuvo los mejores resultados en el enraizamiento utilizando



un sustrato constituido en un 60% por arena y en un 40% de turba, con una
temperatura basal de 25 °C. De igual forma KILANY (1986), citado por
MORANDE (1990), enraiz6 estacas de guava utilizando arena y turba (1:1).

BAKER (1957), citado por TAPIA (1977), menciona que en general las
mezclas de arena con turba en proporciones de 1:1 6 3:1 (v/v), son mas
recomendables porque tienen buena retencion de humedad, son livianas,

presentan buen drenaje y son homogéneas.

GARTNER y MC INTYRE (1961), citados por TAPIA (1977), trabajando con
arboles ornamentales encontraron que la mezcla de sustrato perlita-turba
(1:1, viv), fue el medio de enraizamiento mas adecuado que la mezcla turba-
arena (1:1, v/v), y que la arena como la perlita solas.

2.4. Efecto de las auxinas en los procesos de rizogénesis :

Diversas clases de reguladores del crecimiento como las auxinas,
citoquininas, giberelinas, inhibidores (como el acido abscisico), y el etileno,
influyen sobre la iniciacidn de las raices. De ellas, la auxina es la que tiene el
mayor efecto sobre la formacion de raices en las estacas (HARTMANN y
KESTER, 1981).

Ya SACHS (1880), citado por SALISBURY y ROSS (1994), tenia evidencia
de que las hojas jévenes y las yemas activas promovian la iniciacion de
raices, sugiriendo la participacion de una sustancia transferible (una
hormona).



Posteriormente, THIMANN y WENT (1934), citados por SALISBURY y ROSS
(1994), fueron los primeros en demostrar que las auxinas estimulaban la
formacion de raices en las estacas, desarrollandose asi su uso practico.

Por otro lado, desde hace muchos afios se conoce empiricamente que para
gue enraicen las estacas de arboles de hoja perenne, se debe conservar al
menos una o dos hojas y que las estacas de arboles caducifolios deben tener
varias yemas (AUDUS, 1959, citado por ROJAS-GARCIDUENAS vy
RAMIREZ, 1987), lo cual se debe a que tanto hojas como yemas son fuente
de auxina.

Numerosas experiencias de brotacion han demostrado claramente la
influencia estimuladora que determinan generalmente las hojas o yemas
sobre la rizogénesis, lo que evidencia la influencia de una sustancia con
circulacién polarizada, que es el origen del concepto de regulacion hormonal
de la rizogénesis (MARGARA, 1988). Sin embargo, JULLIARD (1963), citado

por MARGARA (1988), sugiere igualmente la existencia de influencias
inhibidoras.

El crecimiento de la raiz esta estimulado principalmente por el AlA, el cual
puede ser destruido por la AlA-oxidasa, o bien, si se acumula, alcanzar
niveles inhibitorios. Segun CHADWICK (1970), citado por ROJAS-
GARCIDUENAS y RAMIREZ (1987), el crecimiento radical esta regulado por
un balance entre la auxina (promotor), y el etileno (inhibidor), y como la
produccion de ésta esté dirigida por la propia auxina se tiene aqui un clasico
ejemplo de autorregulacion.



A su vez, SALISBURY y ROSS (1994) sefialan que el etileno inhibe el
crecimiento de tallos, raices, hojas (especialmente en las dicotiledoneas), y
causa hinchazon de la raiz al aumentar el crecimiento radial de las células.

Sin embargo, tal situacion de autorregulacion es discutible, pues en contra del
juicio de CHADWICK (1970) y SALISBURY y ROSS (1994), esta el juicio de
FELDMAN (1984), quien afirma que el etileno promueve la extension y
alargamiento del sistema radical normal y promueve la iniciacion de raices
adventicias. Este autor respalda su juicio con diversas citas pero afirma que
el problema es que la auxina induce la produccion de etileno, lo que dificulta
la interpretacion.

En segmentos de tallos de tabaco, SHOOG y TSUI (1948) han demostrado
gue cuando la concentracion de auxina es relativamente alta, favorece la
formacion de raices adventicias, pero se inhibe la formacion de yemas; en
cambio, cuando la adenina se encuentra a una alta concentracion se forman
yemas, pero no raices, sin embargo, cuando ambas estan en proporciones
casi iguales, se tiene proliferacién de células de callo sin formacién de
Organos.

También, BACHELARD y STOWE (1963), encontraron que la aplicacion de
auxina sintética a la base estimula el enraizamiento en estacas de Acer
rubrums. en tanto que adeninas o giberelinas la inhibian. Posteriormente,
DOMANSKY, KOZLOWSKI y SASAKI (1969) confirman también estos
mismos resultados.



Por su parte, WIGHTMAN, SCHNEIDER y THIMANN (1980) sefalan que hay
una diferencia importante en los efectos de las auxinas exégenas, donde lo
usual es observar una inhibicion sobre la elongacion de la raiz, pero en la

iniciacion y desarrollo temprano de las raices se ha visto una promocion.

En tanto, LEOPOLD (1955) indica que la parte ideal para enraizamiento son
los tallos, debido a que poseen generalmente bastante tejido no diferenciado,
permitiendo asi una facil diferenciacién de los primordios radicales, ademas
de contener yemas preformadas, puesto que los tratamientos con auxinas
estimuladores de la rizogénesis, no promueven la formacion de yemas.

En base a ésto HAISSING (1974), citado por SALISBURY y ROSS (1994),
indica que muchas especies lefiosas (como manzanos, la mayoria de los
sauces, entre otros), que poseen primordios de raices adventicias
preformadas en sus tallos, permanecen latentes por algun tiempo a menos
gue sean estimulados por una auxina.

Sin embargo, los mecanismos de accion de la auxina sobre la rizogénesis
han sido siempre objeto de discusiones. Por una parte, se han observado
modificaciones de sintesis proteicas, como también se ha sugerido un efecto
de la auxina sobre la represion de genes especificos (FELLENBERG, 1969).

Del mismo modo, dentro del proceso de rizogénesis, el cual comprende una
diferenciacion, ordenacion de células en un meristema organizado,
determinacién del primordio y crecimiento, se sefiala que la auxina

participaria en la diferenciacion, y que las raices no se producirian en donde



exista auxina ligada, sino que el principio activo seria la auxina libre
(GORTNER, 1962).

Ademas, se sefiala que las auxinas podrian actuar a nivel de las sintesis
glucidicas provocando la hidrdlisis y la metabolizacion rapida del almidon. Es
asi, como los trabajos de CARLIER y VAN HOVE (1964), sugieren que un
tratamiento auxinico podria orientar la degradacion de la glucosa hacia la via
aerobia de la glicolisis.

Por otra lado, se encontré que durante el enraizamiento, la biosintesis de
compuestos fendlicos que son inhibidores competitivos de la AlA-oxidasa, se
puede ver aumentada con el acido indolacetico (BASTIN, 1966).

A su vez, HARTMANN (1974) propone que en presencia de la enzima
polifenol-oxidasa se formaria un complejo cofactor-auxina en el proceso de

iniciacion de raices, el cual se veria estimulado con el acido ribonucleico.

Es importante sefalar que el AIA cominmente es menos eficaz que la auxina
sintética ANA, al parecer debido a que no es destruida por la AlA-oxidasa u
otras enzimas, manteniéndose por mayor tiempo (SALISBURY y ROSS,
1994). Ya GALSTON y HAND (1949), postulan que la luz roja estimularia la
oxidacion del &cido indolacetico, al encontrar una marcada influencia de ésta
en el metabolismo auxinico.

Generalmente, el AIB se utiliza mas que ANA o cualquier otra auxina en la
estimulacion del enraizamiento, ya que el AIB es activo a pesar de que se
metaboliza con rapidez a AlB-aspartato y al menos otro compuesto conjugado
con un péptido (WIESMAN, RIOV y EPSTEIN, 1989).



Es asi, como en duraznero el AIB ha dado buenos resultados (COUVILLON y
EREZ, 1980). Asimismo, en vid el ANA de 50 a 100 ppm dio resultados
superiores al AlA y al testigo (ROJAS-GARCIDUENAS et al., 1967, citados
por ROJAS-GARCIDUENAS y RAMIREZ, 1987). En manzano el uso de
auxinas para enraizamiento se ha generalizado (LOONEY, 1983).

Por otra parte, HERMAN y HESS (1963) encontraron que los fréjoles "de
media luna" y los tallos de Hibiscus, enraizan con facilidad después de la
aplicacion de AIB y que habia un contenido ligeramente mayor de auxinas en
los tejidos etiolados respecto a los no etiolados, en los cuales era mas
eficiente la iniciacion de raices demostrando el efecto sinérgico de la
etiolacién mas la aplicacion de auxina exdgena.

En palto, se ha estudiado el efecto de sustancias hormonales en la capacidad
de enraizamiento de estacas, con una gran variabilidad de respuesta,
atribuible a sus condiciones fisiol6gicas, como la relacion de promotores,
inhibidores o reservas de material alimenticio en la estaca (GUSTAFSON y
KADMAN, 1970).

Sin embargo, SALAZAR y BORYS (1983) han tenido buenos resultados en la
propagacion clonal de paltos mediante la técnica de "franqueamiento” y la
aplicacion de auxinas (AIB 10000 ppm + ANA 300 ppm), en cultivares tales
como Hass, Wurtz, Fuerte, Duke 6, Duke 7, Edranol y Waldrin.

Por otro lado, HAMDY et al. (1980) obtuvieron buenos resultados propagando
paltos cultivar Fuerte por medio de acodo aéreo, aplicando AIB 1000 a 1500

ppm a ramas de un afio (con un anillo de 1 cm de ancho), de abril a mayo,



usando turba-perlita hUmeda como medio, con ios cuales logré formacién de
raices en 7-10 meses.

Del mismo modo, en el perfeccionamiento del método Brokaw desde su
establecimiento, se incluye ademas la aplicacion de auxinas en una solucion
de 2000 ppm de AIB y 1000 ppm de ANA al tejido etiolado, lo cual acelera el
enraizamiento, pero no es esencial para que el proceso suceda (BROKAW,
1987). Sin embargo, los sudafricanos recomiendan dosis de 1500 ppm de AIB
(GARDIAZABAL, 1996)*.

Por su parte, GANDULFO (1983), al intentar la propagacion clonal del cultivar
Mexicola con el método Brokaw obtuvo una mayor rizogénesis con la
aplicacion de 3000 ppm de AIB més anillado, determinando la factibilidad de

su aplicacion en Chile.

* GARDIAZABAL, F. Ingeniero Agrénomo. 1996. Profesor, Universidad Catélica de
Valparaiso. Facultad de Agronomia. Comunicacién personal.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacién del ensayo:

El experimento fue realizado en el invernadero y Laboratorio de
Micropropagacion de la Facultad de Agronomia de la Universidad Catolica de
Valparaiso, ubicada en el sector La Palma s/n, Comuna de Quillota, V Regién
de Valparaiso, entre los meses de abril de 1996 a enero de 1997.

3.2. Material vegetal utilizado y tratamiento de la semilla:

Se utilizaron 480 semillas de palto pertenecientes a la raza Mexicana,
compuestas por los cultivares "Mexicola" y "Topa-topa" en iguales cantidades.

Las semillas de ambos cultivares fueron obtenidas en su gran mayoria del
jardin de variedades de palto de la Facultad de Agronomia, siendo
seleccionadas de arboles de 17 afios de edad que presentaban buen vigor,
desarrollo y produccioén de frutos.

Estos frutos, que en su totalidad habian alcanzado el estado de madurez
fisioldgica en conjunto con algunos que se encontraban cercanos a madurez
de consumo, fueron cosechados del arbol descartandose todos aquellos que
hubiesen caido al suelo, para posteriormente sacarles la pulpa y obtener las
semillas que luego fueron lavadas con agua, lo cual ayudé a eliminar restos
de pulpay sacar algo de testa.



Seguidamente, se realiz0 una escarificacion de la semilla, que consistio en
efectuar un corte horizontal de 1-2 cm en la parte apical y otro de no mas de
4-5 mm en la base de los cotiledones, procediendo ademas a remover
completamente la testa de acuerdo a lo sefialado por BERGH (1988).

Una vez concluida la escarificacion, se llevd a cabo un tratamiento con
giberelinas, que consistid en sumergir por 12 horas la misma cantidad de
semillas de cada variedad en una solucion de acido giberélico (producto
comercial Pro-Gibb, polvo soluble con GA; al 10%), en dosis de O y 500 ppm
de GAg, respectivamente.

Posteriormente, todas las semillas fueron desinfectadas en base a productos
guimicos, sumergiéndolas por 15 min en una solucion fungicida compuesta
por Bayer 5072 70%WP mas Captan 80WP, en dosis de 7.5y 25 gr,
respectivamente, disueltos en 10 | de agua por cada 10 kg de semilla.

3.3. Siembra :

A continuacién, se realizé un pregerminado poniendo las semillas de ambos
cultivares en una cama de almacigo fria bajo invernadero a fines de abril. Esta
cama estaba compuesta por una mezcla de arena con aserrin en una

relacion de 2:1 previamente esterilizada con vapor a 82 °C por 30 min.

Las semillas, fueron puestas en hileras distanciadas a 6 cm una de otra sobre
la superficie del suelo (que contenia una humedad adecuada), apoyando su

base y enterrandolas de manera que la parte superior quedara a ras de suelo.



Una vez realizada la siembra en la cama de semilla, ésta se cubrié con un
plastico transparente de 0.15 mm de espesor, con el fin de aumentar la
temperatura del sustrato y favorecer la germinacion conforme a lo indicado
por GARDIAZABAL y ROSENBERG (1991). Esta cubierta de polietileno se

mantuvo puesta hasta el momento en que emergieron la totalidad de las
plantulas.

3.4. Trasplante a contenedores:

Subsiguientemente, las plantulas de semilla que germinaron (semillas
nodrizas), y comenzaron a mostrar un desarrollo saludable alcanzando un
largo de radicula de 2 a 3 cm, fueron retiradas de la cancha de pregerminado
y seleccionadas para su posterior establecimiento en contenedores.

Como contenedor, se ocuparon bolsas de polietileno negro (0,1 mm espesor),
de 40 cm de largo y 12 cm de diametro, utilizando como medio de
propagacion tres tipos de sustrato, tales como:

 turba-arena (1:1 v/v); mezcla que al final del ensayo presenté un pH de 4.8
y una CE de 0.94 mmhos/cm a 25 °C.

 suelo francoarcilloso mas arena y tierra de hoja (1:1:1 v/v), mezcla que al
final del ensayo mostr6 un valor de pH de alrededor a 8.41 y una CE igual
a 2.49 mmhos/cm a 25 °C.

o perlita, cuyo pH al final del ensayo fue de 7.63 y CE igual a
0.67 mmhos/cm a 25 °C.



En esta etapa se llenaron todas las bolsas a 1/3 de su capacidad, para lo cual
se doblo el extremo sobrante de cada una de ellas hasta dejarlas a una altura
de 13 cm desde la base, quedando los bordes de la bolsa a un mismo nivel
con la parte apical de los cotiledones de la semilla (Anexo 1).

No obstante, es importante indicar que todos los sustratos utilizados fueron
previamente desinfectados con vapor a 82 °C por 30 min, a excepcion de
perlita (sustrato estéril).

Inmediatamente después de realizado el trasplante a contenedor, se efectud
un riego con un producto fungicida del grupo quimico de los benzimidazoles
como Benomilo (producto comercial), en dosis de 100 gr/ 50 | de agua
aplicando 75 cc/ bolsa.

3.5. Medio ambiente y manejo del invernadero:

Se utilizé un invernadero de dos aguas con estructura de madera, el cual
estaba cubierto con polietileno transparente de 0.15 mm de espesor.

En cuanto al medio ambiente dentro de dicha estructura, el ensayo se realizé
bajo condiciones semicontroladas de temperatura, para lo cual se instal6 al
interior del invernadero un termémetro de maxima y minima con el que se
mantenia un registro diario de esta variable.



3.5.1. Control de la temperatura.

Se traté de mantener la mayor parte del tiempo una temperatura nocturna de
alrededor de 10 a 13 °C, y durante el dia en un rango de 22 a 28 °C, a traves
de todo el proceso.

Por consiguiente, desde fines de otofio a inicios de primavera se suministro
calor en forma artificial mediante la utilizacion de dos estufas eléctricas que
se conectaban entre las 17:30 y las 10:00 hr, y en algunos casos durante las
24 horas, cuando la temperatura externa era menor a 13 °C.

Ademas, durante el mismo periodo se coloc6 un pedazo de polietileno
transparente 0.15 mm de espesor al interior del invernadero a modo de un
sistema de doble techo, el cual se sujet6 en la base de las cerchas.

Es asi, que durante los meses de invierno la temperatura mas baja registrada
fue de 4 °C y de 34 °C la mas alta; la mayor amplitud térmica mensual
promedio fue de 7.7-29.3 °C.

A mediados de octubre, se retir6 el doble techo y se mantuvieron levantadas
las cortinas laterales, con el fin de mantener aireado el invernadero para
tratar de no sobrepasar los 28 °C durante el dia.



3.6. Desarrollo de la planta nodriza e injertacion :

Las plantas de semilla se dejaron desarrollar en el invernadero, y cuando
alcanzaron un diametro de brote aproximado de 5 a 6 mm, se utilizaron como
plantas nodrizas y fueron injertadas.

El tipo de injerto usado fue el de pequefia hendidura o cufia, el cual se realizé
en el portainjerto franco a una alturade 5a 7 cm.

3.6.1. Obtencion del material de injertacion.

Las puas se obtuvieron de un huerto nuevo de la Facultad de Agronomia de
la Universidad Catdlica de Valparaiso. Dicho material se seleccion6 de
arboles jovenes de 3 afios de edad del cultivar Hass, que presentaban buen
vigor, desarrollo y estado sanitario.

No se utilizé puas de un portainjerto clonal, ya que no se contaba con dicho
material.

3.6.2. Tipo de material.

En todas las fechas en que se presentaron plantas con diametro injertable, se
tratdé de utilizar material no muy tierno ni demasiado lignificado, o con hojas
nuevas y que presentara 2-4 yemas hinchadas.



El material se recolect6 el mismo dia de la injertacion, eliminando las laminas
de las hojas y dejando el peciolo, inmediatamente después que las puas (de
10 cm de largo), eran cortadas del arbol.

La obtencion de puas se realizd entre los meses de agosto a diciembre en
forma escalonada, por lo cual se usaron distintos tipos de material a injertar:

* puas terminales provenientes del fin de la brotacién de otofio, que se
ocuparon para la injertacion que se realiz6 en el periodo correspondiente a
agosto-septiembre.

* vastagos que presentaban densos verticilios de yemas (que indican el
término del crecimiento de la estacion previa), provenientes de la zona
media de ramillas laterales y terminales, para los injertos hechos durante
septiembre-octubre.

* puas terminales provenientes del término de la brotacion fuerte de

primavera, que se usaron para la injertacion de noviembre a diciembre.

Por otro lado, para cubrir la zona de union del injerto, se utilizé una cinta
plastica no transparente 0.1 mm de espesor con un ancho aproximado de 1.5
a 3.0 cm, la cual se retir6é una vez que el injerto hubiese prendido o tiempo
después, previo a que se produzcan problemas en el normal desarrollo de la
pua por estrangulamiento.

A medida que brotaron los injertos, se dejé una sola yema emergente que
poseia vigor palpable, y cuando ésta alcanz6 0,5 a 3 cm en longitud, las
plantas fueron transferidas a una camara oscura para que se produjera la
etiolacién del tejido (Anexo 1).



3.7. Permanencia en camara de etiolacion :

Para producir la etiolacion de la planta, se utiliz6 una camara de construccion
semisdlida de 10.5 m® que se mantuvo en absoluta oscuridad, la cual sin
embargo, contaba con un sistema de luz infrarroja que se activaba cada vez
gue se tenia que efectuar algin manejo dentro de ella, mas repisas de tres
niveles en las cuales se situaban las plantas que ingresaban a la camara, y
un equipo de aire acondicionado para regular la temperatura interna.

En cuanto al manejo del medio ambiente al interior de la camara de
etiolacion, éste se controld mediante el uso de un termometro de maxima y
minima, el cual se mantuvo en un rango de temperaturas que fluctuaba entre
17 a 28 °C diariamente, siendo lo éptimo una temperatura constante de 21-24
°C (BROKAW, 1987). Por su parte, la humedad relativa no se controlé y solo
se procedié a mantener mojado constantemente el suelo de la camara, a
modo de contrarrestar la sequedad del ambiente generada por el uso del

equipo de aire acondicionado, y de esta forma evitar la deshidratacion del
tejido etiolado.

Dentro de la cadmara, a los brotes injertados se les permitié crecer hasta
alcanzar una altura aproximada de 30 cm (Anexo 2).

3.8. Procedimiento posterior:

Las plantas etioladas fueron retiradas de la cAmara oscura y llevadas a un
meson en donde se procedio a realizar un lesionado del tejido etiolado con

una sierra en los primeros 10 a 15 cm de altura desde la zona del injerto, para



luego aplicar sobre esta superficie una dosis de auxinas que correspondi6 a
una mezcla de 2000 ppm de AIB (sal potasica) mas 1000 ppm de ANA
(disuelto en KOH), que se aplico con pincel sobre dicho tejido.

Una vez que la solucién de hormonas aplicada por planta se seco, se puso
cerca de la base del brote etiolado un anillo de metal (aluminio), de 0.5a 1 cm
de ancho en forma de "C" apretado flojamente rodeando todo el perimetro del
tallo a enraizar, con la finalidad de provocar en esta zona del brote un
estrechamiento gradual a medida que la planta se desarrolla, y extinguir de
esta forma la vida de la planta nodriza después que se ha completado la
propagacion (Anexos 3y 4).

Finalmente se desdobl6 y extendié completamente los extremos sobrantes de
la bolsa, la cual fue llenada en su totalidad con los distintos sustratos a probar
en la propagacion clonal de paltos para continuar la etiolacion del tejido de la
base del brote dejando sélo las hojuelas apicales descubiertas. En cuanto al
lesionado que se realiz6 sobre el tejido etiolado, GARDIAZABAL

(1996) , en una muy reciente visita realizada al vivero Brokaw, sefiala que es
una nueva modificacidén incorporada dentro del actual proceso de obtencion
de portainjertos clonales en palto, el cual mejora la penetracion de la solucién
de auxina aplicada, incrementando aun mas el enraizamiento obtenido.

Por dltimo, las plantas se pusieron a la sombra por pocos dias para prevenir
guemaduras del tejido por el sol, hasta que la clorofila se hubiera desarrollado
en el brote y en algunas hojas (Anexo 5).

* GARDIAZABAL, F. Ingeniero Agronomo. 1996. Profesor, Universidad Catélica de
Valparaiso. Facultad de Agronomia. Comunicacién personal.



Posteriormente, las plantas fueron nuevamente llevadas al invernadero para
que prosiguieran su desarrollo y alcancen el estado necesario para realizar la
segunda injertacion (con la variedad comercial seleccionada), sobre el
portainjerto clonal enraizado.

3.9. Manejo de las plantas :

El riego de las plantas en el invernadero se efectu6 mediante manguera, con
una frecuencia de 2-3 veces al mes durante el periodo comprendido entre
otofio e invierno. En cambio, durante las estaciones de primavera y verano se
rego con una frecuencia de dos a tres dias.

Dentro de la camara de etiolacion el riego se realiz6 manualmente con un
vaso precipitado aplicando alrededor de 100 cc por planta cada tres dias. Se
utilizé agua de pozo como fuente de abastecimiento, la cual poseia un pH de
7.21 y un valor de CE de alrededor a 0.65 mmhos/cm a 25 °C.

En cuanto a la fertilizacion, por presentarse dentro del invernadero plantulas
con sintomas de deficiencia, principalmente en aquellas que tenian perlita
como sustrato, se realizaron aplicaciones desde agosto en adelante cada 15
dias, donde las primeras se suministraron en forma foliar con productos como
Bayfolan (200 cc) mas Urea (100 gr) disueltas en 100 | de agua y las
restantes via riego aplicando una dosis de 0.5 gr de urea por planta.

También, cuando las plantas estaban al interior de la camara oscura se
realizaron algunas aplicaciones de urea via riego a toda planta con brote
etiolado mayor o igual a 5 cm en dosis de 0.2 gr por planta.



El control fitosanitario consistié en aplicaciones de los fungicidas ya
mencionados anteriormente, mas dos aplicaciones de Benomilo dentro la
camara de etiolacion producto de un ataque fungoso severo que se generé
durante los meses de noviembre y diciembre, como también una aplicacién
del mismo fungicida la primera semana de enero a las plantas que se

encontraban en el sombreadero.

Ademas, bajo invernadero se hizo una aplicacion contra un ataque de
pulgones (Myzus persicae), que se produjo la primera semana de julio y que
se controlé en base a un insecticida del grupo de los carbamatos como es
Pirimor (producto comercial; ingrediente activo pirimicarb) en dosis de 40
gr/100 I.

El control de malezas, tanto en la calle como en los contenedores, se realiz

en forma manual.

3.10. Tratamientos y parametros evaluados :

Los tratamientos fueron los siguientes :

T1 : Mexicola + O ppm GA3; + mezcla 1/3 suelo francoarcilloso, 1/3 tierra de
hoja, 1/3 arena.

T2 : Mexicola + O ppm GA3 + mezcla turba-arena (1:1).

T3 : Mexicola + O ppm GA;3 + perlita.

T4 : Mexicola + 500 ppm GA3; + mezcla 1/3 suelo francoarcilloso, 1/3 tierra de
hoja, 1/3 arena.

T5 : Mexicola + 500 ppm GA3; + mezcla turba-arena (1:1).

T6 : Mexicola + 500 ppm GA; + perlita.



T7 : Topa topa + O ppm GA3 + mezcla 1/3 suelo francoarcilloso, 1/3 tierra de
hoja, 1/3 arena.

T8 : Topa topa + O ppm GA3; + mezcla turba-arena (1:1).

T9 : Topa topa + O ppm GAg + perlita.

T10 : Topa topa + 500 ppm GA;z; + mezcla 1/3 suelo francoarcilloso, 1/3 tierra
de hoja, 1/3 arena.

T11: Topa topa + 500 ppm GA3 + mezcla turba-arena (1:1).

T12 : Topa topa + 500 ppm GAg3 + perlita.

Una vez terminado el trasplante de plantulas a contenedores se realiz6 la
evaluacion del crecimiento vegetativo de las plantas a través de la medicion
del largo de brote semanalmente y su diametro cada 15 dias previo a la
primera injertacion. Para realizar las mediciones de largo se empled una
huincha milimétrica y para las de diametro se utilizé un pie de metro, midiendo

el diametro a una altura constante de 5 cm.

Finalmente, como una forma de chequear el proceso de rizogénesis, al cabo
de 30 dias de aplicados los distintos manejos que favorecen la formacion de
raices (etiolacion, lesionado, auxinas, anillo y acodo), se realizd una
caracterizacion de cada una de las plantas que en diferentes fechas
alcanzaron a llegar a esta fase del proceso, la cual consistié en un analisis
visual del tejido tratado, observando si hubo formacién de tejido de callo y/o
iniciales de raices. Ademas, en este mismo periodo, se procedio a estimar el
grado de aclimatacion de dichas plantas que fueron sacadas de la camara
oscura, tratadas y transferidas a un sombreadero, para lo cual se evalud el
porcentaje de plantas que sobrevivieron y presentaron un buen desarrollo
posterior.



3.11. Disefno del experimento :

La unidad experimental estuvo constituida por una planta y cada tratamiento
tuvo 40 repeticiones. La disposicion espacial del ensayo se muestra en el
Anexo 6. Se utilizé esta disposicion espacial s6lo como una forma de facilitar
el manejo del ensayo, y se realiz6 una vez efectuados los respectivos sorteos
gue sustentan el disefio experimental empleado, es decir, cada planta de una
misma combinacién tuvo la misma probabilidad de estar en cualquiera de los
tratamientos.

El disefio estadistico utilizado correspondié a un disefio completamente al
azar, con arreglo factorial 2 X 2 X 3, donde los factores fueron dos niveles
de &cido giberélico, dos variedades y tres tipos de sustrato. Los
promedios fueron analizados mediante el Test de Tukey, cuando no hubo
interaccion significativa, y por comparacion independiente de cada factor
usando el mismo test de separacion de medias cuando la interaccién fue
significativa.



4. PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

Ensayo 1: EFECTO DE LA APLICACION DE ACIDO GIBERELICO, USO DE
DISTINTOS SUSTRATOS Y VARIEDAD, SOBRE EL
CRECIMIENTO EN ALTURA DE LA PLANTA NODRIZA.

4.1. Influencia sobre el crecimiento en altura de la planta :

Los resultados obtenidos del analisis estadistico sefialan que no existié
interaccion entre el acido giberélico, sustrato y variedad durante el primer
periodo comprendido desde los 35 hasta los 105 dias después de siembra
(momento en que se inicio la injertacion de las primeras plantas), es decir,
gue en este lapso el comportamiento relativo de estos factores no vari6 en las
diferentes fechas de observacion para los distintos grupos de tratamientos.

Sin embargo, a inicios de septiembre (133 dias después de siembra), mes en
el cual mas de la mitad del total de los tratamientos tuvo a lo menos tres
repeticiones injertadas y que se establecié como fecha final de comparacion,
los tres factores por separado siguieron siendo significativos. No obstante, el
analisis de varianza de los resultados en este mismo periodo demostro
ademas, que existia una interaccion entre los factores sustrato y variedad.

En cuanto al comportamiento de cada uno de los factores durante el primer
periodo de desarrollo comprendido entre los 35 a 105 dias después de
siembra, se puede sefialar que respecto a los resultados de la aplicacion de
acido giberélico sobre el crecimiento en altura de las plantas, se evidencio un
claro efecto de este factor en todos los tratamientos en que se utilizd una
dosis de 500 ppm, independientemente del uso de distintos sustratos y



variedad, ya que en éstos (T4, T5, T6, T10, T11 y T12), se produjo un mayor

crecimiento en altura para todas las fechas de muestreo (Cuadro 1).

A su vez, el hecho que los tratamientos que incluyeron uso de GAs en dosis
de 500 ppm alcanzaran alturas mayores de planta, puede atribuirse a los
conocidos efectos que produce este regulador de crecimiento en cuanto a
adelantar la germinacion y favorecer el crecimiento de los tejidos, lo que
concuerda con los resultados obtenidos en palto por BURNS et al. (1966),
quienes demostraron que si se sumergian semillas de palto cv. Duke post-
escarificacion en una solucion con giberelinas previo a la siembra, éstas
mostraban una germinacion y crecimiento comparativamente rapidos.

Ademas, también coincide con los resultados de trabajos anteriores
realizados en cereales como cebada y arroz en donde se obtuvo un mas
rapido crecimiento con la aplicacion de giberelinas (HAYASHI, 1940, citado
por WEAVER, 1980); en flores como camelia donde el uso de GA;
incremento la tasa de germinacion y crecimiento inicial (WEAVER, 1972); en
especies frutales tales como citricos donde el GA3z, ademas de aumentar el
porcentaje de germinacion, indujo un crecimiento mas rapido de las plantas
durante varios meses (BURNS y COGGINS, 1969 ; WEAVER, 1980) ; y en
manzano, vid y duraznero, en que su uso incrementd y/o adelanto la
germinacion en algunos dias acelerando ademas el subsiguiente crecimiento
de las plantulas (WEAVER, 1980).



CUADRO 1. Efecto del acido giberélico sobre el crecimiento en altura (cm)
alcanzado por las plantulas de distintos tratamientos, en seis
fechas de observacion.

Crecimiento en Altura (cm)
Acido Dias después de siembra
Giberélico
35 49 63 77 91 105
(24/5) (7/6) (21/6) (5/7) (19/7) (5/8)
0 ppm 0.62 a* 2.36 a 4.70 a 7.40 a 10.17 a 1351 a
500 ppm 189 b 423 b 737 b 9.59 b 1232 b 1582 b

* Valores seguidos de una misma letra en una misma columna no difieren estadisticamente
segun la prueba de comparacién multiple de Tukey (p=0.05).

Por otro lado, cabe mencionar que la funcién de las giberelinas en la
elongacion celular ain no se conoce muy bien, existiendo muchas teorias
atractivas en cuanto a su modo de accion (WEAVER, 1980). Por lo tanto, el
mayor crecimiento en altura logrado en los tratamientos en que se incluyo el
uso de GAgs, pudo deberse quizés a la hipétesis propuesta por MACLEOD y
MILLAR (1962), donde este regulador de crecimiento produciria la induccién

de las enzimas que debilitan las paredes celulares.

Sin embargo, VAN OVERBEEK (1966) sefiala que las giberelinas también
podrian provocar la formaciéon de enzimas proteoliticas de las que se
esperaria una liberacion de triptofano (precursor del acido indol acético). Con

frecuencia las giberelinas incrementan el contenido de auxinas. KURAISHI y




MUIR (1963), citados por WEAVER (1980), mencionan que las giberelinas
pueden transportar a las auxinas a su lugar de accién en las plantas.

Otra causa puede ser que las giberelinas estimularian la biosintesis de acidos
polihidroxicinamicos (compuestos que inhiben la AlA oxidasa), promoviendo
por consiguiente los procesos mediados en las plantas por las auxinas
(KOGL y ELEMA, 1960).

Como también, que estas fitohormonas estimularian la elongacion celular
mediante la hidrdlisis del almidén, pudiendo incrementar la concentracién de
azucares y elevando asi la presion osmdética en la savia celular, de modo que
el agua entra a la célula y tiende a expandirla (SALISBURY y ROSS, 1994).

En relacion al efecto del tipo de sustrato sobre el crecimiento en altura de las
plantulas durante este mismo periodo, se pudo apreciar que a los 35 dias
después de siembra, no existieron diferencias significativas al utilizar
cualquiera de los tres sustratos en estudio, ya que en todos los tratamientos

en cuestion se alcanzd el mismo nivel de crecimiento.

Sin embargo, en las mediciones siguientes realizadas desde los 63 hasta 105
dias después de siembra, se vio que hay efecto del sustrato sobre el
crecimiento en altura de las plantas, el cual fue mayor cuando se utilizo la
mezcla de sustrato turba-arena (1:1) correspondiente a los tratamientos T2,
T5, T8 y T11, siendo el sustrato con que se obtuvieron los mejores
resultados.



Por su parte, con los sustratos 1 y 3 se obtuvo un menor crecimiento de las
plantas y su efecto fue similar, es decir, da lo mismo utilizar cualquiera de los

dos sustratos (Cuadro 2).

CUADRO 2. Efecto del tipo de sustrato sobre el crecimiento en altura (cm)
alcanzado por las plantulas de distintos tratamientos, en seis
fechas de observacion.

Crecimiento en Altura (cm)
Sustratos Dias después de siembra
35 49 63 77 91 105
(24/5) (7/6) (21/6) (5/7) (a9r7) (5/8)
1* 1.01 a* 2.76 a 541 a 781 a 10.56 a 13.78 a
2 1.37 a 383 b 6.97 b 983 b | 13.06 b | 1685 b
3 1.37a 3.29 ab 5.72 a 7.86 a 10.11a 13.37 a

* Valores seguidos de una misma letra en una misma columna no difieren segun la prueba
de comparacién multiple de Tukey (p=0.05).

« 1: 1/3 arena + 1/3 suelo franco-arcilloso + 1/3 tierra de hoja.
2 :turba-arena (1 :1).
3: perlita.

El hecho que el conjunto de tratamientos que incluyd el sustrato turba-arena
(1 :1), tuviera una mayor respuesta respecto a los otros tratamientos en que
se usO tanto una mezcla constituida por 1/3 de suelo franco-arcilloso, 1/3 de

tierra de hoja, mas 1/3 de arena, como asi también perlita, podria deberse a



las distintas propiedades quimicas que posee cada uno de estos sustratos en
estudio, donde al parecer caracteristicas como el pH principalmente estarian
influyendo en el crecimiento final de las plantulas, ya que con la mezcla turba-
arena (1:1) que al final del ensayo presentd el pH mas bajo de los tres (igual
a 4,8), se obtuvo los mayores crecimientos en altura corroborando de este
modo lo sefialado por GARDIAZABAL y ROSENBERG (1991), en relacion a
gue el palto por ser una especie originaria de un clima semitropical, su
crecimiento y desarrollo se ve favorecido en suelos con pH mas &cidos.

Por otro lado, en base a lo reportado por BAKER (1957), citado por TAPIA
(1977); GOH y HAYNES (1977); HARTMANN y KESTER (1981); y ODNEAL
y KAPS (1990), dichos resultados también pueden ser producto de las
propiedades fisicas que presenta cada uno de los sustratos utilizados, ya que
la porosidad y aireacion del medio, como la capacidad de retencion de
humedad, entre otros, es notoriamente diferente en cada uno de ellos y
estarian influyendo en cierta medida sobre el crecimiento alcanzado por las
plantas.

Por otra parte, al analizar los resultados obtenidos durante este primer
periodo en relacion a la variedad y su efecto sobre el crecimiento en altura de
las plantulas, se puede sefalar que hasta los 91 dias después de siembra
existe un efecto significativo de la variedad sobre el crecimiento, ya que con
el cultivar Mexicola se obtuvieron los mayores valores de altura de planta
respecto a lo ocurrido con Topa Topa.



No obstante, a los 105 dias después de siembra no se vio un efecto
significativo de la variedad en el crecimiento alcanzado por las plantas,
puesto que al utilizar tanto el cultivar Mexicola como Topa Topa se obtuvieron
los mismos resultados (Cuadro 3).

CUADRO 3. Efecto de la variedad sobre el crecimiento en altura (cm)
alcanzado por las plantulas de distintos tratamientos, en seis
fechas de observacion.

Crecimiento en Aftura (cm)

Variedad Dias después de siembra
35 49 63 77 91 105
(24/5) {7/6) {21/6) {(5/7) (19/7) {5/8)
Mexicola 1.45a° 4.08 a 746 a 990a 12.39a 15.06 a

Topa Topa 105 b 252 b 461 b 789 b 1010 b 1427 a

* Valores seguidos de una misma letra en una misma columna no difieren segun la prueba
de comparacion multiple de Tukey (p=0.05).

Dicho comportamiento se puede atribuir quizas a que, a pesar de pertenecer
ambos cultivares a la raza mexicana, es decir, formar parte de un grupo
genéticamente diferenciable por caracteristicas de orden fisiologicas, cada
uno posee ciertas peculiaridades que le son propias, como es por ejemplo la
lenta y desuniforme germinacién que se produce en Topa Topa a diferencia
de Mexicola, lo cual pudo ser la causa del menor tamafio alcanzado
inicialmente por las plantas de dicho cultivar antes de los 105 dias desde
siembra.



Ademas, si estos resultados se relacionan con los obtenidos por BURNS et
al. (1966), estarian indicando que la dosis de 500 ppm de GA; en el cv Topa
Topa seria un poco baja en un principio para adelantar la germinacion de las
semillas, crecimiento de las plantulas y uniformidad (Cuadros 1y 3).

Finalmente, en cuanto al comportamiento de cada uno de los factores en la
fecha final de analisis correspondiente a los 133 dias después de siembra, se
puede sefialar que respecto al acido giberélico los resultados indican que hay
un efecto independiente de este factor sobre el crecimiento en altura
alcanzado por las plantas. Por lo tanto, es diferente aplicar una dosis de O 6
500 ppm, ya que cuando se us0 esta ultima concentracion, se alcanzé un
mayor tamafio de planta que cuando se aplicé la otra dosis de GA; (Cuadro
4).

CUADRO 4. Efecto de la aplicacion de acido giberélico sobre el crecimiento
en altura (cm) de plantulas de palto de distintos tratamientos, a
los 133 dias después de siembra.

ACIDO CRECIMIENTO EN ALTURA (cm)
GIBERELICO {PROMEDIO DE TRATAMIENTOS)
0 ppm 17.6a
500 ppm 187 b

* Promedios con letras iguales no son estadisticamente diferentes, segun
Test de Tukey (p=0.05).



Por otro lado, en la misma fecha de observacion también se produjo una
interaccion entre el tipo de sustrato y variedad utilizada, la que al ser
analizada respecto al efecto que produce cada uno de los factores de la
combinacién, ésta mostro que al utilizar tanto el sustrato 1 como el 2, con el
cv. Mexicola no se produce el mismo resultado en el tamafio de la planta que
al ocupar dichos sustratos con el cv. Topa Topa (son significativamente
distintos los crecimientos en altura obtenidos en cada uno de los sustratos), a
diferencia de lo que sucede al usar el sustrato 3 en donde se obtiene el
mismo tamafo en ambos cultivares. Por lo tanto, en los sustratos 1y 2 es

donde se produce una dependencia con la variedad (Cuadro 5).

CUADRO 5. Efecto del sustrato y variedad sobre el crecimiento en altura
(cm) de plantulas de palto, a los 133 dias después de siembra.

VARIEDAD
CRECIMIENTO EN ALTURA (cm)
SUSTRATO
1 2 3
Mexiola 16.5a* 17.8a 18 1a
Topa Topa 196 b 222 b 17.2a

*Valores seguidos de una misma letra en una misma columna no difieren estadisticamente
segun la prueba de comparacién mdiltiple de Tukey (p=0.05).



Del mismo modo, al analizar la interaccion en el otro sentido, ésta demuestra
gue no hay dependencia entre los factores involucrados al usar cualquiera de
los tres sustratos con el cv Mexicola, ya que en éstos se alcanza el mismo
tamafo de planta a diferencia de lo acontecido en Topa Topa, en donde
claramente hay disparidad en el crecimiento obtenido al ocupar cada uno de
los tres sustratos, siendo mayor en la mezcla turba-arena (1:1) y menor en la
perlita (Cuadro 6).

CUADRO 6. Efecto del sustrato y variedad sobre el crecimiento en altura del
tallo (cm) de plantulas de palto, a los 133 dias después de

siembra.
CRECIMIENTO ENALTURA (cm)
SUSTRATO VARIEDAD
Mexicola Topa Topa
1 16.5 a* 196 b
2 17.8 a 222 ¢
3 18.1a 17.2a

* Valores seguidos de una misma letra en una misma columna no difieren estadisticamente
segun la prueba de comparacion multiple de Tukey (p=0.05).



Ensayo 2 : EFECTO DE LA APLICACION DE ACIDO GIBERELICO, USO
DE DISTINTOS SUSTRATOS Y VARIEDAD, SOBRE EL
CRECIMIENTO EN DIAMETRO DE LA PLANTA NODRIZA.

4.2. Influencia sobre el crecimiento en diametro de la planta :

El analisis estadistico de los datos demuestra que no existe interaccion entre
los factores acido giberélico, sustrato y variedad, y que s6lo hubo un efecto
independiente de cada uno de ellos en las fechas de muestreo analizadas
desde los 49 hasta los 119 dias después de siembra.

A su vez, en la subsiguiente fecha de muestreo establecida como la final de
andlisis, correspondiente a los 133 dias después de siembra, cuando mas de
la mitad del total de los tratamientos tuvo a lo menos tres repeticiones
injertadas, los tres factores por separado siguieron siendo significativos ; sin
embargo, el analisis de varianza también mostré significativa la interacciéon
entre los factores sustrato y variedad.

En cuanto al comportamiento de cada uno de los factores durante el primer
periodo de desarrollo comprendido entre los 49 a 119 dias después de
siembra, se puede sefialar que respecto al efecto que produjo el acido
giberélico sobre el desarrollo de las plantulas, el andlisis de los resultados
indica que durante dicho periodo los tratamientos que incluyeron este factor
en dosis de 500 ppm fueron quienes alcanzaron en promedio un mayor
crecimiento en diametro de tallo, medidos a los 5 cm desde el cuello de la
planta, a diferencia del conjunto de tratamientos en que se us6 una dosis de O
ppm donde se logré un diametro menor (Cuadro 7).



CUADRO 7. Efecto del &cido giberélico sobre el diametro (mm) alcanzado
por las plantulas de distintos tratamientos, en seis fechas de

muestreo.
Crecimiento en Diametro (mm)
) Dias después de siembra
Acido
Giberélico 49 63 77 91 105 119
(7/6) (21/6) (5/7) (19/7) (5/8) (19/8)
0 ppm 0.15 a* 0.78 a 1.64a 2.38 a 2.99 a 3.47 a
500 ppm 038 b 151 b 223 b 275 b 335 b 366 b

* Valores seguidos de una misma letra en una misma columna no difieren segun la prueba
de comparacion multiple de Tukey (p=0.05).

Los mejores resultados obtenidos al aplicar acido giberélico, pueden

atribuirse a los efectos que produce este regulador de crecimiento sobre la

germinacion, divisién y/o la elongacién celular, ya que en éstos provoca un

adelanto en la germinacion y una activacion tanto del crecimiento como del

desarrollo de los tejidos respectivamente, lo que coincide con los resultados
obtenidos en palto por BURNS et al. (1966), quienes obtuvieron plantas de
mayor diametro al ocupar dosis de GA; superiores a 100 ppm.

Ademas, corrobora lo sefialado por PALEG (1965) en relacion a que las

giberelinas estimulan la divisién y/o la elongacion celular.




De igual forma, el mayor crecimiento en diametro de planta con el uso de
acido giberélico en dosis de 500 ppm puede ser quizas producto del adelanto
en la germinacioén de las semillas, ya que con ésto las plantas habrian
dispuesto de un mas largo tiempo para su crecimiento y desarrollo.

Por otro lado, cabe mencionar que los resultados obtenidos difieren con los
de WHITSELL et al. (1989), quienes sefalan que al remojar semillas de palto
en una solucion con acido giberélico en concentraciones de 500 a 1000 ppm,

los tallos resultantes pueden ser largos y delgados, no deseables para la
multiplicacion.

A su vez, se midié el efecto del sustrato durante el mismo periodo de
observacion sefalado anteriormente, y en base a los resultados obtenidos del
analisis, se pudo determinar que hubo diferencias significativas al usar cada
uno de los tres sustratos en estudio en cada una de las fechas de muestreo.
Es asi que al usar la mezcla turba-arena (1:1) siempre se obtuvo un mayor
aumento en el didmetro de las plantas, debido quizas, a las caracteristicas
fisicas y quimicas que presenta dicho sustrato que lo hacen ser el mas
recomendable para la propagacion, confirmando de esta forma lo reportado
por BAKER (1957), citado por TAPIA (1977) y ODNEAL y KAPS (1990).

Por otro lado, también se puede sefialar que usando tanto el sustrato 1 como
el 3, se obtuvo los mismos resultados sobre el didmetro de planta en todas
las fechas del periodo analizado, existiendo una similitud en los efectos
producidos al usar el sustrato 2 o 3 solamente en el dia 49 y 77 de muestreo
(Cuadro 8).



CUADRO 8. Efecto del tipo de sustrato sobre el crecimiento en didmetro

(mm) alcanzado por las plantulas de distintos tratamientos, en
seis fechas de observacion.

Crecimiento en Diametro (mm)
Sustrato Dias después de siembra
49 63 77 91 105 119
(7/6) (21/6) (5/7) (19/7) (5/8) (19/8)
1* 0.17 a* 0.96 a 1.70 a 2.38 a 297 a 3.45a
2 042 b 1.46 b 221 b 293 b 351 b 384 b
3 0.22 ab 10la 1.90 ab 2.39 a 3.03 a 34l1la

* Valores seguidos de una misma letra en una misma columna no difieren segun la prueba
de comparacion multiple de Tukey (p=0.05).

» 1:1/3 arena + 1/3 suelo franco-arcilloso + 1/3 tierra de hoja.
2 :turba-arena (1 :1).
3 : perlita.

La razon de estos resultados es la misma que la expuesta anteriormente

respecto al crecimiento en altura de las plantas durante el primer periodo.

Por otro lado, existe un claro efecto de la variedad sobre el diametro de
planta obtenido al usar uno u otro cultivar, ya que en cada uno de los dias de
muestreo analizados, se produjo una diferencia significativa al usar Mexicola

o Topa Topa, siendo mayor el desarrollo logrado cuando se utiliz6 Mexicola
(Cuadro 9).




CUADRO 9. Efecto de la variedad sobre el crecimiento en didmetro (mm)
alcanzado por las plantulas de distintos tratamientos, en seis
fechas de observacion.

Crecimiento en Diametro (mm)

Variedad Dias después de siembra
49 63 77 91 105 119
(7/6) (21/6) (5/7) (19/7) (5/8) (19/8)

Mexicola 0.38 a* 1.63 a 2.39a 3.00 a 3.55a 3.77 a
3.78
Topa Topa 0.16 b 067 b 149 b 213 b 278 b | 336 b

* Valores seguidos de una misma letra en una misma columna no difieren segun la prueba
de comparacion multiple de Tukey (p=0.05).

Dicho comportamiento se podria atribuir a que, a pesar de pertenecer ambos
cultivares a la raza mexicana, es decir, formar parte de un grupo
genéticamente diferenciable por caracteristicas de orden fisiolégicas, cada
uno posee ciertas peculiaridades que le son propias, como es por ejemplo la
lenta y desuniforme germinacion que se produce en Topa Topa a diferencia
de Mexicola, lo cual pudo ser la causa del menor diametro alcanzado por las
plantas de dicho cultivar, ya que contaron con un menor tiempo de desarrollo.

Finalmente, en cuanto al comportamiento de cada uno de los factores en la
fecha final de analisis correspondiente a los 133 dias después de siembra, se

puede sefalar que se observé un aumento en el diametro de tallo alcanzado



por las plantulas cuando se aplicé acido giberélico en dosis de 500 ppm, tanto
en el cv Mexicola como Topa Topa en los tres diferentes sustratos cuyos
tratamientos corresponden a T4, T5, T6, T10, T11, y T12 (Cuadro 10).

CUADRO 10. Efecto de la aplicacién de &cido giberélico sobre el crecimiento
en diametro (mm) de plantulas de palto de distintos
tratamientos, a 133 dias después de siembra.

ACIDO CRECIMIENTO EN DIAMETRO (mm)
GIBERELICO {PROMEDIO DE TRATAMIENTOS)
0 ppm 3.70a
500 ppm 394 b

* Promedios con letras jguales no son estadisticamente diferentes, segun Test
de Tukey (p=0.05).

Ademas, en la misma fecha de observacion (133 dias después de siembra),
se produjo una interaccién entre el tipo de sustrato y variedad utilizada, la que
al ser analizada respecto al efecto que produce cada uno de los factores de la
combinacién demuestra que no se producen los mismos resultados en el
diametro de las plantas al utilizar tanto el sustrato 1 como el 3, con el cv.
Mexicola, ya que los valores obtenidos en éstos son superiores a los
alcanzados cuando se ocupan dichos sustratos con el cv. Topa Topa (son
significativamente distintos los crecimientos en diametro obtenidos en cada
uno de los sustratos), a diferencia de lo que sucede al usar el sustrato 2 en

donde se obtienen diametros de planta similares para ambos cultivares. Por



lo tanto, en los sustratos 1 y 3 es donde se produce una dependencia entre
los factores involucrados (Cuadro 11).

CUADRO 11. Efecto del sustrato y variedad sobre el crecimiento en diametro
(mm) de plantulas de palto, a los 133 dias después de

siembra.
VARIEDAD CRECIMIENTO EN ALTURA (cm)
SUSTRATO
1 2 3
Mexicola 4.10 a* 4.04 a 3.99 a
Topa Topa 358 b 3.95a 336 b

* Valores seguidos de una misma letra en una misma columna no difieren estadisticamente
segun la prueba de comparacion multiple de Tukey (p=0.05).

Por otro lado, al analizar dicha interaccion respecto a cada variedad por
separado, ésta demuestra que el crecimiento en diametro alcanzado por el
cv. Topa Topa depende del tipo de sustrato que se esté utilizando, ya que los
mas altos valores obtenidos se produjeron al usar el sustrato 2 (turba-arena);
mientras que con los sustratos 1 y 3 se tuvieron menores e iguales

crecimientos en diametro, no existiendo diferencias entre ambos.




En cambio, en el cv Mexicola con los tres sustratos en estudio se obtuvieron
diametros de planta similares y por consiguiente, no hubo dependencia entre
los factores involucrados (Cuadro 12).

CUADRO 12. Efecto del sustrato y variedad sobre el crecimiento en diametro
(mm) de plantulas de palto, a los 133 dias después de

siembra.
CRECIMIENTO EN DIAMETRO (mm)
SUSTRATO VARIEDAD
Mexicola Topa Topa
1 410a 3.58 a
2 404 a 3.95 b
3 3.99a 3.36a

* Valores seguidos de una misma letra en una misma columna no difieren estadisticamente
segun la prueba de comparacion multiple de Tukey (p=0.05).




4.3. Caracterizacion de las plantas procedentes de distintos tratamientos al

mes de realizado los manejos que favorecen la rizogénesis:

Las observaciones realizadas en dicho periodo arrojaron los siguientes
resultados :

T 1: en este tratamiento fueron evaluadas ocho plantas, de las cuales sélo
dos presentaron formacion de tejido de callo sobre la zona del tejido etiolado
gue fue sometido a lesionado, encontrandose en buen estado sanitario. El
resto de las plantas present6 problemas fungosos.

T2 : en este tratamiento fueron evaluadas nueve plantas, de las cuales sélo
tres presentaron formacion de tejido de callo en la base del brote etiolado por
sobre el anillo (2 estan en buen estado y 1 no). El resto de las plantas se
perdieron por problemas fungosos.

T3 : en este tratamiento fueron evaluadas solo dos plantas, de las cuales una
de ellas present6 formacion de tejido de callo sobre la zona del tejido etiolado
gue fue sometida a lesionado y la otra se perdio.

T4 : en este tratamiento fueron evaluadas siete plantas, de las cuales dos
mostraron formacién de tejido de callo, mas una que presento la formacion de
dos primordios de raiz sobre la zona del tejido etiolado que fue sometido a
lesionado (las tres plantas en buen estado sanitario). El resto de las plantas
se perdieron al parecer por problemas fungosos.

T5: en este tratamiento fueron evaluadas once plantas, de las cuales
ninguna presento formacion de tejido de callo y/o primordios de raices sobre
la zona del tejido etiolado que fue sometido a lesionado, ya que todas se
perdieron por problemas de manejo (lesionado muy drastico), y fungosos.

T 6: en este tratamiento fueron evaluadas seis plantas, de las cuales s6lo una
present6 formacion de tejido de callo sobre la zona del tejido etiolado que fue



sometido a lesionado. Las demds plantas se perdieron al parecer por
problemas fungosos.

T7 : en este tratamiento no hubo evaluacion, ya que ninguna planta alcanzé6 a
llegar a esta etapa del proceso.

T8 : en este tratamiento fue evaluada sélo una planta, la cual no presento
formacion de tejido de callo y/o primordios de raices, debido a la pérdida de
ésta por la pudricion del tejido etiolado.

T9 : en este tratamiento fueron evaluadas dos plantas, las cuales presentaron
formacion de tejido de callo y tres primordios de raices sobre la zona del
tejido etiolado que fue sometida a lesionado.

T10 : en este tratamiento fueron evaluadas dos plantas, de las cuales una de
ellas presento formacién de tejido de callo y tres primordios de raices sobre la
zona del tejido etiolado que fue sometida a lesionado y la otra no, estando
ambas en buen estado sanitario.

T11 : en este tratamiento fueron evaluadas cinco plantas, de las cuales s6lo
una present6 formacion de tejido de callo y primordio de raiz sobre la zona
del tejido etiolado que fue sometido a lesionado. Las demas plantas
presentaron pudriciéon del tejido.

T12 : en este tratamiento no hubo evaluacién, ya que ninguna planta alcanz6
a llegar a esta etapa del proceso.

Es importante sefalar que la totalidad de plantas evaluadas por tratamiento
no fueron caracterizadas todas en una misma fecha, sino que se realizé a
medida que las plantas cumplieran un mes después de realizado los manejos

para favorecer la rizogénesis en una de las cinco fechas establecidas, de
observacion.



En relacion a los resultados obtenidos, se puede apreciar que con el
tratamiento T5 se logré el mayor nimero de plantas que alcanzé a llegar a la
fase 2 (con plantas aptas para realizar manejos que favorecen rizogénesis).
En cambio, con los tratamientos T7 y T12 fue con los que se obtuvo el menor
namero de plantas en dicha fase (Cuadro 13).

CUADRO 13. Porcentaje plantas que alcanzaron la fase 2 respecto al total
por tratamiento.

TRATAMIENTOS | N° DE PLANTAS Yo
T 8 228
T2 9 257
T3 2 57
T4 7 20.0
5 11 314
T6 6 17.1
17 0 0
T8 1 2.8
T9 2 57
T10 2 57
T14 5 14.3
T12 0 0

* Cada tratamiento consta de 35 plantas.

Por otro lado, respecto al nimero de plantas que sobrevivieron y presentaron
un buen desarrollo posterior, después de un mes de realizado los manejos
gue favorecen la rizogénesis (lesionado, aplicacion de auxinas, anillo de

metal y acodo), los resultados obtenidos muestran que los tratamientos T9 y



T10 fueron los que tuvieron el mayor porcentaje de sobrevivencia de plantas
en comparacion a los tratamientos T5 y T8 en donde se produjeron las
peores respuestas. No obstante, cabe sefalar que los malos resultados
obtenidos en T5 pueden ser atribuidos a problemas iniciales de manejo
(lesionado muy drastico), ya que el 40% de las plantas que llegaron a la fase

dos fueron las primeras en ser sometidas a dicho manejo (Cuadro 14).

CUADRO 14. Porcentaje de plantas que comenzaron el proceso de

rizogénesis y resistieron el periodo de aclimatacion, del total
de plantas que alcanzd la fase 2.

TRATAMIENTOS | N° DE PLANTAS %
T1* 2 25.0
T2 1 1.1
T3 1 50.0
T4 3 427
T5 0 0.0
T6 1 16.7
T7 0] 0.0
18 0 0.0
T10 2 100
T11 1 20.0
T12 0 0.0

* Cada tratamiento consta de 35 plantas.

En términos generales, el grado de aclimatacion de las plantas en la totalidad

de los tratamientos en relacion a las plantas que llegaron a la fase 2, fue de
un 24,5%.



4.4. Observaciones realizadas durante la implementacion de la técnica :

Al tiempo que fueron cumpliéndose cada una de las distintas etapas del
proceso, se llevaron a cabo las siguientes observaciones :

- En la fase correspondiente a la escarificacion de la semilla, producto de
estar trabajando con dos cultivares diferentes, se pudo apreciar en términos
de manejo que la labor especifica de remocion de la testa fue bastante mas
facil de realizar en Topa Topa que en Mexicola, debido a que dicha cubierta
estaba mucho menos adherida a los cotiledones de la semilla en el primer
cultivar. Por consiguiente, esta labor en Topa topa se llevé a cabo de manera
facil y rapida (en la mitad del tiempo que demoro la escarificacion en
Mexicola).

- En cuanto al tiempo que se necesitd para alcanzar cada uno de los estados
de desarrollo de la planta durante la ejecucion de la técnica, y basados en los
datos obtenidos por BROKAW (1987), se puede sefialar que para los
distintos tratamientos correspondientes al cultivar Mexicola con y sin acido
giberélico en los tres sustratos evaluados, se logré la germinacion de la
totalidad de las semillas de cada tratamiento en un periodo de 3 semanas, lo
gue coincide con lo reportado por dicho autor. No obstante, cabe sefalar que
para el caso del cultivar Topa Topa esta fase se completd 1 -2 semanas mas

tarde.

Por otro lado, respecto al tiempo requerido por la planta nodriza en alcanzar
el desarrollo minimo necesario para realizar la primera injertacion, en los
distintos tratamientos en estudio se obtuvieron cifras bastante dispares a las

sefialadas por BROKAW (1987), quien alcanzo esta etapa en solo 3a 5



semanas, ya que en el presente ensayo dicho periodo durd 14 a 18 semanas,
ocupando el triple de tiempo que el citado autor.

La razon de esta gran diferencia de tiempo se podria deber a que las
condiciones internas del medio ambiente dentro del invernadero no fueron las
adecuadas, ya que pese a trabajar con calefactores, costo bastante mantener
regulada la temperatura y humedad relativa a niveles éptimos, registrando
una amplitud térmica diaria relativamente alta, sobretodo en invierno, lo que
demuestra la gran importancia de este elemento dentro del sistema y como
influye en el tiempo total de obtencion de portainjertos clénales, lo que implica
contar necesariamente con un cierto nivel de infraestructura basica para que
el método de propagacion sea comercialmente viable.

En cuanto a las demas fases que se alcanzaron a realizar dentro del proceso
(brotacion pua portainjerto clonal; residencia en camara de etiolacion;
estado para injertacion de la variedad comercial), en términos generales
estas coincidieron en tiempo con las obtenidas por BROKAW (1987).

- Al ocupar bolsas de 8 litros no se requirié de una lamina de soporte para
doblar el extremo sobrante de éstas hasta dejarlas a 1/3 de su capacidad en
la gran mayoria de los contenedores, pero una vez finalizado el proceso, se
determind que era necesario utilizar este tipo de estructura de apoyo al
trabajar con sustratos como perlita, debido a que se tienen bastantes
problemas con la estabilidad y deformacion de las bolsas al momento de
realizar los distintos manejos, ademas de aumentar la probabilidad de dafio
por ruptura de raices.



- Otro factor importante a tener en consideracion por lo observado durante el
proceso, fue lo necesario que se hace contar con un buen control de la
temperatura y humedad relativa dentro de la camara de etiolacion, como
también, de las medidas de sanidad existentes dentro de ésta, puesto que si
no se mantienen dentro de rangos Optimos provocan una serie de

desventajas, tales como :

1. Incurrir en un mayor tiempo de permanencia de las plantas al interior de la
camara, debido a un mal control de estos factores, que afectan el
crecimiento y desarrollo del brote etiolado (implica un mayor costo en
dinero y energia).

2. Dar las condiciones adecuadas para que se produzca el desarrollo de
microorganismos fitopatdégenos, principalmente hongos, los cuales se
propagan rapidamente pudiendo provocar una gran pérdida de plantas si
los ataques son severos y/o aumentar la probabilidad de transmision de
enfermedades via portainjerto.

3. Provocar la abscision del brote etiolado por deshidratacion del tejido
generalmente, lo que implica tener que reinjertar e incurrir en una mayor
cantidad de tiempo y manejos.

- Por otro lado, es importante sefialar que aunque no se analizo el efecto de
las distintas épocas de injertacion y el tipo de injerto usado, por no estar
dentro de los objetivos principales del ensayo, se obtuvo un buen indice de
prendimiento mayor al 98% en las distintas fechas en que se realizo la
injertacion, lo que coincidié con lo indicado por WHITSELL et al. (1989).



- Es importante sefialar respecto a los manejos realizados durante el proceso,

gue en la etapa previa a introducir las plantas injertadas dentro de la camara
de etiolacion, se dejen brotar éstas hasta alcanzar una altura de 3 cm, ya que
cuando se ingresaron plantas con muy poco crecimiento del brote (pua
portainjerto clonal), éstos se demoraban mucho en crecer o se caian a los
pocos dias de ingresar a la camara oscura, teniendo que volver a injertar las
plantas.

- Respecto a los tratamientos realizados para favorecer la rizogénesis, es
importante indicar que se debe considerar muy bien el nivel o grado de
lesionado a efectuar sobre el tejido etiolado dependiendo del vigor del brote,
ya que en un principio se tuvieron varias pérdidas de plantas producto de un
lesionado muy severo que termind matando a las plantas.

- En este ensayo, también se observo que tanto la formacion de tejido de
callo, como la aparicion de iniciales de raices, se produjo sélo en la zona
etiolada y lesionada por encima de la region en donde se colocé el anillo de
metal, lo cual podria atribuirse a que en dicha area se efectu6 un conjunto de
manejos que favorecen los procesos de rizogénesis, lo que corrobora lo
sefialado por KADMAN y BEN-YAACOV (1965) respecto a que con la

combinacién de tratamientos favorables se logran mejores resultados en el

enraizamiento.

- Por otro lado, en cuanto al tiempo requerido por la planta nodriza en
alcanzar el estado de desarrollo necesario para injertacion, en el Cuadro 15
se muestra la cantidad de plantas que alcanzaron diametro injertable en los

diferentes periodos de medicion para los distintos tratamientos.



De acuerdo a los datos obtenidos, se puede apreciar que a los 165 dias
después de siembra, el tratamiento T5 es quien tiene el mayor nimero de
plantas (29 de un total de 35, casi el 83%), con diametro injertable igual a 5
mm, medidos a los 5 cm de altura desde el cuello de la planta. En cambio, el
tratamiento T9, en igual periodo de observaciéon es el que tiene el menor
namero de plantas (2 de 35 correspondiente al 5,7%), con diametro injertable.
No obstante, cabe sefalar ademas, que en la misma fecha de observacion
los tratamientos T1, T4, T6 y T11 tuvieron mas del 60% de las plantas con
diametro de injertacion, a diferencia de los otros tratamientos en los que estos

valores fueron menores.

Del mismo modo, se puede mencionar que antes de los 196 dias después de
siembra, en los tratamientos T1, T2, T3, T4, T5, T6, T8 y T11 casi la totalidad

de las plantas (alrededor del 90%), alcanzaron diametro de injertacion.

Por dltimo, es importante sefialar que se obtuvo diametro de injertacién en la
totalidad de las plantas de los distintos tratamientos, desde los 196 hasta los

258 dias después de siembra.



CUADRO 15. Dias en alcanzar diametro injertable para ios
distintos tratamientos.
Numere de plantas con diametro
injertable
Tratamientos Dias después de siembra
104 - 134 135 - 165 166 - 196 197 - 227 228 - 258

77 3 18 11 0 3
T2 11 8 16 __ 0 0
73 6 10 17 | 1 1
T4 11 16 4 4 0
T5 14 1 5 1 0
T6 4 17 10 3 1
7 0 9 11 8 7
T8 1 8 26 0 0
9 0 2 12 14 7
T10 2 13 14 3 3
T41 5 17 13 0 0
T42 0 5 16 10 4

Cada tratamiento consta de 35 plantas.




5. CONCLUSIONES

Se demostro la factibilidad de desarrollar la técnica de etiolacion, lesionado,
auxinas, anillado y acodo como método de propagacion en la obtencién de
portainjertos clénales de palto, bajo condiciones de invernadero.

Existio un efecto independiente del acido giberélico sobre el crecimiento en
altura y diametro de la planta nodriza en los diferentes periodos de
observacion, el cual fue mayor con dosis de 500 ppm de GAs.

Existié un efecto independiente del sustrato sobre el crecimiento en altura y
diametro de la planta nodriza hasta los 119 dias después de siembra, donde
los mejores resultados sobre las variables ya mencionadas, se obtuvieron con
la mezcla de sustrato turba-arena (1 :1).

Existié un efecto independiente de la variedad sobre el crecimiento en altura 'y
diametro de la planta nodriza hasta los 119 dias después de siembra,

obteniéndose los mejores resultados al usar el cultivar Mexicola.

Al mes de aplicar los tratamientos de lesionado, auxinas en dosis de 2000
ppm de AIB (potasico) + 1000 ppm de ANA, colocacion de un anillo de metal
y acodo sobre brotes etiolados del cv Hass, se logré obtener formacion de
tejido de callo y primordios de raices en la zona etiolada por sobre el anillo.

Es necesario contar con una infraestructura minima con la cual se pueda
mantener un buen control de la temperatura y humedad relativa, tanto en el
invernadero como la camara de etiolacién para el buen éxito del método.



6. RESUMEN

En el invernadero y Laboratorio de Micropropagacion de la Facultad de
Agronomia, Universidad Catdlica de Valparaiso, se realiz6 un ensayo con el
objetivo de implementar la técnica de etiolacion y acodo como método de
propagacion para la obtencion de portainjertos clonales en palto (Persea
americana Mill.), efectuando variaciones en una de sus etapas para lo cual se
propuso probar el efecto de la aplicacion de acido giberélico, tipo de sustrato
y variedad sobre el crecimiento en altura y diametro del portainjerto franco
(planta nodriza), hasta el momento previo a su injertacion.

Por su parte, el material de semilla provino de los cvs. Mexicola y Topa Topa
(Raza Mexicana), ambos en iguales cantidades ; las dosis de giberelinas
aplicadas a las semillas fueron de O y 500 ppm de GA;3; los sustratos
utilizados correspondieron a una mezcla compuesta por turba-arena (1:1 v/v),
una mezcla de arena-suelo francoarcilloso-tierra de hoja (1:1:1 v/v), y perlita.
Posteriormente, se realizaron mediciones periddicas de altura y diametro de
planta a los 5 cm, hasta que las plantulas alcanzaran didmetro injertable de 5
mm. Después se injertaron con puas del cv. Hass, se llevaron a una camara
oscura y una vez obtenidos los brotes etiolados se les efectud un lesionado,
aplicé auxinas (en dosis de 2000 ppm de AIB + 1000 ppm de ANA),
colocacién de un anillo de metal y acodaron para su enraizamiento.

Se demostré la factibilidad de desarrollar la técnica de etiolacion y acodo
como método de propagacion en la obtencion de portainjertos clénales de
palto, bajo condiciones de invernadero. Existio un efecto independiente del
acido giberélico sobre el crecimiento en altura y diametro de la planta nodriza
en los diferentes periodos de observacion, el cual fue mayor con dosis de 500
ppm de GAs. Hubo un efecto independiente del sustrato sobre el crecimiento
en altura y diametro de la planta nodriza hasta los 119 dias después de
siembra, donde los mejores resultados sobre las variables ya mencionadas se
obtuvieron con la mezcla de sustrato turba-arena (1:1). Existi6 un efecto
independiente de la variedad sobre el crecimiento en altura y diametro de la
planta nodriza hasta los 119 dias después de siembra, obteniéndose los
mejores resultados al usar el cultivar Mexicola.

Al mes de aplicar los tratamientos sobre brotes etiolados del cv. Hass, se
logré obtener formacién de tejido de callo y primordios de raices en la zona
etiolada por sobre el anillo.

Es necesario contar con una infraestructura minima con la cual se pueda
mantener un buen control de la temperatura y humedad relativa, tanto en el
invernadero como la camara de etiolacion para el buen éxito del método.
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ANEXOS



Anexo 1

Planta injertada previo a su ingreso a camara de etiolacion.




Anexo 2

Crecimiento del brote etiolado en la cAmara oscura.




Anexo 3

Tratamiento de lesionado efectuado sobre brote etiolado.




Anexo 4

Aplicacién de auxinas y anillo sobre el brote etiolado.




Anexo 5 Planta tratada es

llevada nuevamente a invernadero.




Disposicion espacial de los tratamientos del ensayo.

Anexo 6
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