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1. INTRODUCCION

El palto (Persea americana Mill.) es uno de los frutales subtropicales mas
importantes que se cultivan en Chile. Se estima que en 1992 existian 9.376
ha con esta especie, lo que permitié exportar 1.3 millones de cajas, siendo el

principal mercado de destino el estadounidense (CIREN-CORFO, 1993).

El aumento de la superficie cultivada con palto se limita por condiciones
climaticas, edaficas y patologicas. Se trata de una especie sensible a las
heladas, por lo cual no soporta temperaturas menores a -2°C, dependiendo
de la variedad. Por otra parte, es muy sensible a asfixia radical y salinidad,
requiriendo suelos bien drenados, con mas de 1 metro de profundidad

efectiva, dependiendo de la pendiente.

La posibilidad de disponer de un nimero apreciable de plantas de palto sobre
un portainjerto resistente a salinidad, abre la espectativa de aumentar la
superficie plantada en zonas con climas calidos (sin heladas), pero con

problemas de suelo o0 agua de riego con altos niveles de salinidad.

Sin embargo, para establecer plantaciones sobre patrones clonales, es
necesario desarrollar métodos de propagaciéon vegetativa, ya que las
caracteristicas de resistencia pueden perderse al utilizar una propagacion por
semillas, ello sin contar con las ventajas de utilizar un pie clonal, como

uniformidad, productividad conocida (predecible) y compatibilidad descrita.



El objetivo general de esta investigacion es determinar la factibilidad de la

propagacion in vitro de dos portainjertos de Persea americana resistentes a

salinidad.

Los objetivos especificos son establecer sistemas de desinfeccion para el
material vegetal de campo, que permitan iniciar un cultivo aséptico;
establecer los medios de cultivo y condiciones hormonales especificas para la
fase de establecimiento; desarrollar métodos para el control del pardeamiento
enzimatico en los tejidos cultivados in vitro; y, finalmente, determinar las

condiciones Optimas para lograr una proliferacion de los explantes.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

LEVITT (1980) sefiala que existen dos formas mediante las cuales se
produce un estrés salino: aumento del potencial osmético, como resultado de
la alta concentracién de solutos, y un efecto téxico debido a la alta
concentracion de iones. En consecuencia, existe un estrés salino, en el cual
el potencial hidrico tiene valores de 0.05 a 0.1 MPa, y un estrés i6nico,
provocado por un ion especifico en un medio con baja concentracion de

sales.

En la practica, las condiciones limitantes se caracterizan por concentraciones
mucho mayores que lo necesario para un potencial hidrico de 0.1 MPa y la

concentracion del idon que causa el estrés es mucho mas baja.

La edad de la planta puede afectar la tolerancia a las sales, asi como la
evaluacion de la resistencia. En las especies frutales, las plantaé se hacen
mas sensibles conforme avanzan en edad. Los iones sodio y cloro se
acumulan mas rapidamente en hojas, observandose que las quemaduras de
hojas se desarrollan mas temprano durante la estaciéon de crecimiento y con
una mayor severidad en plantas mas viejas. La causa de esta susceptibilidad
con la edad estaria dada por la acumulacién de sales en las raices y en el

tronco (QUAMME y STUSHNOFF, 1988).



Los mecanismos de tolerancia que se han descrito, son los siguientes

(LEVITT, 1980):

a. Suculencia, cuyo efecto es la dilucion intracelular de sales.

b. Glandulas excretoras de sal, que reducen la concentracion de éstas en la
planta.

¢. Aumento del protencial hidrico a valores de -2 a 4 MPa, lo que equivale a
una concentracion de iones de 400 a 700 mM.

d. Alta absorcion de iones, con una alta concentracién interna de éstos para
mantener el turgor.

e. Sintesis y acumulacidn de solutos organicos (como carbohidratos,

aminoacidos y acidos organicos), para mantener el turgor.

Los sintomas de estrés salino en frutales son, principalmente, una reduccién
del tamafio del fruto y su calidad, quemaduras de hojas desde las puntas
hacia los margenes y hasta necrosis en estados avanzados de acumulacion
(QUAMME y STUSHNOFF, 1988). Segun estos mismos autores, los
mecanismos de resistencia al dafio por sales no estan aun bien definidos,
pero en las especies glicofitas -que incluyen a la mayoria de los frutales- se
ha advertido que resisten a la salinidad mediante la regulacion del movimiento
de las sales a la parte aérea y la absorcion de los iones via la membrana y el
tonoplasto. Las haléfitas (donde s6lo hay pocas especies fruticolas) absorben

sales, pero las eliminan mediante la excrecion o compartimentacion.



2.2. Portainjertos resistentes a sales:
2.2.1. Lula.

'Es una variedad comercial, que ha sido utilizada como portainjerto a través
de sus semillas. Hibrido Guatemalteco x Mexicano, obtenido hace 35 afios
como planta franca espontanea en Florida (BRINGHURST, 1988). Tipo
polinizador A (IBAR, 1986).

Es un arbol alto, de rapido crecimiento y de gran capacidad de fructificacién;
es poco resistente a enfermedades cripto- gamicas y bastante a las heladas.

Por su gran resistencia a la salinidad, se cultiva en el valle de Jordan (Israel).

Su fruto es piriforme, pesa entre 400 a 600 gr, de corteza verdosa salpicada
de puntos amarilios, lisa o ligeramente arrugada. Posee una pulpa de
excelente calidad y color amarillo verdoso, ademas de una . semilla muy
grande. Maduran en Esparfia a principios de invierno y en Israel en febrero-

marzo (IBAR, 1986).

Una evaluaciéon de la productividad y calidad de la fruta realizada por
GREGORIOU y ECONOMIDES (1991) durante 12 afios, ha determinado que
este portainjerto confiere un mayor peso a la semilla y en algunos casos
aumenta el contenido de aceite. La productividad acumulada no fue diferente
entre Lula y otro portainjerto resistente a sales (West Indian). La resistencia a

clorosis inducida por suelo limoso es menor en Lula que en West Indian,



coincidiendo con otros autores en esta caracteristica.
2.2.2. Velvick.

De origen australiano, este portainjerto es un hibrido guatemalteco que seria
resistente a salinidad y a Phytophthora. Dicha resistencia se transmitiria por
semilla, por lo que se ha utilizado como portainjerto a través de sus hijos
(YOUNG, 1992) y en forma clonal con el método de FROLICH y PLATT
(1972).

Tiene un periodo juvenil corto, produciendo 200-300 frutos en el segundo y
tercer afio. Confiere caracteristicas especiales a la variedad, modificando la
época en que ocurren sus eventos fenologicos. YOUNG (1992) seiala que
puede retrasar la floracién y madurez 2 a 3 meses con respecto al portainjerto
Mexicola, en combinacién con el cv. Hass, lo cual es positivo para la
comercializaciéon de la fruta. Para el cv. Fuerte, este portainjerto confiere una

madurez mas tardia y alarga el periodo de cosecha.

En Australia es una seleccién local, muy bien adaptada a las condiciones

climaticas de la regién sud-este (YOUNG, 1992).

FRANCIS (1992) sefala que este portainjerto en California se comporta
menos resistente a Phytophthora cinnamomi que bajo las condiciones de
Australia, por lo que esta caracteristica debera ser registrada con mayor

detalle.



2.3. Propagacién clonal en palto:

La necesidad de una propagacion clonal surge entre los viveristas hace mas
de 40 afios al aparecer los primeros portainjertos resistentes a Phytophthora
cinnamomi, en los cuales la caracteristica de resistencia se mantenia sélo en

un 25% de la progenie al utilizar reproduccién sexual (BROKAW, 1987).
2.3.1. Propagacion por etiolacion y acodo.

La técnica de propagacién clonal mediante brotes etiolados, descrita por
FROLICH y PLATT (1971), se utiliza a nivel comercial en los viveros de palto
de Estados Unidos. Actualmente, existe una derivacién del método, la cual ha

sido patentada (BROKAW, 1987).

La/metodologl'a consiste basicamente en injertar el portainjerto resistente
sobre patrén franco. Los brotes originados del portainjerto resistente, se
etiolan y son forzados a enraizar con auxinas y un anillo metalico que
estrangula la unién con el portainjerto de semilla. Al desarrollarse una parte
aérea a partir del portainjerto clonal, eéste es injertado con variedades
comerciales. Entre las desventajas de este proceso se cuents su elevado
costo, porque supone un alto requerimiento de mano de obra especializada,
infraestructura para la etiolaciéon y un largo tiempo para producir una planta
comercial (16 a 20 meses) (BROKAW, 1987).

GANDULFO (1983) determina la factibilidad de aplicar esta técnica en Chile,



al ensayar la propagacion clonal del cultivar Mexicola. La mayor tasa de
rizogénesis se lograria con anillado y aplicacion de 3000 ppm de AIB, en los

meses de abril y mayo.

2.3.2. Propagacion por acodo aéreo.

Este método de propagacidon, denominado por sus autores como
"franqueamiento”, consiste en forzar la formacioén de raices en la parte aérea

mediante una lesién y auxinas (SALAZAR-GARCIA y BORYS, 1989).

Se realiza un corte a nivel de corteza, desde la zona proximal del cuello de la
planta hacia la zona distal. Bajo la "lengleta” que se forma, se introduce un
trozo de madera de 10 x 10 x 1 mm, embebido en una solucién de AIB 10.000
ppm y ANA 300 ppm; posteriormente se amarra para conservar la posicién. El
/corte se cubre con tierra y se encierra con un tubo plastico. La formacién de
raices permite obtener un portainjerto clonal, el cual sera posteriormente
injertado de forma tradicional. También se puede utilizar el método para
obtener plantas autoenraizadas de la variedad comercial (SALAZAR-GARCIA

y BORYS, 1989).
2.3.3. Propagacion por estacas.
La propagacion por estacas es una técnica que no ha podido ser aplicada a

nivel comercial, debido a que los resultados de las investigaciones han sido

erraticos, con éxito sélo en algunos cultivares. En Israel esta técnica se esta



realizando en forma experimental en los viveros, con resultados cada vez

mas promisorios (BEN-JAACOV, 1994)' .

La formacion de raices en propagacion por estacas es altamente ‘dependiente
de la retencién de hojas. El rol de éstas estaria dado por el aporte de
carbohidratos y reguladores del crecimiento para la rizogénesis (RAVIV y
REUVENI, 1984), asi como de promotores del crecimiento no identificados
(RAVIV y REUVENI, 1984a).

CUTTING y VAN VUUREN (1988) desarrollaron un método de propagacion
por é‘stacas que consiste en asperjar a las plantas madre con acido
giberéﬁco, para inducir un vigor "juvenil” en el siguiente "flush" de crecimiento.
Las aplicaciones de GA; producen un crecimiento vegetativo vigoroso y una
menor dominancia apical. Al tratar con 0.2-0.3 % de AIB se logra un 80% de
iniciacion radical, después de 120-150 dias bajo neblina artificial con

calefaccion basal.

2.4. Micropropagacion del palto:

Los intentos de multiplicar esta especie mediante cultivo de tejidos han
buscado acortar el periodo de propagacion y masificar la produccién de
plantas sobre portainjertos clonales (SOLORZANO, 1989). Sin embargo, se

ha logrado un éxito limitado en los ensayos, debido a que esta especie se

' BEN-JAACOV, B. B.S. Agric., M.S., Ph.D. 1994. Volcani Agricultural Center. Israel.
Profesor Visitante, Universidad Catdlica de Valparaiso. Facultad de
Agronomia. Comunicacion personal.
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comporta como recalcitrante en el cultivo in vitro (DALSASO y GUEVARA,
1989).

2.4.1. Seleccion del explante.

KESTER (1978) sefala que la seleccion de tejidos juveniles es importante
para la org@&nogénesis in vitro de las plantas lefiosas. Este principio basico
también es aplicable en palto, ya que un tejido obtenido de una planta adulta
no regenera; sin embargo un tejido juvenil puede originar brotes y raices
(PLIEGO-ALFARO, ENCINA y BARCELO-MURNOZ, 1987). No obstante, la
seleccidon ontogénica del explante no parece tan estricta, eso es, al menos, lo
que demuestra el trabajo de DALSASO y GUEVARA (1989), el cual ha

reportado respuestas regenerativas en tejidos adultos de palto.

Utilizando microinjertacion in vitro, se ha podido revertir a la fase juvenil a
tejidos adultos, posibilitando la organogénesis al sub-cultivar los brotes del
injerto  (PLIEGO-ALFARO y MURASHIGE, 1987). Este efecto de
rejuvenecimiento se ha observado también in vivo, al realizar cinco
injertaciones sucesivas. Este tejido revertido se podria utilizar para aumentar
la eficiencia de métodos de propagacién clonal (WHITSELL et al., 1989). Otra
forma es utilizar plantas injertadas en el primer afio de crecimiento (PLIEGO-

ALFARO, ENCINA y BARCELO-MUNOZ, 1987).

Otros autores han utilizado plantulas de semilla como plantas madre, con lo

cual se pierden las caracteristicas descritas para un portainjerto, debido a la
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variabilidad genética que implica una reproduccién sexual. Sin embargo,
desde un punto de vista biologico, se ha logrado organogénesis al utilizar
estos tejidos juveniles (SCHROEDER, 1980; GONZALEZ y SALAZAR, 1984;
NEL y KOTZE, 1982).

Para obtener un tejido juvenil o en transicién y conservar clonalmente una
seleccién, es posible realizar una poda severa y tomar explantes de
crecimientos de la temporada de alto vigor. Estos manejos no implican
necesariamente que el tejido esté en una fase juvenil, pero si deben

presentar una alta actividad metabdlica (KESTER, 1978).

DALSASO y GUEVARA (1989), al analizar la regeneracion de explantes en
diferentes fases del ciclo fenoldgico de las plantas madres, sehalan que no
existen mayores diferencias entre las fases, con excepcion de la floracion,

porque los apices estan diferenciados a estructuras reproductivas.

Diversos autores han reportado que las respuestas organogénicas del palto
en cuitivo in vitro se puede mejorar al utilizar explantes de tejido etiolado
(SCHROEDER, 1980, SOLORZANO, 1989), sobre la base de relaciones
hormonales favorables a las auxinas. Sin embargo, GONZALEZ y SALAZAR
(1984) senalan que el uso de tejidos etiolados es detrimental para la

rizogénesis.



2.4.2. Tratamientos de desinfeccion.

E! uso de técnicas tradicionales de desinfecion, con etanol e hipoclorito de
sodio, produce pardeamiento y necrosis de tejidos en plantas lefiosas
(KURTZ y TOLLEY, 1990). Debido a esto se han desarroliado estrategias de
desinfeccion con antibiéticos y fungicidas (DALSASO y GUEVARA, 1989),
requiriendo en algunos casos aplicaciones peridédicas de antibidticos a la
planta madre. Existen estudios del uso de antibidticos durante el desarrollo
del cultivo (YOUNG, 1984) y también para desinfectar el material de campo

previo a la inoculacién (JORDAN y OYANEDEL, 1992).

El uso de detergentes permite reducir la contaminacién (KURTZ y TOLLEY,
1990), mejorandose el efecto de desinfectantes como cloruro mercurico
(DALSASO y GUEVARA, 1989) e hipoclorito de calcio (GONZALEZ y

SALAZAR, 1984) al reducir la tensidn superficial en la solucion desinfectante.
2.4.3. Pardeamiento y antioxidantes.

El pardeamiento de los 6rganos y tejidos cultivados in vitro se debe a la
accion de la enzima polifenol oxidasa. Se trata de una enzima plastidica que
cataliza la oxidacion de o-difenoles a o-quinonas, asi como la o-hidroxilacién

de monofenoles (VAUGHN y DUKE, 1984).

La funcionalidad de esta enzima no esta clara aun. Sélo se sabe que sale del

plastidio en la senescencia o frente a dafo (VAUGHN y DUKE, 1984).
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Entonces, queda en contacto con su sustrato fendlico contenido en la vacuola
de la célula, produciendo quinonas que entran en la via de los melanoides,
originando pardeamiento y posterior necrosis de los tejidos (MAYER, 1987).
El hecho de que participe en las etapas previas a la necrosis de los tejidos ha
permitido relacionar esta enzima con los mecanismos de defensa de las
plantas (VAUGHN et al., 1988). El rol en defensa de esta enzima estaria en la

compartimentalizacién de los tejidos atacados (MAYER, 1987).

VAUGHN et al. (1988) reportan que la PPO podria estar relacionada con una
fotofosforilacion no-ciclica en el fotosistema |, catalizando la reaccién de
Mehler y consumiendo el exceso de oxigeno. De todos modos es una funcion
vital para la planta, pues cuando esta enzima se pierde completamente, la

planta muere.

Existen varios sistemas de control fisico y quimico del pardeamiento

enzimatico, como por ejemplo: |

a. Descender la temperatura durante las fases de seleccion y desinfeccion,
con lo cual se reduce la actividad de la enzima.

b. Reducir al minimo la iluminacién (GEORGE y SHERRINGTON, 1984),
puesto que la luz estimula la sintesis de la enzima PAL, la cual es clave en
el matabolismo fendélico de la planta (DURZAN et al., 1984).

c. Preferir explantes de tejido juvenil (DURZAN et al., 1984).

d. Utilizar antioxidantes en pre-siembra, desinfeccion y en el medio de cultivo,
como acido ascoérbico, acido citrico, cisteina, polivinilpirrolidona, DIECA y

carbon activado.
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En el caso del palto, se ha reportado que el pardeamiento se controla sin
problemas al utilizar carbén activado en dosis de 1000 mg/l (MOONEY y VAN
STADEN, 1987; PLIEGO-ALFARO, 1988). DALSASO y GUEVARA (1989)
utilizan PVP como antioxidante, sefialando que su accion es positiva para el
control del pardeamiento, pero podria estar reduciendo las cantidades

disponibles de citoquininas por un efecto de adsorsion.

SOLORZANO (1989) sefala que al tratar previamente con una solucién de
metasulfato de potasio 5% se reduce a cero la oxidacion (pardeamiento),
debido al fuerte poder reductor de este compuesto quimico, sin requerir de

antioxidantes durante el cultivo.

En otras especies lefosas se ha utilizado un recambio del medio de cultivo,
de manera que los inhibidores fendlicos que quedan en el medio no estén en

contacto con el explante (GEORGE y SHERRINGTON, 1984).
2.4.4. Medios de cultivo.

Los medios de cultivo utilizados en palto se basan en la soluciéon mineral
descrita por MURASHIGE y SKOOG (1962), la cual se ha utilizado
reduciendo los macronutrientes a la mitad o un tercio (PLIEGO-ALFARO,

1988).

DALSASO y GUEVARA (1989) sefalan que un medio con menor contenido

de amonio puede ser el adecuado para paitos, por lo cual utilizan el medio



N45K, que contiene menos nitrégeno y mas potasio (MARGARA, 1988).

PLIEGO-ALFARO, ENCINA y BARCELO-MUNOZ (1987) describen la técnica
de medios de doble fase, utilizando un medio gelificado con agar mas una
delgada capa de medio liquido, con 0.65 y 0.1 mg/l de BA, respectivamente.
Este método permitiria reducir la necrosis apical, pero favorece la vitrificacién.
Los medios en doble fase se han utilizado también en peral (RODRIGUEZ et

al., 1991).

Se ha reportado también medios de dos fases gelificadas, en donde sélo la

mitad superior contiene sacarosa (SOLORZANO, 1989).

Los gelificantes utilizados en palto son Gelrite (SOLORZANO, 1989;
DALSASO y GUEVARA, 1989) y agar (PLIEGO-ALFARO, 1988). También se
han utilizado medios liquidos con puente de papel en esta especie y en

Persea indica (NEL y KOTZE, 1982).

2.4.5. Organogénesis in vitro.
2.4.5.1. Emision de brotes.

En el cultivo de secciones nodales en un medio N45K con 0.3 mg/l de BA,
PLIEGO-ALFARO, ENCINA y BARCELO-MUNOZ (1987) obtuvieron
formacion de brotes a partir de yemas laterales del crecimiento principal.

Dosis mayores de BA favorecieron la vitrificacion y la necrosis apical.
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DALSASO y GUEVARA (1989) sefalan que las secciones nodales y apices
caulinares, cultivados en medio N45K con 2.0 mg/l de BA y 0.5 de AIB,
forman una roseta con callo. A partir de la cual crecen brotes. En estos
ensayos el GAj3 fue detrimental para el desarrollo. Otra respuesta muy
positiva al cultivo in vitro de palto fue reportada por SOLORZANO (1989),

quien logré la emision de hasta 4 brotes por explante al cultivar yemas de
brotes etiolados en un medio MS con BA 2 mg/l y GA3 2 mg/l.

NEL y KOTZE (1982) describen un método de proliferacién sobre la base del
uso del brote principal que se obtiene en el establecimiento. Cuando éste
llega a una altura de 5-6 cm, se cortan secciones de un nudo, las cuales se
pueden llevar a un medio de enraizamiento o nuevamente a uno de

elongacién de brotes.
2.4.5.2. Rizogénesis.

Utilizando porciones apicales de tallo juvenil y "rejuvenecido”, PLIEGO-
ALFARO (1988) y PLIEGO-ALFARO y MURASHIGE (1987), consiguieron un
enraizamiento eficiente (>90%) mediante una induccién en medio MS con 25
mg/l de AIB por 3 dias, para posteriormente subcultivar en medio MS

reducido a 1/3, sin hormonas por 8 semanas.

El rol de las auxinas exdégenas en la formacion de raices seria a través del
incremento de los niveles enddgenos de acido indol acético en el tejido

(GARCIA-GOMEZ ¢t al., 1994). Concentraciones de AIB entre 1 y 10 mg/l
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permiten tasas de enraizamiento entre 35 y 40%, con raices originadas desde

el cambium.

En el cultivo de secciones nodales en un medio MS, GONZALEZ y SALAZAR
(1984), obtienen el desarrollo de la yema del nudo y un posterior

enraizamiento en dosis altas de AIB (7.5-10 mg/i).

SKENE y BARLASS (1983) sefalan que al cultivar brotes juveniles de palto
en un medio White con AIB 1 mg/l se obtiene mas de un 50% de
enraizamiento. En este ensayo, la aplicacion de NaOH 1 N a la base del tallo

en pre-cultivo no tuvo el efecto esperado de mejorar la tasa de enraizamiento.

2.4.6 Cultivo de embriones.

En el cultivo de embriones de Persea americana se ha conseguido el
desarrolio de plantas completas (SKENE y BARLASS, 1983) y la formacion
de embriones somaticos (MOONEY y VAN STADEN, 1987, PLIEGO-
ALFARO y MURASHIGE, 1988).

SKENE y BARLASS (1983) plantean que la aplicacién de esta técnica
permitiria propagar germoplasma en programas de mejoramiento genético, ya
que es posible regenerar plantas aun desde embriones inmaduros en frutos

abscisionados prematuramente.

Otra aplicacién del cultivo de embriones es la obtencion de patrones para



microinjertacion in vitro (PLIEGO-ALFARO y MURASHIGE, 1987).

2.4.7. Aclimatacién de plantulas.

Las plantas micropropagadas de palto presentan una tasa de crecimiento
muy lenta, 1o cual podria deberse a la ausencia de micorrhizas (VIDAL et al.,

1992). Al inocular las plantulas con el hongo Glomus fasciculatum, se mejora

la formacién de un sistema radical bien desarrollado, el cual se origina del
sistema micorrhitico. Ademas, se aumenta el crecimiento de los brotes y se

incrementan los niveles enddgenos de nitrégeno, foésforo y potasio.

También es posible inocular a las plantulas ex vitro con G. mosseae junto con
G. deserticola, en una mezcla de suelo con arena, lo que permite una alta
sobrevivencia y un rapido crecimiento en contenedores (AZCON-AGUILAR et

al., 1992).
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3. MATERIAL Y METODO

Los ensayos fueron realizados en el Laboratorio de Micropropagacién de la
Facultad de Agronomia, Universidad Catdlica de Valparaiso, entre enero y

diciembre de 1994.

El material vegetal utilizado fue obtenido en una coleccion de germoplasma
de la empresa Agricola Huerto California Ltda., ubicado en el sector San

Isidro, Comuna de Quillota, V Regi6n de Valparaiso.

Fueron utilizadas puas provenientes de distintos flushes de crecimiento
vegetativo, de los cultivares Lula y Velvick. Los arboles del cv. Lula eran de
siete afos de edad, en estado adulto, con presencia de fruta en sus ramas.
En el cv. Velvick se utilizaron arboles de cuatro afios de edad, que
presentaron su primera floracién al afio tres, es decir, en estado de transicién.
Los arboles de ambos cultivares estan injertados sobre patron franco, de hijos

del cv. Mexicola.

Se seleccionaron puas de 5-8 c¢cm de largo, de vigor equivalente, a 1.5 m
desde el suelo y en forma aleatoria de las cuatro caras del arbol. Estas pluas
se cortaron con una tijera de podar desinfectada con hipoclorito de sodio 1%,

defoliandolas y sumergiéndolas en una solucion de acido ascorbico 500 mg/l
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mas acido citrico 500 mg/l, con hielo 50% v/v hasta el momento de sembrar,
conservando el material en una caja de plumavit de 5 I. La temperatura en la

caja se mantuvo entre 0y 2°C.

Los medios de cultivo se prepararon mediante soluciones madre, de acuerdo
a la técnica descrita por PIERIK (1987). Se utilizd agua bi-destilada para
elaborar estas soluciones, asi como en la diluciéon para formar los medios de

cultivo.

La formulacion mineral de los medios de cultivo fue la descrita por
MURASHIGE y SKOOG (1962). En algunos ensayos también se utilizé el
medio WPM (LLOYD y McCOWN, 1981).

Las sales minerales y compuestos organicos fueron pesados en una balanza
"Sartorius”, con una precisién de + 0.1 mg. En la medicién de liquidos se

utilizaron pipetas graduadas, matraces de aforo y matraces Erlenmeyer.

El pH de los medios de cultivo se ajustdé a 5.7, con alicuotas de acido

clorhidrico 0.1 N o hidréxido de potasio 0.1 N.

Se emplearon tubos de vidrio de 60 ml, disponiendo 10 ml de medio por

unidad y cubriéndolos con un cuadrado de aluminio laminado de 25 cm?.
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La esterilizacén se realizé en un autoclave de control manual, a 121°C y 1.1

bar de presién por 15 minutos.

La inoculacion se realizé en una camara de flujo laminar, con aire filtrado a

0.2 micras, disponiendo 1 explante por tubo.

Una vez inoculados, los tubos fueron mantenidos en oscuridad por diferentes
periodos de tiempo, para posteriormente ser almacenados en una camara de
crecimiento a 255 °C, con tubos de luz fluorescente (luz blancé fria), con
una intensidad luminica de 3500 lux. El fotoperiodo fue de 16 h luz/ 8

obscuridad.
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Ensayo 1: Evaluacion de cuatro protocolos de desinfeccion para el

establecimiento de Persea americana en un medio aséptico.

El material vegetal del cv. Velvick utilizado, consistié en brotes apicales y
laterales de mas de 5 yemas, en crecimiento activo, del "flush" vegetativo de
verano (Figura 1). En el cv. Lula se seleccion6 brotes del crecimiento de
primavera, con su yema apical inactiva, como el material utilizado para

injertaciéon (Figura 2).

Se utilizé6 un medio MS con macroelementos reducidos a la mitad, gelificado
con gelrite 0.2% y agar-agar 0.2%, 100 mg/l de inositol, 1000 mg/I de PVP

insoluble, 100 mg/l de CA y 3% de sacarosa (sin vitaminas).

Los tratamientos fueron los siguientes:

TO: (Control) agua destilada estéril, tween 0.1 ml/l

T1: etanol 95% por § segundos,; hipoclorito de sodio 0.5% + tween 0.1 ml/|
por 10 minutos (DALSASO y GUEVARA, 1989).

T2: etanol 95% por 5 segundos; hipoclorito de sodio 0.25% + tween 0.1 ml/l
por 10 minutos.

T3: mancozeb 80% WP 2.4 gr/l + captan 80% WP 0.75 gr/l + fenaminosulf
70% WP + amoxicilina 1875 mg/l + agrimicina 3 gr/l + acido ascorbico

500 mg/l + tween 0.1 mi/l por 2 horas (JORDAN y OYANEDEL, 1992).
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T4: sulfato ferroso 4% pl/v + captan 0.4% p/v + acido ascoérbico 500 mg/l +

tween 20 0.1 ml/l por 2 minutos (RODRIGUEZ et al., 1991).

Una vez completado el tiempo de desinfeccidbn de cada tratamiento, los
explantes fueron enjuagados 5 veces con agua destilada estéril y 3 veces con
solucion estéril de acido ascérbico 500 mg/l mas acido citrico 500 mg/l, de
acuerdo a lo sefialado por JORDAN y OYANEDEL (1992). Posteriormente se
cortaron yemas axilares de 2-4 mm, bajo la solucién de antioxidantes,
sembrando inmediatemente. El tipo de explante utilizado se presenta en la

Figura 3.

Para cada cultivar se utilizaron 20 réplicas por tratamiento. Los tubos fueron
mantenidos en obscuridad por siete dias, luz indirecta por 14 dias e

iluminacion total desde el dia 21.
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FIGURA 1. Brote en activo crecimiento, del "flush" vegetativo de verano,
utilizado como fuente de explantes en el cv. Velvick.
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FIGURA 2. Brote terminal del "flush" vegetativo de primavera, utilizado como
fuente de explantes en el cv. Lula.
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FIGURA 3. Tipo de explante utilizado en los cvs. Velvick y Lula. Las yemas
axilares se seccionaron con corte en doble bisel. Los apices
caulinares (derecha) no fueron utilizados.
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Se evalud la tasa de contaminacion a los 7, 14 y 21 dias de cultivo. La
contaminaciéon final se contrasté mediante el Test de Comparacion de

Proporciones con un P=0.05.

A los 60 dias de cultivo se midié la cantidad de tubos en que se presentd
brotacion, por elongacién de la yema pre-formada, calculando una tasa de

brotacion sobre la base del total de tubos inoculados en cada tratamiento.

Una vez evaluada la brotacién, se procedié a incorporar a cada tubo una fase
liquida, con un medio MS reducido a la mitad en sus macronutrientes, mas
0.1 mg/l de BA, 100 mg/l de inositol, 0.4 mg/l de tiamina y 30 gr de sacarosa
(PLIEGO-ALFARO, ENCINA y BARCELO-MUNOZ, 1987). Esta segunda fase
se incorpor6 en la mitad de los tubos que no presentaron contaminacion, a
razén de 1.5 ml por tubo, distribuyendo al azar las unidades experimentales

de los distintos tratamientos.
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Ensayo 2: Efecto de cinco combinaciones de reguladores del crecimiento
sobre la organogénesis de los cultivares Lula y Velvick in vitro.

El material vegetal utilizado presentaba las mismas fenofases que en el
Ensayo 1. La desinfeccion se hizo con el Tratamiento 1 del Ensayo 1.
Después de los enjuagues de la soluciéon desinfectante, se cortaron yemas
axilares bajo una solucién estéril de meta-bisulfito de sodio al 5%, dejando los
explantes en acido ascérbico 500 mg/l y acido citrico 500 mg/l. Las
soluciones y sus recipientes fueron renovados cada 10 explantes, para

disminuir el riesgo de contaminacion.

Se utilizé un medio MS (MURASHIGE y SKOOG, 1962) con macronutrientes
reducidos a la mitad, suplementado con hidrolizado de caseina 200 mgl/l,
glutamina 80 mg/l, PVP insoluble 500 mg/l, CA 500 mg/l, tiamina 0.4 mg/l y
sacarosa 3%. Como gelificante se us6 gelrite 0.1% ademas de agar agar

0.1%, formando un gel ligero.

Los tratamientos fueron los siguientes:

TO: Control

T1: BA 2.0 mg/L + AIB 0.5 mg/L (DALSASO y GUEVARA, 1989)
T2: BA 0.65 mg/L (PLIEGO-ALFARO et al., 1987)

T3: BA 2.0 mg/L + GA3 2 mg/L (SOLORZANO, 1989)

T4: CPPU 0.1 mg/L
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T5: CPPU 0.01 mg/L fueron utilizadas 25 réplicas por tratamiento, inoculando

al azar los tubos de los diferentes tratamientos.

Los tubos fueron mantenidos en oscuridad por 14 dias, luz indirecta por 7
dias e iluminacién total a partir del dia 21. El experimento se disefidé con un

modelo DCA (disefio completamente al azar).

A los 90 dias de cultivo se evald el niumero de brotes por explante, y la tasa
de brotacion. El porcentaje de brotacion entre tratamientos se contrasté con

el Test de Comparacién de Proporciones (P=0.05).
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Ensayo 3: Efecto de cuatro antioxidantes sobre el pardeamiento de yemas

- axilares de los cvs. Velvick y Lula

Se utilizd material en crecimiento activo de ambos cuitivares, del "flush"
vegetativo de verano, seleccionando brotes apicales y laterales de mas de 5

yemas. Las puas se manejaron igual que en el Ensayo 1.

La desinfeccion se hizo con el Tratamiento 1 del Ensayo 1. Las yemas
axilares (2-4 mm) se cortaron bajo una solucién estéril de acido ascérbico 500
mg/l, acido citrico 500 mg/l y sacarosa 1.5%. Posteriormente se mantuvieron
en otra soluciéon sblo con los acidos. Las soluciones y sus recipientes se

renovaron cada 10 explantes, para disminuir el riesgo de contaminacion.

El medio de cultivo fue MS con los macronutrientes reducidos a la mitad, con
tiamina 0.4 mg/l, inositol 100 mi/l, hidrolizado de caseina 500 mg/l, 200 mg/l
de glutamina, BA 1.0 mg/l, 0.15% agar y 0.15% de gelrite, y 3% de sacarosa.

Los tratamientos fueron los siguientes:
0: Control A: PVP 1000 mg/l

B: CA 1000 mg/l

C: DIECA 15 mg/|

D: Acido ascérbico 60 mgl/l

E: Acido ascorbico 60 mg/l y acido citrico 30 mg/|
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En cada tratamiento se emplearon 20 réplicas por variedad.

Los tubos fueron mantenidos en obscuridad por 14 dias, luz indirecta por

siete dias e iluminacion total a partir del dia 21.

El experimento se disefid con un modelo DCA (diseiio completamente al

azar).

A los 60 dias de cultivo, se evalud la necrosis y el grado de pardeamiento,
utilizando la Escala Relativa de Pardeamiento (ERP) descrita por ZIV y
HALEVY (1983), la cual asigna un numero a cada estado del explante:

1: Tejido con pardeamiento en la zona de corte. |

2: Tejido con pardeamiento en zona de corte y necrosis apical

3: Necrosis total del explante.

Los valores de ERP se compararon con el Test no paramétrico de Kruskal-
Wallis (CHOU, 1985), y se determind un valor promedio de ERP para cada

tratamiento.

Ademas, se evalud la formacién de brotes, calculando un porcentaje de

brotacion tomando en consideracion el total de tubos inoculados.
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A las 12 semanas de cultivo, se repicaron los brotes obtenidos a un medio
WPM, con acido ascérbico 60 mg/i y PVPP 1000 mg/l. Los brotes se
seccionaron a un nudo, bajo una solucion estéril de acido ascérbico 500 mgl/l
y acido citrico 500 mg/l. Después del repique se utilizé el tratamiento de

iluminacion progresiva antes descrito.

En un conductivimetro "Schot-Gerade" se midié la conductividad eléctrica en
mmhos/cm, a un medio de cultivo WPM y a uno MS con los macronutrientes
reducidos a la mitad, ambos sin reguladores del crecimiento, azucar, ni

suplementos organicos.

Fueron medidos los niveles de zinc, manganeso, fierro y cobre en un

Espectrofotdmetro de Absorcidn Atomica, con la metodologia descrita por

GONZALEZ et al. (1975), a los siguientes tubos:

- Medio de cultivo fresco (no inoculado)

- Medio de cultivo desgastado, después de subcultivar brotes a los 60 dias
desde la inoculacion.

- Medio de cultivo en el cual se produjo necrosis y muerte de los tejidos, a los

60 dias después de la inoculacion.
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- Ensayo 4: Cultivo de secciones nodales en los cvs. Velvick y Lula.

Se diseii6 este ensayo porque la literatura indica que una seccion nodal es el
mejor explante, y porque en los Ensayos 1 al 3 se observé una alta tasa de
necrosis apical al cultivar yemas laterales, fendmeno que no se produciria al
utilizar como explante secciones nodales (PLIEGO-ALFARO, ENCINA vy
BARCELO-MUNOZ, 1987).

El material vegetal utilizado consistié en puas en activo crecimiento de ambos

cultivares, del "flush" vegetativo de verano.

La desinfeccién se realizé con el Tratamiento 1 del Ensayo 1, manejando las
puas con igual tratamiento de antioxidantes en pre-siembra que en el Ensayo

1.

Se utilizé el medio WPM, con tiamina 0.4 mg/l, inositol 100 mi/l, hidrolizado de
caseina 500 mg/l, 200 mg/l de glutamina, PVP insoluble (Polyclar AT, Serva)
1500 mg/l, 0.15% agar y 0.15% de gelrite y 3% de sacarosa.

Los tratamientos fueron los siguientes:
C: Control
N: BA 2.0 mg/l + IBA 0.5 mg/l.
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Se utilizd 50 réplicas por tratamiento. Los tubos fueron mantenidos en
obscuridad por 14 dias, luz indirecta por siete dias e iluminacion total a partir
del dia 21. El experimento no fue evaluado, ya que se presenté una necrosis

total de los explantes a los 15 dias de cultivo.
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Ensayo §: Efecto del medio sélido y liquido sobre la organogénesis de yemas
axilares cultivadas in vitro.

Se selecciond puas del cv. Velvick del término del crecimiento de verano (sin
puntas rojas). En el cv. Lula se utilizd material en activo crecimiento (puntas

rojas).

La desinfeccién se realizd con el Tratamiento 1 del Ensayo 1, manejando las
puas con igual tratamiento de antioxidantes en pre-siembra que en el Ensayo

1.

Se utiliz6 un medio WPM con los compuestos organicos descritos por NEL y
KOTZE (1982): adenina 80 mg/l, acido ascorbico 25 mg/l, glicina 2 mgll,
piridoxina 1 mg/l, acido nicotinico 1 mg/l, GAz 0.5 mg/l, BA 2 mgl/|, inositol 100

mg/l y sacarosa 30.000 mg/l.

Los tratamientos fueron los siguientes:
L: Medio liquido con puente de papel

S: Medio gelificado con gelrite 0.2% y agar 0.2%

Se emplearon 25 réplicas por tratamiento, para cada cultivar. Los tubos
fueron mantenidos en oscuridad por 21 dias. Al dia 22 se trasladaron a la

camara de crecimiento con iluminacion maxima.
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El experimento se disefid con un modelo DCA (disefio completamente al

azar).

Se evalud la tasa de brotacion, el niumero de brotes por explante y el largo

promedio de los brotes.

A las 14 semanas de cultivo se repicé los brotes a el mismo medio de cultivo,
modificado por gelrite 0.2%, agar 0.2 % y PVPP 1000 mg/l. Después del
repique, se utilizd el tratamiento de iluminacion progresiva descrito en el

Ensayo 3.
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Ensayo 6: Efecto de dos difenilureas y benciladenina sobre la formacion de

brotes a partir de yemas axilares.

Se seleccionaron brotes en activo crecimiento del "flush" vegetativo de
primavera, en ambos cultivares. Los arboles del cv. Lula fueron tratados con
Paclobutrazol, en dosis de 0.65 gr/m2 de copa, 7 dias antes de la inoculacién,

en estado de plena flor.

La desinfeccién se realizé con el Tratamiento 1 del Ensayo 1, pero utilizando
una solucion estéril de acido ascérbico 500 mg/l y acido citrico 500 mg/l para

diluir el hipoclorito de sodio al 0.5%.

Al momento de inocular, el explante fue tomado con una pinza estéril y
desplazado por las paredes internas del tubo, de modo tal de eliminar el
exceso de soluciéon antioxidante que queda en contacto con éste, por efecto

de la alta tensién superficial.

Se utilizé6 un medio WPM con los compuestos organicos descritos por NEL y
KOTZE (1982): adenina 80 mgl/l, acido ascdrbico 25 mgll, glicina 2 mgll,
piridoxina 1 mg/l, acido nicotinico 1 mg/l, tiamina 0.4 mg/l, inositol 100 mg/l y
sacarosa 30 gr/l. Ademas se utilizd como antioxidante PVP-360 500 mg/|

junto con PVP 6755 500 mg/l.
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Para el cv. Lula los tratamientos fueron los siguientes:
TO: Control

T1: BA 0.65 mg/l

T2: CPPU 0.1 mg/l

T3: CPPU 0.5 mgl/l

T4: TDZ 0.1 mgl/|

T5: TDZ 0.01 mg/|

Los tratamientos para el cv. Lula se disefiaron considerando los resultados
del Ensayo 2. El Tratamiento 1 (T1) se utilizd porque se obtuvo previamente
el maximo porcentaje de brotacion. Se utilizé el T2 porque antes el CPPU

permitié el mayor nimero de brotes por explante.

Los tratamientos para el cv. Velvick fueron los siguientes:
TO: Control

T1: BA 2 mg/l + IBA 0.5 mg/|

T2: CPPU 0.1 mg/l

T3: CPPU 0.5 mg/l

T4: TDZ 0.1 mg/l

T6: TDZ 0.01 mg/l

T6: BA 2 mgl/l
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Se utilizd6 el T1 para este cultivar, porque esta combinacién de reguladores
permitié el mayor crecimiento promedio de brotes en el Ensayo 2. Para aislar
el efecto de la citoquinina del efecto de la auxina, se incorporé en el ensayo el
T6. El T2 corresponde al que permitié el mayor numero promedio de brotes

en el Ensayo 2.

En cada tratamiento fueron ocupadas 25 réplicas, para ambos cultivares.

Una vez inoculados, los tubos fueron sometidos al tratamiento de iluminacion
progresiva descrito en el Ensayo 3. El experimento se diseié con un modelo

DCA (disefio completamente al azar).

A los 21 dias de cultivo se evalu6 la tasa de necrosis y el porcentaje de
brotacion. Los resultados fueron contrastados mediante el Test de

Comparacion de Proporciones, con P=0.05.
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4. PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

Ensayo 1. Evaluacién de cuatro protocolos de desinfeccion para el

establecimiento de Persea americana en un medio aséptico.

Al analizar las tasas de contaminacién en el cv. Velvick, es posible establecer
que, bajo las condiciones experimentales descritas, existe una diferencia
estadistica entre los tratamientos (Cuadro 1). La menor tasa de
contaminacioén se observd en el tratamiento con hipoclorito de sodio 0.25%,
no existiendo diferencias significativas entre el tratamiento combinado de

fungicidas y antibidticos, y las dos dosis de hipoclorito de sodio.

Desde una punto de vista practico, el tratamiento con hipoclorito de sodio es
el mas rapido y sencillo, por lo cual se aplico en los ensayos posteriores, con
dosis de 0.5%. Ademas, al considerar la formacién de brotes en los distintos
tratamientos (Cuadro 3), el mejor resultado se obtuvo con esta concentracion

de hipoclorito de sodio.

En el cv. Lula también se advirtieron diferencias significativas entre los
tratamientos (Cuadro 2). La menor tasa de contaminacion se observo en los

Tratamientos 1 y 2, ambos con 10% de pérdida.
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En los tubos en que se encontré contaminacién, los microorganismos mas
frecuentes fueron hongos. Sin embargo, en el Tratamiento 4 hubo sélo
desarrollo de bacterias, lo que hace suponer que el sulfato ferroso no tuvo la

actividad bactericida que reporta RODRIGUEZ et al. (1991).

CUADRO 1. Efecto de 4 soluciones desinfectantes sobre la tasa de
contaminaciéon de yemas axilares de palto cv. Velvick,
cultivadas in vitro, después de 21 dias desde la inoculacion.

Tratamiento Tasa de contaminacién (%)
TO Control 100 a

T1 Hipoclorito de sodio 0.5 % 15 c

T2 Hipoclorito de sodio 0.25% 0 c

T3 Fungicidas + antibiéticos 10 ¢

T4 Sulfato ferroso + Captan 55 b

Letras iguales indican que no existe diferencia estadisticamente significativa
entre tratamientos, segun Test de Comparacion de Proporciones (P=0.05)
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CUADRO 2. Efecto de cuatro soluciones desinfectantes sobre [a tasa de
contaminacién de yemas axilares de palto cv. Lula cultivadas in
vitro, después de 21 dias desde la inoculacion.

Tratamiento Tasa de contaminacion (%)
TO Control 100 a

T1 Hipoclorito de sodio 0.5 % 10 d

T2 Hipoclorito de sodio 0.25% 10 d

T3 Fungicidas + antibiéticos 45 ¢

T4 Sulfato ferroso + Captan 80 b

Letras iguales indican que no existe diferencia estadisticamente significativa
entre tratamientos, segun Test de Comparacion de Proporciones (P=0.05)

Diversos autores reportan pardeamiento y necrosis de explantes, inducidos
por el hipoclorito de sodio (DALSASO y GUEVARA, 1989; RODRIGUEZ et
al., 1991; JORDAN y OYANEDEL, 1992). Sin embargo, en esté ensayo la
necrosis de los tejidos fue minima, observandose sélo pardeamiento en las
zonas de corte. Esto puede haberse producido por una respuesta efectiva a

la solucidn de antioxidantes que se utilizé en pre-siembra.

También puede explicarse la baja tasa de necrosis por el uso de bajas
temperaturas, lo cual disminuye el metabolismo general de las células,
reduciendo la velocidad de muchas reacciones enzimaticas como la

producida por la polifenol oxidasa.



43

Del mismo modo, puede haber tenido efécto sobre la reduccién del
pardeamiento el hecho de iluminar progresivamente a los explantes, lo cual
ha sido efectivo en otras especies lefiosas, como Phalaenopsis (GEORGE vy
SHERRINGTON, 1984) y el portainjerto de peral BP10030 (WANG, 1992).

La incorporacion de una segunda fase de medio de cultivo liquido no tuvo
efecto sobre la tasa de proliferacién, ni sobre la necrosis apical de los
explantes. EI Cuadro 3 muestra el estado en que se encontraban los
explantes antes de la incorporacion de esta segunda fase, para el cv. Velvick.
PLIEGO-ALFARO, ENCINA y BARCELO-MUNOZ (1987) describen un
incremento en la tasa de proliferacion al utilizar el medio de doble fase, asi
como una reduccion del desorden fisioldgico de necrosis apical. En peral, el
uso de medios de doble fase permite reducir la vitrificacion y aumentar la

formacion de brotes (RODRIGUEZ et al., 1991).

Posiblemente no se observé un efecto de la segunda fase porque el sellado
de los tubos no fue perfecto, observandose deshidratacion de la capa liquida
en un periodo menor a siete dias. La respuesta de!l explante a la condicion
fisica del medio requiere de mayor tiempo de acciéon, mas aun al tratarse de

una especie lefiosa.
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CUADRO 3. Efecto de la solucion desinfectante sobre la formacién de brotes a
partir de yemas axilares de palto cv. Velvick, después de 90 dias

de cultivo.

Tratamiento Tasa de Numero promedio
brotacién de brotes por
(%) explante

TO Control * *

T1 Hipoclorito de sodio 0.5 % 25 1.0

T2 Hipoclorito de sodio 0.25% 15 1.7

T3 Fungicidas + antibidticos * *

T4 Sulfato ferroso + Captan * *

*. indica sin respuesta.

En el cv. Lula tampoco hubo efecto de la incorporacion de la segunda fase. El
Cuadro 4 muestra el estado de los explantes antes de incorporar ésta. La
formacion de brotes fue mayor en los tratamientos con hipoclorito de sodio,
pero no hubo diferencias estadisticamente significativas para esta variable, ni
para el nimero promedio de brotes por explante. En los ensayos posteriores
se utilizé el T1, porque permiti6 un buen control de los contaminantes

externos.

En algunos explantes se observé desarrollo de callo, lo cual sélo podria
explicarse por la sintesis auténoma de hormonas vegetales, ya que en los

casos en que se presenté el medio de cultivo no contenia reguladores del
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crecimiento (Figura 4). En la mayoria de las especies vegetales, la formacion
de callo se obtiene al incorporar en el medio de cultivo auxinas y citoquininas,
en una relacion de concentraciones de 1:1 entre ambos reguladores
(HARTMANN, KESTER y DAVIES, 1990, GEORGE y SHERRINGTON,
1984).

CUADRO 4. Efecto de la solucion desinfectante sobre la formacion de brotes
a partir de yemas axilares de palto cv. Lula, después de 90 dias

de cultivo.

Tratamiento Tasa de Numero promedio
brotacion de brotes por
(%) explante

TO Control * *

T1 Hipoclorito de sodio 0.5 % 25 2.0

T2 Hipoclorito de sodio 0.25% 25 1.0

T3 Fungicidas + antibiéticos 15 1.7

T4 Sulfato ferroso + Captan * *

*. indica sin respuesta

TAIZ y ZEIGER (1991) sefalan que el vegetal puede respbnder a una lesién
con sintesis de citoquininas. Ello podria explicar el hecho de que se obtuvo
formacion de brotes en este ensayo, ya que las citoquininas estimulan

iniciacion y el desarrollo de puntos de crecimiento. La lesién en este caso
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corresponde al corte realizado para separar el explante de la planta madre.
La respuesta morfogénica se caracterizd6 por formacidon de 1 a 3 brotes
axilares a partir de puntos de crecimiento pre-formados, y brotes adventicios

anicos a partir de callos (Cuadros 3 y 4).
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FIGURA 4. Formacion de callo y un brote a partir de yemas axilares del cv.
Lula cultivadas in vitro, en medio 1/2 MS sin reguladores del
crecimiento, a los 90 dias de cultivo.
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Ensayo 2. Efecto de cinco combinaciones de reguladores del crecimiento
sobre la organogénesis in vitro de yemas axilares de palto, cvs. Lula y

Velvick.

E! efecto de los tratamientos sobre la respuesta organogénica en el cv.

Velvick se presenta en el Cuadro 5.

La mayor tasa de brotacion se obtuvo en el tratamiento con BA y AIB, lo cual
coincide con lo reportado por DALSASO y GUEVARA (1989), quienes
obtuvieron un 17% de explantes verdes y organogénicos al utilizar esta

combinacién de reguladores del crecimiento.

Los tratamientos 1 y 4 permitieron un incremento en el niumero de brotes por
explante, pero con diferentes tipos de organogénesis. En el tratamiento 4, la
difenilurea CPPU permiti6 la formacién de brotes adventicios originados de la
epidermis y no a partir de un punto de crecimiento pre-formado. Este efecto
incluso se produjo en los explantes que presentaron el desorden fisiolégico de

necrosis apical (Figura 5).

El CPPU ha sido evaluado en otras especies lefiosas. En kaki, el efecto se
caracteriza por un incremento en las tasas de brotacién y proliferacion, en
relacion a otras citoquininas y TDZ. El tipo de organogénesis es
principalmente yemas adventicias, es decir, similar respuesta a la presentada

en este ensayo (TAO y SUGIURA, 1992).
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En azalea, el CPPU ha permitido estimular la proliferacion de brotes, en
reemplazo de reguladores de mayor costo como zeatina y 2iP (FELLMAN,
READ y HOSIER, 1987). En este caso se considera un equilibrio entre costos
y productividad, ya que CPPU en bajas dosis permite formar un promedio de
cinco brotes por explante, mientras que altas dosis de zeatina y 2iP permiten
hasta 20 y 8 brotes, respectivamente. En el presente ensayo también se
produjo un efecto similar, ya que el CPPU permitié incrementar el numero de
brotes por explante en dosis 6 a 20 veces menores que las utilizadas en los

tratamientos con BA (Cuadro 5).

En el caso de la benciladenina, el tipo de brotes formados es diferente, ya
que se originan a partir de la yema principal y de puntos de crecimiento
axilares pre-formados (Figura 6). Este tipo de organogénesis ha sido descrita
en palto por DALSASO y GUEVARA (1989) y PLIEGO-ALFARO (1988).

Se puede distinguir un brote formado de novo de uno pre-formado por su
morfologia; el brote neo formado tiene hojas opuestas decuzadas y muy
compactas, como un brote de conifera, mientras que un brote axilar tiene

hojas en un arreglo helicoidal (Figuras 5 y 6).

La combinacién de BA y GA3 no permitié lograr organogénesis. Sin embargo,

NEL y KOTZE (1982) reportan la formacién de un brote por elongacion de la

yema principal pre-formada al utilizar esta combinacién de reguladores. En el
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Ensayo 5, igual condicién hormonal, pero utilizando el medio WPM, tampoco

permitio lograr una respuesta en el cv. Velvick.

CUADRO 5. Efecto de diferentes reguladores del crecimiento sobre la
organogénesis de yemas axilares de palto cv. Velvick.

Tratamiento (1) Tasa de brotacion Numero promedio de
(%) brotes por explante
TO Control * *
T1 BA(2) + AIB (0.5) 25a 1.4
T2 BA (0.65) 5 b 1.0
T3 BA (2) + GA3 (2) * *
T4 CPPU (0.1) 10 b 1.5
T5 CPPU (0.01) 5 b 1.0

*. indica sin respuesta

(1): Numeros entre paréntesis indican concentracioén en mgl/l.

Letras iguales indican que no existe diferencia estadisticamente significativa
entre tratamientos, segun Test de Comparacién de Proporciones (P=0.05)
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FIGURA. 5. Formacién de brotes adventicios a partir de una yema axilar con

necrosis apical del cv. Velvick, cultivada en un medio con CPPU
0.1 mg/l por 90 dias.



FIGURA. 6. Formacion de brotes a partir de una yema principal y de una
yema lateral (secundaria) pre-formada, en el cultivo in vitro de
yemas axilares del cv. Velvick con BA 0.65 mg/l, después de 60
dias de cultivo.
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En el cv. Lula la mayor tasa de brotacién se logré con 0.65 mg/l de BA,
siendo mejor que el testigo y que los otros tratamientos (Cuadro 6).
DALSASO y GUEVARA (1989) sefialan que bajas dosis de BA, como las
utilizadas en este tratamiento, podrian no ser del todo éptimas por un efecto
de adsorcion del regulador por parte del PVP. Ello podria implicar que este
cultivar requiere de dosis bajas de BA, porque el testigo sin reguladores lievo

a un 50% de brotacion.

CUADRO 6. Efecto de diferentes reguladores del crecimiento sobre la
organogénesis en el cv. Lula.

Tratamiento (1) Tasa de brotacién Numero promedio de
(%) brotes por explante

TO Control 50 b 1.0

T1 BA(2) + AIB (0.5) 10 c 1.0

T2 BA (0.65) 70 a 1.0

T3 BA (2) + GA3 (2) * *

T4 CPPU (0.1) 10 ¢ 1.5

T5 CPPU (0.01) 5 ¢ 1.0

*. indica sin respuesta

(1): Nameros entre paréntesis indican concentracion en mg/l.

Letras iguales indican que no existe diferencia estadisticamente significativa
entre tratamientos, segun Test de Comparacién de Proporciones (P=0.05)
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El efecto del CPPU en dosis de 0.1 mg/l fue aun mas claro en este cultivar,

ya que fue el unico tratamiento que permitié obtener mas de un brote por

explante.

Al igual que en el cv. Velvick, se observo un efecto detrimental de Ila

combinacion de BA y GA3.
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Ensayo 3: Efecto de cuatro antioxidantes sobre el pardeamiento de yemas

axilares de pailto, cvs. Velvick y Lula.

Los estados en los cuales se definié un dafio tipo 1y 2, se presentan en las

Figuras 7 y 8, respectivamente.

Al comparar el grado de pardeamiento entre los distintos tratamientos, con el
Test no paramétrico de Kruskal-Wallis, no se advirtieron diferencias
estadisticas, al nivel de significancia utilizado, para ambos cuiltivares. Los

valores promedio de ERP se presentan en el Cuadro 7.

Otra forma de evaluar el efecto antioxidante de estos productos quimicos, es
mediante una medicion de fenoles totales con espectrofotometria. Este
método ha sido utilizado en otro frutal subtropical (Chirimoyo), relacionando la
regeneracion con los fenoles totales de explantes provenientes de diferentes
tratamientos antioxidantes (JORDAN, ITURRIAGA y ROVERARO, 1991). En
dicho ensayo se estableci6 que no hay formacion de brotes sin un
antioxidante en el medio de cultivo, a pesar de usar auxinas y citoquininas en

dosis adecuadas.

La formacion de brotes en el cv. Velvick fue considerablemente baja,
obteniéndose sélo un 5% de brotacién en los tratamientos con DIECA y acido
ascorbico mas acido citrico (Cuadro 8). Esta baja tasa de sobrevivencia no

permitiria iniciar una propagacion en gran escala de este cultivar. El acido
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ascorbico fue utilizado por NEL y KOTZE (1982), logrando una inhibicién del
pardeamiento enzimatico. Sin embargo, en este cultivar no se logré efecto
sobre el control del pardeamiento. DALSASO y GUEVARA (1989), utilizando
PVP en concentraciones similares, consiguieron controlar el pardgamiento y

obtener organogénesis.

CUADRO 7. Tasa relativa de pardeamiento en funcion del tipo de
antioxidante en el medio de cultivo, para los cultivares Velvick y
Lula.

Tratamiento (1) Valor de ERP (2)

cv. Velvick cv. Lula
Control 2.38 + 0.57 2.26 + 0.82
PVP (1000) 1.88 + 0.45 2.05+0.34
CA (1000) 1.89 + 0.40 2.15+0.86
DIECA (15) 1.55 + 0.46 2.05+0.54
Acido ascorbico (60) 1.47 + 0.36 1.47 + 0.63
Ac. ascbérbico (60) 2.06 + 0.68 1.90 + 0.69

+ Ac. citrico (30)

(1): Valores entre paréntesis indican concentracién en mg/I.
(2): ERP (escala relativa de pardeamiento), expresada en promedio y
desviacién estandar.
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FIGURA 7. Estado tipo 1 de la escala relativa de pardeamiento (ERP)
utilizada para evaluar el grado de control de oxidacion logrado con
cada tratamiento. El explante presenta pardeamiento en la zona de
corte.



an

FIGURA 8. Estado tipo 2 de la escala relativa de pardeamiento (ERP)
utilizada para evaluar el grado de control de oxidacion logrado con
cada tratamiento. El explante presenta necrosis apical vy
pardeamiento en la zona de corte.
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CUADRO 8: Formacion de brotes en funcién del tipo de antioxidante, en el

cv. Velvick.
Tratamiento Tasa de brotacidn (%)
Control *
PVP (1000) *
CA (1000) *
DIECA (15) 5
Acido ascérbico (60) *
Ac. ascorbico (60) + Ac. citrico (30) 5

*. indica sin respuesta.

| En el cv. Lula se observé un efecto positivo del acido ascérbico, favoreciendo
la organogénesis (Cuadro 9). El tipo de estructura que se formd corresponde
a una roseta, como la descrita previamente por DALSASO y GUEVARA
(1989). Consiste en un conjunto de brotes de 2 a 7 nudos, sin brotes
dominantes, con pequefnas hojas que se renuevan constantemente (Figura

9).

A partir de las estructuras de roseta, se logro separar entre 2 y 7 secciones
nodales (microestacas). La sobrevivencia al subcultivar en medios frescos
WPM, con acido ascorbico mas PVPP e igual concentracion de reguladores

del crecimiento, se vio condicionada por la calidad de la yema. Logran
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establecerse so6lo aquellas microestacas que mantenian una hoja activa

(Figura 10).

El hecho de que sélo las microestacas con hojas puedan establecerse en el
sub-cultivo, seria un efecto de la inhibicién en el desarrollo de la yema axilar,
producto de la abscisiéon de la hoja (THORP, ASPINALL y SEDGELY, 1994).
En la propagacién por estacas de palto, también se ha determinado que la
hoja debe permanecer para que se logre sobrevivencia y la posterior
rizogénesis (RAVIV y REUVENI, 1984).

CUADRO 9. Formacion de brotes en funcidn del tipo de antioxidante, en el

cv. Lula.

Tratamiento Tasa de brotacion (%)
Control *

PVP (1000) *

CA (1000) *

DIECA (15) *

Acido ascorbico (60) 5

Ac. ascorbico (60) + Ac. citrico (30) *

*. indica sin respuesta.
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La hoja aportaria fotosintatos y hormonas para la rizogénesis (HARTMANN,
KESTER y DAVIES, 1990), asi como promotores o co-factores especificos de
esta especie, los cuales alin no han sido identificados quimicamente (RAVIV
y REUVENI, 1984a).

En las microestacas subcultivadas (Figura 10), la defoliacién puede haber
sido producida por un incremento en los niveles de etileno dentro del tubo de
cultivo, ya que en este caso se utilizé plastico adherente para sellar las tapas.
PLIEGO-ALFARO y MURASHIGE (1987) sefalan que es importante
mantener las hojas para lograr sobrevivencia y rizogénesis in vitro de las
microestacas de palto, lo cual se puede realizar con aspersiones foliares de

BA, manteniendo la capacidad "sink".



FIGURA 9. Formacion de estructura de roseta a partir de una yema axilar de
palto cv. Lula, en un medio 1/2MS con BA 1 mg/l y acido ascorbico
60 mg/l.
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FIGURA 10. Microestaca subcultivada, obtenida mediante el corte del brote
original en secciones de un nudo, formando un nuevo brote con
activa renovacion de hojas en un medio WPM con BA 1 mg/l,
acido ascorbico 60 mg/l y PVPP 1000 mgl/l.



64

La baja tasa de proliferacién que se obtuvo en ambos cultivareé pudo estar
asociada a la solucion mineral que se utilizé en este ensayo (MS). Para
verificar si era el medio de cultivo 10 que estaba deteniendo el desarrollo de
las plantas, se midi6 la conductividad eléctrica en una solucion de MS
reducida a la mitad, comparandola con un medio WPM. El medio 1/2 MS
present6é un valor de CE de 3.5 mmhos/cm, mientras que en el WPM fue de
2.8 mmhos/cm. Ambos valores son considerablemente altos para la especie,
si se comparan con los estandares de campo para CE del agua de riego o del
suelo. GARDIAZABAL y ROSENBERG (1991) sefialan que una CE mayor a
1.0 mmhos/cm es restrictiva para esta especie frutal. Un valor elevado de CE
indica que el medio de cultivo presenta un exceso de sales, un elevado
potencial osmotico y, por ende, mayor dificultad del explante para extraer

agua del sustrato.

En el gel de uno de los tubos en que se logré formar una roseta, fueron
medidos los niveles disponibles de algunos micronutrientes al término del
cultivo, para comparar con un tubo de medio fresco (no inoculado) y uno en el
cual se produjo pardeamiento del explante y posterior necrosis. El resultado
de esta medicién indica que se reducen los niveles de todos los elementos
estudiados, siendo el zinc el que se consume en mayor proporcion, situacion
que puede explicarse por la importancia de este nutriente en la sintesis de
clorofila (TAIZ y ZEIGER, 1991). La coloracion verde de la clorofila se

presento en los tejidos en activo crecimiento (Figura 9y 11).
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Los niveles de cobre también disminuyen, siendo menores que la precision
del equipo. En el tubo en que se presentd necrosis y pardeamiento, también

hubo consumo de nutrientes, pero en menor proporcion.

El consumo de manganeso puede haber sido producto de la alta actividad
metabdlica del tejido, ya que este elemento esta involucrado con las sintesis
de enzimas del ciclo de los acidos tricarboxilicos (TAIZ y ZEIGER,‘ 1991). Los
tejidos vegetales in vitro tienen un metabolismo principalmente heterotrofico,
por lo cual los hidratos de carbono del medio de cultivo son ingresados al
ciclo de Krebs. La disminucion en los niveles de fierro y cobre, asi como de
los otros nutrientes estudiados, estaria dada por el incremento en la biomasa

de los tejidos, parametro que no fue medido.

Los estudios de nutricién in vitro generalmente son realizados considerando
mediciones de crecimiento y desarrollo y, en algunos casos, con mediciones
de nutrientes en tejidos (GEORGE y SHERRINGTON, 1984). Métodos no
destructivos e indirectos, como el presentado en este ensayo, no han sido
reportados. El fundamento de este sistema de evaluacion indirecto es que en
cada tubo crece una sola planta, y no hay drenaje ni volatilizacién de los
elementos estudiados. Por ello, la diferencia entre los contenidos de
nutrientes entre un medio de cultivo fresco y uno desgastado, sélo se pueden

explicar por el consumo por parte de la planta.
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Concertracién (ppm)

Niveles de micronufrienfes en el medio
cv. Lula

Elemento mineral

B Parron i Pard;)Necr, Ny Crec. éptimo

FIGURA 11. Representacion grafica de los contenidos de micronutrientes en
el sustrato, medidos en partes por millén (ppm). Los niveles de uso
son: crecimiento 6ptimo por 60 dias, sin respuesta (pardeamiento y
necrosis) y como patrén un medio fresco. no inoculado.
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Ensayo 4: Cultivo de secciones nodales de los cvs. Velvick y Lula.

Diversos autores han reportado que el mejor explante son las secciones
nodales (NEL y KOTZE, 1982; PLIEGO-ALFARO, ENCINA y BARCELO-
MUNOZ, 1987; DALSASO y GUEVARA, 1989). Sin embargo en el presente

ensayo no se logrd superar la fase de establecimiento con estos explantes.

La tasa de necrosis en ambos cultivares fue 100%, en los dos tratamientos.
La contaminacién no fue superior a otros ensayos, siendo de 15% para todos

los tratamientos.

Esta necrosis total pudo deberse a una mayor sensibilidad del explante a la
desinfeccidn con hipoclorito de sodio (SOLORZANO, 1989), posiblemente por

la mayor superficie de tejidos internos que queda expuesta al desinfectante.

Otra causa posible seria una mayor ruptura celular en comparacion con una
yema axilar, en la que la relaciéon entre zona de corte y tejido intacto es
favorable a la segunda. La acumulacién de derivados fendélicos en el medio
de cultivo y en la zona que rodea al explante estarian inhibiendo su

crecimiento y desarrollo (GEORGE y SHERRINGTON, 1984).

Al liberarse los compuestos fendlicos que estan contenidos en la vacuola,
queda en contacto la enzima con su sustrato. De este modo, comienza una

reaccion autocatalitica que puede llevar a necrosar completamente un tejido
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pardeado. Esto permitiria explicar la razon por la cual la muerte del explante
no se produce al momento de la inoculacién, sino que presenta un desfase de
tiempo cercano a dos semanas. Es en este periodo en el cual se podria
mejorar la tasa de establecimiento en un préximo ensayo, mediante
subcultivos frecuentes y renovacion de los cortes bajo una solucion

antioxidante.

GEORGE y SHERRINGTON (1984) sefialan que en algunas especies en que
se presenta pardeamiento, la Unica forma de control es mediante el uso

combinado de dos o0 mas antioxidantes. En Anigozanthus y Eucalyptus se ha

utilizado cafeina, DIECA y PVP juntos, en tratamientos de pre-siembra. El
concepto en este caso es detener la reaccion mediante inhibicion de la PPO y
al mismo tiempo disminuir la disponibilidad del sustrato de la enzima con
adsorcién por PVP. Es por ello que en el Ensayo 6 se utilizé una combinaciéon

de 2 antioxidantes en el medio de cultivo.
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Ensayo 5: Efecto del medio sélido y liquido sobre la organogénesis in vitro de

yemas axilares de los cvs. Velvick y Lula.

Los resultados de este ensayo demuestran la efectividad del medio sdlido
para condicionar una respuesta organogénica en el cv. Lula (Cuadro 11). Los
explantes del cv. Velvick no superaron la etapa de establecimiento,

presentando una tasa de necrosis de 100% en ambos tratamientos.

CUADRO 11. Efecto de la condicién fisica del medio de cultivo sobre la
organogénesis de yemas axilares en el cv. Lula, a los 60 dias

de cultivo.
Tratamiento Tasa de Numero brotes Largo promedio de
brotacion por explante brotes
(%) (promedio) (cm)
Medio sélido 48 24 2.2
Medio liquido 12 1.0 0.5

El medio sélido permitié incrementar la tasa de proliferaciéon, asi como el largo
promedio de los brotes (Figura 12). NEL y KOTZE (1982), utilizando igual
combinacidon de reguladores del crecimiento, pero con medio liquido,
consiguieron un efecto sélo de elongaciéon de un brote a partir de la yema

principal pre-formada. La mayor parte de la investigacion desarrollada en esta
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especie, hace referencia al uso de medios gelificados con agar-agar
(PLIEGO-ALFARO, ENCINA y BARCELO-MUNOZ, 1987, DALSASO vy
GUEVARA; 1989 SOLORZANO, 1989).

El efecto detrimental del medio liquido con puente de papel pudo deberse al
limitado contacto del explante con el sustrato (Figura 13). Esto puede
favorecer el pardeamiento, porque el explante no recibe el antioxidante,
comenzando el proceso autocatalitico que lleva a la necrosis del explante.
Ademas, si el explante no tiene un contacto adecuado con el sustrato, puede
producirse deshidratacion, asi como presentarse problemas nutricionales que

limiten el potencial organogénico de la especie.

Se observé un efecto positivo de la solucidén mineral utilizada, al comparar el
resultado de este ensayo con el tratamiento 1 del Ensayo 2, en el cual se
utilizaron iguales reguladores del crecimiento, pero la solucion mineral de MS.
Este efecto se deberia a la menor concentracién de amonio que contiene el
medio WPM en relacion al MS, el cual seria detrimental para la expresion del

potencial regenerativo de las especies lefiosas (LLOYD y McCOWN, 1981).

Esta soluéién mineral (WPM) no ha sido reportada en el cultivo‘i_n vitro de
esta especie. Sin embargo, se ha utilizado en otras especies lefiosas como
licumo (JORDAN y OYANEDEL, 1992), rosa y eucalyptus (HARTMANN,
KESTER y DAVIES, 1990). En algunos casos no se ha encontrado una
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diferencia sustancial en comparacion con un medio estandar como MS

(PALMA, 1990).



FIGURA 12. Formacion de brotes mdltiples a partir de yemas axilares del cv.
Lula, cultivadas en un medio WPM con BA 2 mg/l y GA3 0.5 mg/l
por 60 dias.
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FIGURA 13. Yema axilar del cv. Lula cultivada en un medio liquido con

puente de papel. Se observa que el contacto del explante con el
sustrato es sélo a través de dos puntos.
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Ensayo 6: Efecto de dos difenilureas y benciladenina sobre la formacion de

brotes en los cvs. Velvick y Lula.

La respuesta del cv. Velvick a los distintos tratamientos se presenta en el

Cuadro 12.

Las menores tasas de necrosis estuvieron asociadas a TDZ y BA junto con
AlB. Estos tratamientos permiten una tasa de establecimiento de 80%, lo cual
seria muy favorable para iniciar una propagacion en mayor escala de este
portainjerto. Con respecto a la brotacién, la mayor efectividad se logrdé con
CPPU en la misma dosis en que tuvo un efecto positivo en el Ensayo 2. La
dosis mayor de CPPU fue detrimental, posiblemente produciendo un efecto

fitotoxico al reducir la brotacién a un nivel similar al testigo.

Se logré aislar el efecto de BA sobre la brotacién, ya que estadisticamente
fue diferente al tratamiento con BA y AIB, por lo que se puede afirmar que es
la citoquinina por si sola la que permite obtener una alta brotacion. Esto
coincide con los resultados de PLIEGO-ALFARO (1988), quien logra un

efecto similar al utilizar sélo BA.

El TDZ no permitié incrementar la brotacion, siendo equivalente al testigo en
las dos concentraciones utilizadas. Este regulador se ha utilizado en otras

especies lefiosas, favoreciendo la organogénesis (JORDAN y OYANEDEL,
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1992) e incrementando las tasas de proliferacion (HARTMANN, KESTER vy
DAVIES, 1990).

CUADRO 12. Efecto de dos difenilureas y benciladenina sobre la tasa de
necrosis y la tasa de brotacién en el cv. Velvick.

Tratamiento (1) Tasa de necrosis Tasa de brotacion
(%) (%)

VO Control 48 a 48 c

V1 BA (2) + AIB (0.5) 20 c 92 ab

V2 CPPU (0.1) 28 bc 96 a

V3 CPPU (0.5) 40 b 44 c

V4 TDZ (0.1) 44 b 44 c

V5 TDZ (0.01) 20 ¢ 60 c

V6 BA (2) 48ab 88 ab

(1): Nimeros entre paréntesis indican concentracion en mg/l.
Letras iguales indican que no existe diferencia estadisticamente significativa
entre tratamientos, segun Test de Comparacion de Proporciones (P=0.05)

Las difenilureas utilizadas en este ensayo (CPPU y TDZ) tienen efectos
citoquininicos, sin ser estrictamente citoquininas (HARTMANN, KESTER vy
DAVIES, 1990). La diferencia estaria dada por la respuesta a nivel bioquimico

que producen en el vegetal, en relacién a una citoquinina propiamente tal.
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MOK et al. (1987) describen una respuesta diferenciada a la expresion de

isozimas de la fosfatasa acida en presencia de zeatina o TDZ.

Por otro lado, otros autores han descrito que el TDZ estaria induciendo la
biosintesis enddgena de citoquininas, mientras que el BA participaria
promoviendo la sintesis de zeatina y ribosil-zeatina (FELLMAN, READ y
HOSIER, 1987).

La respuesta del cv. Lula a los diferentes tratamientos se presenta en el
Cuadro 13. En este cultivar se observé un marcado efecto de los reguladores
del crecimiento en el control de la necrosis de los tejidos. Los tratamientos
con BA, CPPU y TDZ en su concentracion mas baja, permitieron tasas de
mortalidad menores al 8%, sin diferencias significativas entre ellos. Este
resultado estaria siendo producido por una mayor actividad metabélica en las
células, ya que las citoquininas estimulan la sintesis de RNAm y ayudan a
mantener a los tejidos activos, aun en condiciones de explantacion (TAIZ y

ZEIGER, 1991).

El TDZ en concentracion 0.1 mg/l tuvo un efecto detrimental sobre los tejidos,
aumentando la necrosis a niveles similares a los que se obtuvieron en el

testigo.
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CUADRO 13. Efecto de dos difenilureas y benciladenina sobre la tasa de
necrosis y la tasa de brotacién en el cv. Lula.

Tratamiento (1) Tasa de necrosis Tasa de brotacién
(%) (%)

VO Control 32 ab 32 c

V1 BA (0.65) 8 c 36 c

V2 CPPU (0.1) 8 c 72 ab

V3 CPPU (0.5) 4 c 92 a

V4 TDZ (0.1) 48 a 32 C

V5 TDZ (0.01) 12 bc 5 bc

(1): Numeros entre paréntesis indican concentracion en mg/!l.
Letras iguales indican que no existe diferencia estadisticamente significativa
entre tratamientos, segun Test de Comparacion de Proporciones (P=0.05)

La brotacidon fue significativamente mejor en los tratamientos con CPPU,

siendo mayor en el tratamiento con concentracion de 0.5 mg/l.

Las tasas de necrosis y la brotacion no estan correlacionadas en ambos
cultivares, producto de que en algunos explantes se produjo un crecimiento
inicial acelerado, seguido por una muerte del tejido. Este fenédmeno ha sido
reportado en el cultivo in vitro de otras especies de frutales sub-tropicales
(JORDAN y OYANEDEL, 1992). En todos los ensayos se observd una
respuesta diferenciada de los cultivares Velvick y Lula a los distintos
tratamientos. La principal causa de ello seria el origen genético de ambos

cultivares, ya que el cv. Lula es un hibrido de las razas Guatemateca y
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Mexicana, mientras que el cv. Velvick es de la raza Guatemalteca.
Respuestas diferenciadas por cultivares y razas ya han sido reportadas por
otros autores (DALZASO y GUEVARA, 1989; SOLORZANO, 1989; PLIEGO-
ALFARO et al., 1990). También es posible que la respuesta diferenciada de
los cultivares a los tratamientos en comun se haya producido por el hecho de
que los arboles del cv. Lula fueron asperjados con paclobutrazol. Este
producto, que es un inhibidor de la sintesis de giberelinas, podria haber

reducido los niveles endégenos de esta hormona (TAIZ y ZEIGER, 1991).

Se han utilizado aspersiones con paclobutrazol para pre-acondicionar a las
plantas madre en otras especies lefiosas cdmo duraznero y Hedera helix,
antes de extraer las estacas. El efecto de este regulador consiste en un
incremento en las tasas de enraizamiento. En estos ensayos, los autores
utilizaron como condicion estandar una aplicacién de auxinas a la base de las

estacas (WIESMAN, RIOV y EPSTEIN, 1989; GENEVE, 1990).

También es posible que la ontogenia de las plantas madre haya influenciado
la respuesta diferenciada de los cultivares. PLIEGO-ALFARO et al. (1990)
sefialan que solo a partir de material juvenil es posible lograr organogénesis
in vitro. En estos ensayos, el material del cv. Velvick se puede coﬁsiderar en
transicion entre la fase juvenil y la fase adulta, ya que presentaron su primera
floracion en la primavera de 1994. Los arboles del cv. Lula estaban en su

fase adulta propiamente tal, con presencia de frutos y flores.
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La presencia de fruta en el arbol puede haber alterado los equilibrios
nutricionales y hormonales del arbol, ya que los embriones sintetizan
reguladores del grupo de las giberelinas (TAIZ y ZEIGER, 1991). Niveles
endégenos de giberelinas en el arbol relativamente altos pueden favorecer el
crecimiento vegetativo de los explantes in vitro, pero podrian también ser
contrarios a la formacién de raices. Es por ello que es importante en esta
especie realizar una fase de establecimiento y proliferacién con citoquininas,
para posteriormente inducir la rizogénesis en un medio sélo con auxinas
(GARCIA-GOMEZ et al, 1994). De este modo se puede equilibrar los niveles
endégenos de reguladores en el explante in vitro, e independizérse de la

situacién puntual que presenta el érgano al momento de la explantacion.

En general, al utilizar como fuente de explantes material vegetativo en activo
crecimiento, se obtienen tasas de sobrevivencia mas altas que las que se
logran empleando puas con el crecimiento determinado. Ello estaria dado por
la fuerte capacidad "sink" que presenta un brote en crecimiento activo,
recibiendo los fotoasimilados que producen ias hojas maduras. La seleccion
del momento optimo de recolecciéon de explantes en terreno, debiera basarse
en los dias posteriores al inicio de la brotacién (DDIB). WHILEY y
SCHAFFER (1993) han demostrado que la capacidad sink de las raices
supera a la de los brotes nuevos a los 34 DDIB, produciéndose un mayor flujo
basipétalo de los fotosintatos a partir de ese momento. A los 18 DDIB el brote

vegetativo presenta su maxima capacidad de "sink”, por o que en ensayos
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futuros se debiera considerar esta fecha de referencia como el momento ideal

de explantacién.
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5. CONCLUSIONES

Se demostré la factibilidad de desarrollar las fases de establecimiento y
proliferacién bajo condiciones de cultivo in vitro de yemas axilares de palto,

cvs. Lula y Velvick.

Los tejidos de palto de los cvs. Velvick y Lula pueden ser desinfectados en
forma eficiente con hipoclorito de sodio 0.25 - 0.5%, con tasas de

contaminaciéon menores al 10%.

En necesario utilizar antioxidantes para la etapa de pre-cultivo y en el
establecimiento in vitro de ambos cultivares, para controlar el pardeamiento

enzimatico.

En la fase de proliferacibn en el cv. Velvick, las mayores tasas de
sobrevivencia y multiplicacion se obtienen al utilizar BA o CPPU, en

concentraciones de 1.0 y 0.1 mg/l, respectivamente.

Las fases de establecimiento y proliferacion en el cv. Lula, pueden ser
llevadas a cabo en un medio de cultivo con CPPU en concentracion de 0.5

mg/l.
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6. RESUMEN

En el Laboratorio de Micropropagacion de la Facultad de Agronomia,
Universidad Catélica de Valparaiso, se realiz6 un ensayo para determinar la
factibilidad de propagar in vitro dos portainjertos de palto (Persea americana
Mill.) resistentes a salinidad, cvs. Velvick y Lula.

Los medios de cultivo utilizados fueron MS y WPM, suplementados con
inositol 100 mg/l, hidrolizado de caseina 500 mg/l, glutamina 200 mg/l, tiamina
0.4 mg/l, sacarosa 3% y gelificados con una mezcla de agar-agar 0.2% vy
gelrite 0.2%

Se utilizaron brotes en activo crecimiento, de los "flushes" vegetativos de
primavera, verano y otofio. En terreno se cortaron puas de 5-8, defolidndolas
y sumergiéndolas en una solucion de 500 mg/l de acido ascorbico y acido
citrico, y hielo 50% vl/v. Estos antioxidantes también se utilizaron en pre-
siembra en una solucién estéril.

Se evalué el efecto desinfectante del hipoclorito de sodio, fungicidas mas
antibiticos y sulfato ferroso mas captan 80% WP. Los mejores resultados se
obtuvieron con hipoclorito 0.25-0.5% mas tween 20 0.1 ml/l.

Se comparé el efecto antioxidante de PVP, CA, DIECA, acido ascérbico y
acido citrico. Sélo en el cv. Lula se observé un efecto significativo de acido
ascorbico 60 mg/l.

Se contrastd la organogénesis en funcion del tipo de medio fisico,
comparando un medio gelificado con uno liquido y puente de papel. El medio
gelificado permitié aumentar la tasa de proliferacion en el cv. Lula.

En una serie de dos ensayos consecutivos, se compard la proliferacion
inducida por diferentes concentraciones y combinaciones de CPPU, TDZ, BA,
GA3, AIB. Se determin6 que la condicién adecuada para lograr proliferacion

en el cv. Velvick es en base a CPPU 0.1 mg/l o BA 1.0 mg/l. En el cv. Lula la
mayor brotacién se obtuvo con CPPU 0.5 mg/l.
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