UNIVERSIDAD CATOLICA DE VALPARAISO
FACULTAD DE AGRONOMIA

AREA DE FRUTICULTURA

@W

TALLER DE LICENCIATURA

PROPAGACION in vitro DE PORTAINJERTOS DE PALTO (Persea
americana Mill.) evs. "LULA" Y "VELVICK", RESISTENTES A
SALINIDAD: ENRAIZAMIENTO Y ACLIMATACION.

SOLANGE SAN MARTIN SAAVEDRA

QUILLOTA CHILE
1996



INDICE DE MATERIAS

1. INTRODUCCTON 1

2 REVISION BIBLIOGRAFICA &

al Micropyopagacidn del palto }
Palale Explante 3
ZaleEe Epoca oe eusplantacidn &
ZaladB. Desinfecoidn 7

P Fardeamiento &
Control del pardeamiento 11
dedalale Eticlacidn 13

2edel

acdventicias 16
al vy

ac i dn de rado
del material
5 e enrailrzamiento

%ﬂluv mirnesyal s

P
as de aclimatizacidn -

o
ER )

3w MATERIAL Y METODO 26

1 J Ubdoaoidn

M I Material vegetal

2. Desinfeos
P I Mecd i ole tultlw

2 e

2.5, Condiciones de cultivo

i oode la  btransferesnoia
syuplante  a un m@dim

& el el pavceamient
Foarma i dn e l:r obes a partir de
axilare e matsrial  de campo de 1uk
ove.  thula’ vy Velvicok?

Ernsayo 1.

Fataa 1.

slecocidn y manidpul acidn

) material vegetal

Hala e Disedo experimental 21
et 2e 1l Tratamientos 31

BabLEleRe Variab) wmvaluads a3
badiatico 35

L] -

F.6.2.3 AmdAlisis




3.7 Ensayo 2. Efecto de diferentes conoen-
traciones de AT en el enrvalzamisnta
in ovitro de los ove. tala? y Welvick?
& partiv de yemas axilares de material
clee Campo D

B.7.0 RFecoleooidn oy manidipwlacidn del
material vegetal

DL E. Disefo sxperimental
Be7u2a . Tratamientos a7

-y

D702, Variables evaluadas 38

Sa8. Ensayo 3. Influencia the diferentes
o sebyaciones de GITE an el envaiz
miento diveoto de secciones nodales de
material  de campo e invernadero del
vv.e hulal 36

F.8.1. BEecoleooidn y manipulacidn  del
material vegetal

S3.8.2. Diseno sxpeyimnental
D.8.2.1. Tratamientos
F.8.2.2. Variables svaluadas
.8.2.2 Anali b acdi st

. Ersayo 4. BEfecto del  hipoclorito oe

& vy el medio de ocultivo en los
niveles de  oxidacidn y contaminacidn
e ¢ coaomes nodales del owv.e thalat 42

Z.%. 1. Eeoolso

mat ey

Chdr oy manipulacidn del
ital vegetal e 3

Datad. Medio de culbtivo 43
Je9. 2. Tratamient 252
.M., VYariables svaluadas e}
Daedsl. Oxidacidn el
et B, Contaminacidn 355
3,300, Disero  experimental v andlisis
matadistico 45

.10, Ensayo 5. Efecto tle Ta etiolacidn
sobhy e la owidacidn vy organogénesis oe
vaemas axilares del ov. tala? 47

3,100, FEecolecoldn v manipulacidn del
material vegebtal 7
2.10.0.10, Mabterial stiolado 47

S.10.1.2. Material sin ebtiolar 48

B30 Tratamientos e



2.10.3, Variables evaluadas
B.10.3. 1. HVHLA'1nn
210,302, i

oy ey
3. 10,33,

e fenoles

3.10.3.4, s ey dment s

eabacdis

3.3 Ensayn 6. Evaluacidan  de
e aclimatizacidn  sobre
VEI L& Y L O N R vadiocal ;
plantas  in clizl  ove thaala’ oy
Welvick

ERTACION Y DISCUSTON DE RESULTADOS
S Ersayo 1. BEfecto de la transferencia
AR DN iva el maplante & wn medio
e s e @l pavceamienta ¥
formacidn  de brotes & parbiv de yenas
awilare de material de campo de los
cvie  thaalat oy Welvick?

i

4.1.1. Oxidacidn y brotacidn
k2 S Combaminas i dn

R

cho de diferentes
de ATER en el s#nrals
e los ovs. lhalat y “anvvri’
cler yemas axilar cler mabsrial

I Se Influsnoia clez oli farent
X »nlra;lmn@% de ATR &n el envaizs
mtnntn directo de ; K 2
material de campo e IHVPYﬁddWYH el
Cve Ll al

2 NS Contaminac i én
4.3.1.1.

qwntwu aJmtaminmn..
terial

ENE P
“Favda bow awn

mleVLdl invernacey o

2 G SR (dca 1dn
I P Envaizamiento vy ocallo ba
4.3, Brobacidén

a5

€7

70
g oy
5ol

7



4

NN

Ernsayo 4, Efecto  del hipoclorito de
soclio oy @l medio de cultivo en los
iveles de oxidacidn vy contaminacidn
ciories nodales del ove thula’t

dada b, Owidacidn
Gdod. 1. l. Efecto del hipocloe
rito de sodico vy medio
cle oulbiv

a3, 2 Conmbaminac i dn
dad. el Efectoa  del medio  de
culbivio

L R A b g 1 e

5. cir la ebtioclacidn
sobire la  owidacidn vy organogénes
yemas axilarss del ove Lalat

S, 1, Owicacidn
e S, . By ok ac i dn

Ernasayo 6. Evaluacidn de dos sistemas
cler aclimatizacidn  sobre la  sobrevie
VEPC LA Y desaryol Lo radical, e
plantas in sl wwv. Hatla® vy

S CONCLUS TONES

O FESUMEN

7 LITERATURA CITADA

CANEXTES)

£

87

87

838

)

)
L]



El 0 palto (f

@ Mill. ) se ha btransformado an

wra especie relevante en Chile, debido a la evolucidn de

s supsr ficie plantada. De las 435300 hectdres gxistentes

prechiio  wr orecimiento  anual de 4, 16%

pravea @l oafo 1 wha  stper ficie de

Mav,  oorcenty dnds poe i ipal mente entre la Vv VI

M-

eyl dmes (0T o Derntro de esbta distribaoddn

SOEEFO, 1
geogratica se encuentran zonas con problemas de salinddad

prodtuctao del agua de vl provenientes del Rio Mapooho y

Maipro, AR b an alt arhyac ionss e

posibilidad  de  disponer de

zal dnidad, pevmit v da

as o oon btales limitaciones.

Er 1la coleccidn  de germoplasma de la  empre

Agr dood A

Hugy b £

Liformia Lida.,

encuentran dos porbaindertos

cles pal b al inidads Hoala? Chdlyy dole

grman ]t

CHAG

womexicarnad, obbenido hace unos btreinbta afos

et Flovrida. i b e vapido  ore

imiento vy de gran
capacidad de Ffructificacidn, se culbiva e el valle de
Jovddrn Clesvasl) por osu gran resistencia & la salinidad; v

aelvick? Chibvido guatsmal becod de  origen awstraliano,



ant a0 acems

CpLE Y e

noia @& FPhybophthora.

L.a micropropagacidn ofrece  una alternativa rapida de

multiplicacidn de pabtyrone

#i we superan las dificultades
@ el ocultivoe de tedidos de la especie, dancao 1a

ibvilidad de disponsy  de pabrone clomales wnl formes

genéticamente, Lol o N TV B B

procguco iones vy resist

=)

el oo i

arhvEr SHE.

ta investbigacidn forma parte de la segunda ebtapsa de un

PR AVE S Twl A [rér & cleberminay la  factibil idad tlen 1a

propagacidn in vitro o de

povtainjdertos  de palbo

cva, thatlat oy Welviok?,

B osu primera fz s determind 1

A% Y imenr as

phapas de la
micyopropagacidn: eatablecimiento v o oprodiferacidn de
waplantes, por 1o cual, los objetivos planteados para

gpesl @

segunda fase, ernraizamienta vy aclimatizacidn, son

H

los siguientes:

B mirar @l efecto de la transferencia sucesiva del

explante &  wn omedio frs sotire 8l pard

amiento oy

formasidn de brotes de yemas awilares de los owvs. ‘Lula?

v tMelvick?,



tablecer el efecto de diferentes conoenbrasionss

Acddo dndol-buativioo @ el envalzamiento  in vitym

meadiante el culbivo de yvemas axilares de los ovs. Luala’y

Velvick?t.

Evaluar diferentes concentraciones de  Acido indol -

butirvico sobre el snvalramients  dirve clep

rexelal

- Determinar el &fecto del medio de ocwltivo v 1a

desinfeccidn con hipooclaorito ode soclio sobre  la oxidacidn

y contaminacion de secciones nodales del ove thalat,

alylecer @) efs la ebtiolacidn en la oxidaoidn v

crganogénesis de yemas axilar el ov. tLuala?,

---- Evaluwar oos sistemas de aclimabtizacidn, gue permitan 1a

adaptacidn e wuna condioildn i

brge & una gy

reopiey Loda para 21 éxito de la micropyopagacidn,




Fa REVISTION RIBLIOGRAFICA

R Micropyopa
Millos

idn del palto

La micropropagacidn del palto, por sy una  @specie

recaloitrante (DALSASBO v GUEVARS, 1989; FLIEGO-ALFARD

Yy w8 ha caracterizado por la facil propagacidn
del  material  Juvenil, mientras que 8 dificil 1 a

manipulacidn in

del  material gue ha alcanzado la

fase adulba.

Lo model os de propagacidn Dlevados a cabo van divigidos

hacia la puessta a punto de téonicas de vejuvenescimiento

cue restauren potencial mor fogendtico  del material

adul bt de  Pg para hacer efectiva su

propagacian in vibro (PLIEGO-ALFARD et al., 19900,

S ha dntentado establecsr  in vitro  yvemas adul tas

procedentes de tallos en orecimiento activo de  los

o baindertos Gvar Am ¥ Y-8 Comeleco iones  de la

sthacidn Egsper imental La Mayorad, obbteniéndose resultads
megat ivos producto de una alta necrosis apical gue impide

st oultivo  continuado CRPLTEGO-ALF &R0

al., 19903,



=
En  oambioa, DALSASO v GUEVARA 198w hrarm 1ogr ado
vaesul tados  satisfactorios cultivando in vibtro Y EMTAS

axilarss v microestacas de  material adulto del V.

HFruervte? .

alele Explante

Diversos ewxplantes de paltos, como:  embriones maduros e
inmaduros, tallos, vemas axilares de material  Juvenil v
atdul to,  hodas, floves, frutos (mesocarpor,  peddnoulo,

pread en vy protoplasto han sido culbtivados  in wviltro

CMOHAMED-YASBEEN, 1993).,

Flantas de palto completas se  bhan obtesnido a partir  de
embr iones axilares (MOHAMED-YASSEEN et al., 1992) v vemas

axilares (BOHALL, 1987; GONIALEZ-ROSAE, SALAZAR-GARCIA v

VAZELEZ, 19835,

Se ha logrado gevminacidn con el owlbtivo in vitro de
poden  CSBAHAR v SPITGEL-ROY, 1384 v o embriones maduros,
téonica posible de aplicar en la obtencidn de patrones

para micro indertacidn  (PLIEGD-ALFARO v MURASHIGE, 19387;

GUOMZALEZ-ROSAS, LLANO-AGUDELD v SALAZAR-GARCIA, 199073,



o

]

Aele®. Epooa de explantacidn

las  condiciones  internas del ewplante vy oooel estado

tan @] desarvallo

fisioldgico de la planta madre af

vitro, por Lo ocual, la época de recoleccidn del material

vigetal  debtermina una  potencialidad diferencial  en  su

respuesta de orecimiento.

PAel Lo demaes 3RS0y GUEVARS 1989 logrando 1os

Ay

mejores  vesuwltados en la multiplicacidn clonal de F

BEa

DY Fuerte'  por omedio de vemas  axilares

recalectadas durante @l inicio el crecimiento
vegetativo, @1 oual fue decrsciends al iniciarss sl

periodo floral v cdurante el desarvollo del fruabo.

ha respussta del  material segdn la época de vecolecoidn,
se relaciona ocon lo expresado por WHILEY v SUCHAFFER
CLaaRy, los cuales han demostrado gue 1 brobts vegebtabivo

preszenta au masima capacidad de "sink" a los 18 dias de

iniciada la by el ac Ld4n tRDIRD, vepe b i enco Lo

fot g

similados que producen las hodas macduwras. En o cambio,

a los 34 DDIR se produce un mayor fluio basipétalo de los
fotosintatos, moments en el cual  la capacidad de "sink?®

e las raices supera & la de los  brotes naesvos. De ssha




foay ma, Tos DDIER dindican wuna fecha de  refsrencia para

establecer el momento de recolecoidn de explantes.

FEI S Dosinfeccidn

Bl objetivo de la desinfecoidn del material vegetal

previo a la  iniciacidn del cultivo in

v omes asencial
para superar la etapa de establecimiento. Los diferentes
tratamientos se orientan & sliminar 1o micr ooy garm 1 smos

gque se  encuesntran en siones  sobrve el bejdido

vagatal, teniendo en o cuenta gue no deben causar dafo en
log explantes. Lo agentes contaminantes, comos  hongos y

bacterias, dificultan el culbivo debido a las

condiciones ambientales vy los componentes del  medio de
cultivao gque  favorsoen su orecimienta, cuby iendo el
explante v alterando la composicidn guimica del  media

ruty itiveo (DE FOSSARD,

E1 hipoclorito  de sod i CNall () @ LA e los

desinfectantes mé s @factivos v s acdos 210 1a

micropropagacian (DE FOSSARD, 1992 MoCLELLAND, 19932); su

efectividad estd  en Fuarg i én der la

enbvacidn oy
duracidn  del tratamiento.  Una  soluwcidn del T4 por 20

minutos puede probablemente ser sfectiva contra un ampl io



a2
¥R cle Mo g QLA LS mos ey HLUE et s bur as
veproduot i vas en estado vegebtativo, en ocambio, las

seporas requieren minimo cuatvo horas para su o oonbtrol.

£l aloohol  es  también, un desinfectante de material
virgretal smopleado en la micropropagacidn en condunta oon
@l hipoclorito de sodio. Es  asi, como OYANEDEL 19950

tasas  méas  bajas de  contaminacidn e F

Mill. ovs., lula® vy Welvick? al sumergir los
gmuplantss  en mbanal  al  9EA POy odnon seguncdos oy

posteriormente tratarlos con hipoclorito de  sodio en

concentyaciones e oo 0,54, Ambos esterilizantes
guimicos producen oxidacidn  en plantas lefosas KURTZ v

TOLLEY,

Mo CLELLAND, 1993, Bl hipoclorito de sodio

Dol GEY L Py a =33 tedido vegehal e

concentyasiones supericrres al 10Y (MoCLELLAND, 19931

Beae Pavdeamientos

El  establecimients  en  cultiveo  in wvitro de diversas

geper ies  de plant il Taw  lefos

dificulta debido al pardeamiento letal del explante v
mectic e oulbivo. Bl pardeamiento  es  consideracdo en

general como @l rveswltado de la owidacoidn atmosférica v



enzimatica  (polifenocl oxidasad de compuestos fendl icos

liberados a btravés  del corte final efectuads a los

@apl ants

CEMHAT v CHANDEL, 19910,

Folifenol  oxidasa  (PFDY es una enzima plastidia gue

cataliza la owidacidn de Q-difencles & O-diguinonas, asi
coma la O-hidroxilacidn  de monofenoles. S vol @ gl
mataboal dsme fendlico estd olaro durante la senescencia y
@l dafo, momento  en que los contenidos  de plastidios v

vacuolas se mezclan, originando pardeamiento y posterior

necrosia (VALIGHN vy DUE

Las plantas puedsn  presentar una gran diversidad  de

compuest feridl i

tales como fenoles simples, Acidos

Ferid ]l doos

cumdricos, flavonoides vy taninos. Los  Acidos

ferndlicos  son genevalmente secusstrados en la vaowola
celular o espacicos  tisulares. 5in embargo, cuando  se
produse ruptura celular  son liberados v owidados &

CHLLL P & 1as cual es e ol imer Lxan Yy producen

pardeamiento, rveaccidn observada en superficies ocortadas

e frubtos de

am Mill.o CTORRES,

MAL-LASTOVICES v REZAATYAN, 1987, en los  cual

pardeamiento potencial es divectamsnte relacionads con la

actividad de la polifenosl oxidasa (PPOY y el contenido de




fanol ea.

o CLIMA DE OLIVIERS eb al.,

19940 revelan rvesultados similares detsrmimando LAFT &
correlacidn no solamente entre actividad de la PPO vy la
concentracidn de  fenoles Cr=0,845, p < 0,011, R N
tambidn entre intensidad de pardeamiento v los niveles de

compuestos fendlicos (r=0,8117, p < 0.08), por 1o cuwal,

la actividad de la polifenol owidasa y la concentyacidn

fa by

ce fencles en el btedido vegetal son impoebant

involucrados en el pardeamiento.

D dgual forma, SCIANCALEFPORE » LONGONE C1984) en ensayos

X I N Yol ) variedades de b

@Teotuad

determinaron una correlacidn positiva entre  pardeamiento
el fruto de olivo vy la actividad de la polifencsl oxidasa

Cy=0, 9980 . Los valor obtenidos del contenido de PPO vy

1a tasa ol pardeamisnto fuevrarn  significativamente
diferentes an las variedades sstudiadas, esta respussta
cdiferenciada se explica en forma divectsa con la actividad
de la FPO,  estableciends gque  la hajas actividad de la
enzima se debe a la presencia de inhibidores o factores

gue la degradan.
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TORRES

s MALI-LASTOVICEA v REZAAIYAN <1987 han determinads

concentyaciones totales de  fenoles e ddentificado

A i oo

3 fendl icos en Frubos CNES T A ) W memil ]l as
F

tootiledones) de diversas variedades de palta

A Mill.o.  Laoes Acidos fendlicos fusron  extraidos

meecliantes  hidrdlisis alealinag e iddentificadon  comn las

téond

de cromatografia liguida de alta ve

ol LA Loy,

ERERLIENC By

cmety ey cramatograftia  liguida de by ad o

@specly o,

Aedade Liombrol del pardeamiento.

Llas  estrategias  empleadas para  supsrar  los  efectos
nociveos del pardeamiento  en el cultive  in vitro,
aplicadas =sn pre-siembra o durante el  desarvollao del
cultiveo, procuran neuwtralizar o anular la concentracidn

ce sustancias tdxiceas en 2l medio. EBEstas  dooluyens 12

wtilizacidn de explantes Juveniles o rveoolecbados a

partiv dJde orecimientos  nuevos del flush

Faddmy, 20

pre-tratamiento al  plantel macdre  de gbtiolacidn o
crecimiento bado condicionss de baja intensidad luminica
YWy MEREDITH, 1986, 3 ocultivo en  oscowridad (BAMHT v

CHANDEL , 19915,  +4) transferencias a wun mediao  fresoo

cdurante cortos intervalos de tiempo (BROOME v ZIMMEREMAN,
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1978 DALSABO v GUEVARS, 1989, ) cultivo en medio
Tiguide, &) dinclusidn de antioxidantes e el medio de

cultivo, o La inmersidn de explantes en agua o solus ong

gue contienen antioxidantes previo a la  idnooculacidn (ZIV
y o MALEVY, 1983, 7 uso  de agentes adsorbentes, tales
el T Carydn activado vy potivinilpiveolidona, 8
utilizacidn  de medios con bajos contenido de sales v
adecuados reguladores de  orecimiento vy, 9 aplicacidn de
wna  téaonica simple gue implica @1 sellado del oortlte
final del esplante ocon parafina, que oconbtrola el
pardeamients previniends  la  exwdacidn  de sustanc ias
dafiinas (BHAT v CHANDEL, 19911,

Tratamientos de pre-siembra on Mill. han

pevmitichs conty ol ar &1 fonrma satisfactoria @l

pardeamientoa, OYANE CLEEEy contrarresta la  owidacidn
sumergiends apices con yemas axilares en wna solucidn de

dodcde cdityioo 500 mgsl oy Acido a

chr i SO0 omgsl, oon

hiwlo  50% v/v hasta el momento  de seobrar.  DALBASO v
GUENMARS CLDR9) logran buenos resultados en microsstacas,
lag cuales  son inmersas postericor a la desinfeccidn, en

wna  solucidn de PVPR esbdéril cdurante  G4%  mimnabos. Bl

pre-tyabtamiento cort una solucidn de  metasul fato  de

potasico D% reduce la oxidacidn  debido a su o alto  poder



reductor CHOLORZANG, 13859,

Yemas de  palto ov. Hruaerte? Logran  wun desarrallo

sabisfactorio, al aldzar

SL el vas cles 1o ewvplantes a L medio fres

oheervandoss un menoy porcentade de oxidacidn (DALSBASO v

GUEVARM, 1%

PR N Etiolacidn

la eticlacidn es oconsiderada una tédonica aplicable en la

as e difioil

propagac idn por estacas de especises lefo

envailzamieento CMAYNARD vy BASHUR, 1EEsy VIETTEZ v

BOLLESTER, 1988y RLAK WESTON » ELLIOTT, 19

@l  culbtivo  de tejidc susceptibles al
pardeamianto chimminuyendos  1a perdica v ey be e
guplantes por odidacidrn (MARKES v STMPSON, 1990 YU vy

MEF:

EDITH, 193&).

L.aa eti i por definicidn es la exclusidn hTotal de la

luz, sin embarge, btambidén es  aplicada en plantas madres

en  forma localizada  como un pretratamienta en la
mulbiplicacidn por  estacas, en o2l cual brobes s oactivo

crecimients se desarvollan  en aus

s i o lue, generando



1t

comn respussta crecimientos con internudos Targoes, tedido

50 &

mear i fie

suculento y deficientes en clorofila que se

una  coloracidn amarillenta o alba (HARTMANMN, K

DAVIES, 19900,

ball s G

@n  oue la ebio

Eatos  mismos aubor

g

[

Y

a

gido asociada  coan la  variacidan de  sustancias fendlicas

gque pueden actuar  coms cofactores o inhibidores  dJde

la

acido-indol-acético oxidasa, vy con difersnocias anatdmicas

a nivel de tejido gue incrementarianm &l potencial

i

errailzamiento  velacionado oon 1 inchi feramnoiac

célul as

parvencuimat io

fimivcas.

VIEITEZ ¥ BALLESTE €198 Loy an SLALERY &Y

Limdbacdon @ la propagacidn de oa

da poor sw o dnhabilidad para enrvaiza

sl clesd mat

gtiolacidn previa  a la re

crerer ando 1QO% de  enrvaizamiento coompy ) emert aclo

tratamients  auxinico. Bl andlis

&

i

tédonica de Cromatografia Liguida de  Alta

CHPLIZY,  efectuado A

et dolacs Y somet 4ol a  condioiones ratural es

Tuminosidad demusstran gue  la  eticlacidn previense

v mediante

gpuamico, ukilizando

e

e

Y 1a AtlEens L a tlen barreras

las

3 fay gl a0 s y

la

By ial,

[ ]

la

MR

provenientes  de maberial

cle

la



formasidn de inhibidores del enraizamiento derivados del

Aciddo el sentes  en las

yogue se encuentran pre
satacas del tvatamiento control. La sintesis  de esbtas
gustans ias inhibibtorias del orecimiento requerivian la

@upoaicidn & la lus.

Incrementos en el enraizamients vy sohrevivenocia e

by

CICIN Y\ a

grvaron al o a 4] Vicar sl

pretratamiento de eticlacidn al plantel madre (BLAKESLEY,

WESTON v ELLTIATT, 1%

tos antores reporbtan ademds la
existencia de wn componente  estacional  que afecta la

T ar

respussta vizogénica de  las al  manife

thiferencias  en el porcentaje cler envailzamienta del

material vegetal eticlado en dos fechas difesrents

g favorables en la organogdénesis v sobravivenoia

31

amoc lacdos &l pretratamiento de ebiclacidn y  orecimiento

ey el i b orme

e baja intensidad luminica al oural o

e

@l material  vegetal, G v L AN en 1a

micyopyapagac idn. MARES  »  BIMPSON 19900 wbilizando

@uplant ainget ddas & condic sy dodad

cler plant

g drvatlacidn ol 1% Yogean minimizay  la oxwidacidn

ferndlica en Hg

@lliptica
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*Jam Fosaf? oy Sy dimson Fingt. De dgual

forma, YU v ME 260 determinan la

crigen del explante sobre el pardeamienta y formacidn de
der o

brotes  adventicios en el cultive  in

"

ol b vars clee Vitis vinifera .., grconteando una

covvelacildn negativa entre sobrevivenoia  in

contenido dinicial de fenoles en

gignificativamente inferior en apices de bhrobe sonest L ohos

a condiciones de bada intensidad luminid

A

e
Ko 8 ud B

Fadele Formacidn de raic

un ssbudio i dogico efectuads a microsstacas

Mill. ern un medio

wilbyvo de Feya

vl ey @l

40, wme ab

bransal

cdElulas del cambium

imicdio del culbivo (dia yodogue 1as

e manisfestaban ningdrn tipo de actividad v gque ] xilema

contenda un elevado graco de  lignificacidn. Despuds de

tr chias de permanscer an el medio de enrvailzamientao, i@l

cambrium muestra actividad, reflejado poy condensaciones a

niwvil riag ] e sy @ osls odlulas. A low seis dias




ehi et L rcguaesEn  Numey O e

s oodlulas de origen cambial dispu
en forma  rvadial  en el xilema, también s aprecia  wn
amillea wilematico v grupos de fibras floematicas. Durantes

los dias s

BB Y NUBVE, s observa  la formacidn de

mey istemna de origen cambial dispuesto sismprs muay oy dsdmo

al floema, [ s e ) oA e cles

po dmon o
raiz conbinuan  su desarvollo, wna  alta densidad celular
e observa en la perviferia vy una diferenciacidn de
glemnsntos  vascouwlares  son visual ieados s la parvte
infericor del primordio vadical. Finalmente, & los 15 dias

las  vraiges

traspasado la spidermis y  son

visibles an la de la microsshaca,

B e

e Ee Oridger

3 mater ial N
@Y AL am il e

etal vy potencial de

et fovrmacidn ode  raice adventicias crucial  para el

@it de la propagacidn olonal jn vitro.o En palta

na Milis, explant clee material Juvenil pusden

gnraizacdos s oun 100Y bajdo  condicionss  apropiadas de

cuwltive, an cambio, tallos obbenidos el culdive in

acdultos  son estvemnadaments

e wyemas oe drboles

T A-EOMET et

gdificiles de enraizar OF
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whon W e

Microestacas de [

na Mille rvesponden en forma

favorable al envaizamients cuando se

culbivan en o un medio

com o auxina. La dncovporacidn de AR en rangos de H - 100

1M el ante ol ims el mar i feastd oli ferencias

i ficativas 1 @l porcentade cles @nvaizamiento

Dl 3 T R 8 T L con el tratamiento bt

shdopo, sin embar o,

concentyaciones de ATER de 100 M inorementd el namero  de

[N )

cod A modal oy oun 80% de ellas mani fe

saryollo de callo basal . Concentragiones superioves de

ATE o aumentaron el namey o e

Py @xuplante

CHARCT A~

Eatos mismos autoves sefalan gue en ausencia de AR los
miveles de ALA snddgenos  se mantienen constante  durante

gl proceso de envalzamiento, sin embargo, en tratamientos

cory TR Los nive e Acido-indol —acdbico CATAY  awmsntan

durante 1o

dias de  ocullive

REohmey s 8

adicidn de  TIBA Cun inhibidory del trameporte de aunsina

podary  en concentraciones  de 200 M dnduce a una leve

clisminueidn de &I & inhibe la forms

iédn de raic
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FL T ESO--ALF ARG 10 s e B ury moclelo ode

P LA con mabterd Juvenil  obtenido  a partiv  de

samillas germinacdas in del portainjerto Gvarfm-13

tprovecdente  de Tsrasl), tolerante a salinidad vy

Bl material  se malbtiplica en wun medio con benziladenina

CBAY sin embargo, btras s ivas mulbtipli

CAER G o

tall

sufren wun pro clee miniaturizacidn  Que hace

imposibhle s paso & la cler envalzamiernto, Se ha
Togrado an 80% de envaizamiento, cultivando los tallos en

wn omedio oon menoy dosis de B Yoouna induco i dn churante

Lres e ATER 1 mgsly, postericrmente s transfierse a

urn omeclio bea ME (18 de su concentracidnd oy carbhén

SUHALL P87 al  cwlbivar  yemas

5y

guperando las  etapas de proliferacidn v orvecimiento, ha

logracdo envailzar en wn 87% secciones nodales oon AR S

mer /1y en combinacidn con carbdn activado.

Se ha logreado envalzamisnto de mabterial Juvenil de palto,

empleanco dos medios de cultivo enos

R RY ] o T y & 1 Yy domey

coary LR (

me ALy durante bres dias oy el et Libwes de

avtxina  por o wn periaodo de oocho semanas (FLIEGO-ALFOARO,

G ha  prodacido resualtados similares brabajando

con emnby lones  awilares de semillas maduras  de  palto,

whilizanco  wun medico ME  con 2 omgsl de ATE CMOMHAME



Y SALATAR-

favorables al  enralzamiento de

nodales aplicando concentraciones de AR entre 7.5 10

mer/l, dnduciends la formacidn de  rvai

yema axilar.

Beded. Compusstos fendlic

@y @)

5 fendl doos

empl e

o FEY @ favore

ervaizamientao de  varias  especiesy sl I

(R O LR R
chborgan s abribudicdo a gue protegen la auxinag evibtando su

inactivasidn., En F CME1Y. el Acido cafeioo,

N 1o

il e T I,

g factor Sin

de  envaizamiento  de palto in

embavgo, PLIEGO ALFARO, 1988 determind gue el

Lo ool ol fusron inefectivos, an cambio, el

cafeico incrementd el mdmero de vaices.

PR TR Sales minseal

e

FLIEGO-ALF&RD 888 sefala  que  la reducocidn ode sale




incrganicas aumentd el amisnto de brot

Mill. ovi

e la gevminacidn

semillas, la rveducidn de  la concentracidn en 172 de la
solucidn  mineral del medicoc MES origind mayor ndamero de
raices oy el desarrollo de Drotes mAs vigorosos. Las

micyoeastac enyairacdas en wun medio Libre de sale

grerey &

VAL DS @M

siovamente largas vy débil

e £ ]

BEATNERD VY FLICHTGEAMY 1Ry especifican Cpuie 1a

aclimatizacidn @8 un prog veoulado poy ol hombies

mediante @l  ocual urr orgartismo vivo es adaptado &

cooarred Lo ambriental: i ferent

.a  aclimatizacidn constituve la dltioma etape de  un

programa e multiplicacidn determinando el

#grito de  la micropropagacidn,  va gque  las plantulas gue
har  crecicdo heterobrdficaments  bado congdicionss  de una
el oo d e

alta huamedad 90 & 1007 deben  adaptars

cler Mumecdadg

aubobrdfice av vl ey brado ocondicion

8.

CZTMMERMAN,

La transferencia e las plantas gensradas
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invernadero es a  menucdo praoblematica, porgue las plantas

o ddmn

iva cle

st il es ) 1a 2

] MLy SIS

inmediataments despuds de  renovidas  desde sl DA A o RV

CBUTTER v LAMGHANS, 1979 RATNER oy FLUCHIGOMT, 11

SUTTER, 1HE8Y, producto de una rvapide pdrdida de agua

pudiendco mor iy ern oun oot pevdods de b

SO G

VOTIATZTE »  GREANAHAN 1994 sefalan  gus, pava minimizar

art cle

Yambe & comdici

el vds de bransg

afect

campo 2% necessaor io acondiciomar las  plantas gensyadas

& bravés de un proceso de aclimabizacidn.

irnciee

SEAT £l

g2l prasy donclon chep

aclimatizacidn cerca de un 20 ~ 350 Y de las plantas se

pisvden. E Dajda tasa e sobrevivenoia se atvibuye a

facboreas:

thivers

Av sl 1o

tle

Fost e

----- Una baja

e Anfluye e el

atobrdfico de Pl ant s

samby i o tle nutrioidn provora al  omomento cles 1la

Trarnsferens ia.

----- U funciomnamients  defectuoso de los estomas de plantas

afectands la regulacidn sstomatica

FIT P S AT

e la transpivacidn, al ser dncapaz de cevvar los esbomas



brajo coearel oo d o de humedad relativae veduasida CRUTT

MOVELLO v SHACEEL., 19880, lor  cual  pryovooa und gy n

percica de agua (MARTIN v

-~ Una e siva branspivacidn

cubioular pre preve

CELT

v LANGNANS, P

= U bade bransporbe  Rdode oo, precchasto e wuna wunidan

deficiente entre vasos conductores del sistema radical vy

adyen o anomal tas de bipo estruactuweal  de Quie

recduce el btransporte de agua (MARIN v

SIS TATIR I LT indica wuna

L g fal: Py g aLt I

[rara

@ Limatize

JLA Ay LAY é (20

L P

DLV CpLLe il uye

congiderar la  dpoca de transferencia, sl eguipamiento vy

eatructuras disponibles, Por obva parbe, ablece chos

s lales  para efectusr  dicha btransferencia,

evibar @l whre

Machrioo v ocrear  wun ambiente Spbimos

nitar i,

e aclimabtiz

Fava maximizar @2l pobtencial  oe la  micvoprvopagacidn, ss

I @S ar o aumentar 1 a ha

direvivencia de  las  plantas

tharants la  aclima idm oy rveducir sl bismpo orecuer ddo
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FrET 48 fay

ey wna posibilidad o ss o conteolar la
Muamedacd, previo o posterior a la transferencia de 1a

corglioddrn in

WHIGH, WILLIAME - THAJI

Bran  mejovrads la  sobrevivencia de F

acd e ] Ll clen ol b

el La hames

similares  se  han

g aco e

s VAN oEE N ALY O Y imamiento ¢ aumsanto de malteria

@ e hodas oy producoidn profusa  de  cera  (FART v

AT .

MNEMETH, 173

chen ]

Dbra  opoidn es wsn oe rebardante e hmd st o

b T ST 1

cual aminora la ok oan

cuands sorn brasla bajo condiciomnes de invernadey o

slobatyaral OFSY reduos el orecimiento a btravés de la

irthdibvicidn  de la biosinte e giberelina; al  mey

barn wna  vedacoildn del

apldoad, las plantas  manifi

tamaro de las hojas (CURRY v WILLTAME, 19830, un aumento

del novner o de capas celulares  del  mesdfilo, mayor

icidn de cera cuticular e incvemento de btamaio ¢

clovroplasto. MEREDENBON, TAJID » WILLIAMS  C1993) reporban

rasuwlbtados ervaticos  aplicandos Paclobubrazol durante la

eod Casoads®,

stapa final de la micraopraopagacidn en FBo

BUHALL Cdx

Limatar  plantulas

e palto
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g}

Mill. o Fuerte’d logeando own S0 de

ohvevivencia, al transferirvlas a potes sobre una cama de

propagac Ldn recubievtos po oan bunel e polidetileno

T s s a &

The para generar una condicidn de  albta bume

L@ e claad Loyl ivamer e

[T o ar o PGy

artiv del bteroer tobtalmente a los 8

cia y fue supy imic

af

W 10 dias. vaumul bacos  medoor ar aorn aumert anda el

norcentaie  ode  sobrevivencia o oa  80% con o aplicaciones
¢

foliares de wn antitvanspivante constituwide  de osva de

pavatima en emalsidn,

Fara &

e ar wna adecuada condicidn sanitaria, el mismao

At o ubilivra como

sbrabo perlita v oo prar b
iguales, previamente esterilizado, aplicando uan pryogy ama

fitosanitario Bl e Lo by aplicacioness  de

fungicidas Chivigidos &l control de Pythiwm vy Bobtrybis) e

e LR €10 inciocan raaul bados

sabtisfachorios an sl pyocsso de aclimabizacddn al

inocoular plantulas  de palbto  conour Rongo

Fonr masctony ey mioory i2a. favoreoe 1a

formacidn de w5 ragical  bien dessvrollado, el

cabema micoryabioog LT, @l

cual s origina del s

noy




d. MATERIAL Y METODRO

o
wie bow

savryallaron en @) Loabyor abovy i de

EAHER Ry

Micropropagacidn  de  la Facultad de  Agromomia ode 1a

Universidad Catdlica de Velparaiso, ubicado en Buillao

churarts sl periodo comprendido entre enero e 1Y

may o e 1

Fed. Malb

EL material wveq

uhdldzado proviens o

Arbol os ove  aulat O 8 afos de

y el v,

elviok? 5 afo

irddertados sobre pabtvdén franco del ov.

oot

By,  perten Hugy B

a la  Empy

ETW R

California Lbtda., ubicada en el clee Sar Tsidvo,
Cemmana ole Buillota, V oregidn de Valparaiso.

Ly Plantas  de vivero de 1 aflo, indertadas sobhre paby dn

franco odel ov.  Mexicola, mantenidas san invernadero en la

T o B

ey imental e la  Esouela de Agprorsmd da ce 1a
ey hmertal tlez ] E ve cle B T e ]

Universidad Catalica de Valparadiso, ubicada en GBuillota.

e

Ery oambos casos se seleccionaron pdas de 58 om o de largo,
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sEgun a2l peo

afol] iads & A

fueyon ¢

L Y24 Yo Sumey o it

Acicdo ascodrbioo (500 mgsl) mas Acicdo odityico CE00 mgdly,
con hielo  30% v/v hasta el momento de efectuar  la

siembya.

achin e obbuvieron  yemas axilares

Del o) e

¥R

3 [ 2

iam de 2 oa B omm

o ChEouima ol dmesr

prdme

D - SR W

micye

3 Froadia

akbyan Fear mad e
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entrenuds de B omm, tanto  en  la pearite  superior Como
i ferior.

I
e o Aad b

B ambe VEMHE Y Ml ;&

ALt i

0 ek o D A cer desinfecoidn  basado oen los re

obtenidos pov OYANEDEL

tas poroiones del vegebal

e aloohol  oe BEC poe

Frise o L rimey g [REEW 1o

N e

P

cler 0

ST 2 LA e

fragment

1y 1w

seldoy @l O.5Y% (pa cliludivlo

ol e idn de hipoclovito ode s

me ubilisd  wna solusldn estéril de Acido ascédrbico 500

mer /by dedido ofitvico 500 mg/ll.
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Bebe Medico e culbivos

Para todos  los ensayos la  formulacidn mineral del medio

uwbilivado s la des

rita poo LLOYD v MoCOWM C19810, WPM,

cor Lo LOHnpLLEe s Lo oo [w} Anicos tul

v dbos poor NEL vy HOTZE
1983y glicimna €2 mgsl), piroxidina €1 mg/sly,  Acido

nicotinico €1 mg/ly, tiamina (0.4 mgsly,  adenina (80

me /1y, Acido ascodrbiioo

mers 1y, dne

itol CLO0 mgllo,

caseina SO0 mgsly, glutamina CEO0 m/ld v o8 £330

AV L

allye B medio dncluye  como antioxidantss el Polivinil
piveolidona CPVE--36000 GO0 mey sl v Foalivinil

polipivrrol ddona (PVPP-E755) 500 mg/l.

El pH  del medio en todos los btratamientos fue ajustado a
5.7y con alicuctas de Acido olorhidrico 0.1 N o hidrédwide

de potasio 0.1 N,

El  medio se solidificd con Gelrvite (2 /1) més Agar

Nacional 2 /1) en todos los casos.

L.é v ilizacidn se realizxd en wun autoclave de conbrol
marnual & wna  presidn 1.l bayooa 131 00, durante 15

minutos.



G Cocarieh 4o d e culh i

wuplante

depositaron en btubos de vidrio de 60

ml, disponiendo 10 ml de medio por unidad vy ooubyidndolos

con o un cuadrads de alumimiao  laming e 2% om?, L&

sl embr &

gfectud &n una camara de Fluio laminar, eyt

aire filtrea a D.2 micra

Lina W ¥ L

sl iraca  la  dnoowlacidn, Lo Tubos  fusran

sometidos al tratamiento de lus progresiva descorito por

CIYAMEDEL 1385y, o por b dias, lur indivecha oor

7 odias e iluminacidn total  a partiv del dia 21, momento

@ e son almacenados en una cAmara de orecimiento a B8

o ,’ :‘3 Y] |" y

de Jur fluore e Clue blar

A friad,

una dntensidad luminica de 3500 lux. Bl foboper focdo

covresponde a 16 hovas lug por 8

Set. Ensayo 1w BEfmeto Ya  brar
] : LA i
o Tesrmac §dn

L ad ke

s iencia  Be ol

R

# prarvtir  de

3y

pral iminares

Cefectuados en enevo cde 1995 an @l cual no
¥

total e

Logpea bvobacidn procducto oe wam& meor o
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acda oa  los

i

g ] s

sl ivin,

y o omanipul acidn del material vegebtal.,

P
whu Ka 1 "

) ses Lo o b QU ERY on b ool e Gl sl i v crecimienta

tpreviamente identificados), recolectados a  log 30 DDIR

T

"Elush" o vieg

rativo de  primavera, n

arnby s Moo fue posible  obbteney material a los

18 DDIE, debido  al esc

crecimients  vegebabivo  gue

presemntaron los  arbole

producto de las bemperatur as

5%
b

pocoa favorables mani festadas  durante este  perdodo. 6

vepitid el Py oo e Lmien tdes

Lavvado v mariipul acidn de los explant mere b ortacto

o

artter Loy mente.

Laats yemas axilares se inocularon en un medio WPM o oon 1os

compusstos ovganidoos descoritos por MEL w KOTIE

incluyendo, ademds, CHOO me/sly oy PVMPP T

mep/ s el (D] antioxidantes v DL CFovohlor famuron

b ern concentraciones

Ly g gy el d ] ) B fan i Lureal

D. 1 mesl parva o, Welvick® v 005 mg/l parva el ov,

Hoalat,



Degscle @l momento de  1a il o dodn I

somet ieran a un bratamiento de lux progresivas

™

Gebe . Disedo experimental.,

ne g

L oewperimento se  disefd completamente al arar

réplicas  de 10 bubos cads una por bratamiento

cultivares,

e

W

2l

am il ent

Loiees tratamientos para ambyos culhivares

n
Pa

simiient

TO ¢ sin transferencia a wun mediao fresoo.

I

TL &+ tvansf M ia @ 1 e dnic

momento en @] ot 1

@uplante

& 3

Tur indirecta,

Ta 3 btransferencia &
iluminacidan total .

ey
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3.6, 2.2, Variabhles evaluadas.
Fara btodos log tratamientos  se efectbuaron  mediciones a
Tos 14, &1, w8, 35 0y 42 dias de dniciado el cultivao,

eval wandose

al) o Noamer o de yemas byt acas, et e minacho pov el

alargamiento de la yema axilar (Figura 10

3

Fralura 1. Alargamiento de yema axilar (DALSALO vy
GLIEVARA, 1989,

[AY) ntaminacian Ca  travées de  la determinacidn visual

del agsnte patdgeno, hongo y/o bacteria, se establecid un
povcentaje de tubos  contaminacdos).

e Poveentadse de pardeamiento para cada bratamiento.



Fara apoyar  los resal tados de Te @nsayo, oon respecto

erming en forma  cwantitabivea 1

cleat;

al parvdeamiento,

nivelas e o ar | fandlicas & yvemas  anilares

sometidas al btratamiento TO gue no considera trasvasije,
y o al tratamienta T O brasvasijesd). Para llevar a ocabo
este método destructivo, se reguivid un namero adicional

noo formaban parte de  las véplic

de yemas, las ouales

poy tyatamiento,  pearo cultivaron en

anteriormente.

concio i on ‘ orite

termind €1 fovma  cuantitabiva 1l as sustans ias

Be de

feandlicas, en  los dias O, 1<, &1, 28, 35 vy clersole wl

oo e la dnooculacidn.

L

B cada madicildan wbidlizd  un mamero de 10 yemas

idn ce

axilares, aplicands la  meto ogaa de  determina
fonoles bobtales por especbtrofotometyia descorita por SWATM

y HILLIG C1953),

MLy

bra 1 yema axilar), previamenbte e

someat id poy una semana & un btratamiento con o ebtanol oal

introduace  &n wun

YOY%,  para  lo oowal,  oada  yema

ba solucidn.

¥ B

sipiente bapado oon B0 oml de



Posteriorments, @] extracto se  evapord al vacdio a 8O 20,

rando asi separar al ool de 1 fearoml es.

Frava cuwantificar  las sustancias fendlicas, cada muestra

se prepara agregando 3 oml de agua destilada al exbtracto vy

0.5 ml cle vaactiveo  Fol ine-o al te

AL, agitAanco A

temperatura  ambiente por 2 minutos. Postericormente,
adiciona 1 ol de wna  solucidén satuwrada de  carbonato de
soclion  oomo b f fer, preparvada  con Ly es ol i as cles
anticipacidn, v 8 ml de agua destilada logeando wan

volumen final de 12 ml. Despuds de una hora se efectud la

lectura en espectrofobdmelyo.

Er cada medicidn eg nece

arico construly una ourva pabtydn

Dy | coorcenty e dores coms idas de sustancias Tendl icas

ChAnexce 1Y, Previo a la lectura en el espectrofobdmetro, a

cada  corncentvacidn se agrsgs 0.5 ml de reactivo Folin

pall agitando por bees By 4o mend e

minutos  para p

ingorpeorrar Loml o de carbonato de sodio, luego se adicions

10 ml de agua destilada obteniends un volumen final de 12

ml .

Cada lectura, se efectud a 735 um, con la cual se obbtiene

vl

@l porcentaie o tramibancia. L cler clensicad




dptica se logran aplicancds la siguiente fdrmualas

Absorbanoia = 2 - lewgy %4 btramibancia

i clos en la curva

ieary Tovs wvalors e absorbancia obt

patrdn v sus rvespecticas concentraciones se efectda  una

regresian linsal simple, generando la siguients eouacidng
Yi = b ¥ Xi -+ a, donde s

Yiw Concentracian ode  fenoles g/l estimados  de  cada

caby e vas L G

o= Pendiente ode la re de regresidn.

a = odnteroept

Log  valores de concentracidn de sustancias  fendlioas
Cag /sl de cada musstra se interpolan en la curva patvdn,
reanplazando los datos de absorbancia en la ecuacidn.  El
oo final se fre

L1 tag gn povoeentade del pe

TG

I ORI N Ardal i

resul btados de  las  variables oxidacidn  se amal izan

mecliante @l e de Fisher, con un nivel de significancia

al H5%, para cada fecha de svalu

Ey Gl



al menos un btratamiento presenta diferensias

significativas, se realiza de Tukey de separacidn

de wmedias. Las  variables contaminacidn vy brobtacidn no
oy o arnal iradas eatacdisticamentse, debido & 1o

resul tados obtenidos que se explican en el dtem <. 1. 1.

i viltve 2
Mealyvichk? @

oy i
wian & on bow *.,

pocrl oo ldn y manipul acidn el

gy dal vegebtal .,

Fé

o Obtencidn de plantas

El material watilizado  sn oambos cwlbivares  oorvesponde &

"l

crecimientos apicales del "flush” de primavera (30 DDIRY,

i WPM con

WEMTTEL S 0 Gy Lin mes

e g

v dbos poy NEL oy EOTZE C19

@n concentraciones de 0.0 mg/l para Welvick? v 0.5

meps L para thalat C(OYANEDEL, 1995,



Ge efectuaron btransferencias suoes a o mecdio fres

en forma semanal desde el dia 14,

2o Envailzamiento.

o esplantes in

T, se siembvanm en un

mectio  WPM O CLLOYD v MoCOWM, TE821Y ooy Lo oompue

PR

crgdandoos descyitos  pov NEL vy FEOTZE 19820, utilizanda

sacarosa S0 g/l

Lo B almacenan en la camara de ovecimiento.

sy L mertal

El disefo es completamente al azav, ocon  bre réplicas de

10 yemas cada una por bratamiento.

oy

e ZuEe e Tra

ramientos  para los oves. Lula’ vy YWelviok?.

T v contyol, medico WPM sin ATR,

-3
frcy
2

 IBA 1 mg/l (8

NE v BORELASE

T TEA 7 mg/l CGONZALET v SALAZARE, 19845

g Medio WPM sin S8IEB, incluve Lde del esplante

al

dia  de efectuada la incoulacidn s oun

b

mectio oon Las mismas caracberistic

T s dinduocidn oo AR 25 mg/l durante tres dias,

siendo  btraspasado @)l explante & un medio sin ATR,
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I AR Variables evaluacdas,

Durante este ensayo no fue posible evaluar las variables,

al de fub

erralzamianto Cun hade an b

inooulados), el namero de  rvadices por explante

b 85 AR CHT ER R

lonmgitud  promedio de 1o

-y
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yomarnipul g

o~

oy beate
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Too  meras pogs odlnoo yemas axilar

material  vegebtal de campo vy de plantas ocuwlbivadas en

invernadero en activo orecimiento (20 DDIRY, previamantes

marcacdas  para  establecer el momento de  dndocio de la

A dr e pe imavera,

chdrm whildzachs

Jdoo ode o

Ser o

b @l mismo pro

gy los ensayos anter loves. Postey iorments, 21 mabterial



veegpetal s fracciomades Dajo uana solucidn de antiowidants

(4

reévd O, ascdrbico BO0 mg/l oy Ac. odibrico BO0 mgllo,

ot en i déno miory o

ol LA E SEMTE Y

Py

Lones  oe entremnucds supevior @ inferior de =

mil dmetyos,

Estas secciones se oolocan  durante A% min,  &8n una

ducidn de PYR oestdril (1000 mgsly. Posteriorments son

depositadas en el medio de culbive,

" tubos  de culbtivo son somedbidos & wn btrvatamiento de

luz progresiva que considera 14 dias  en cscw idad v 7

e luz dindirecta, para ser braspasados a luy directa

2

a la camara de crvecimiento el dia 21,

Ro epenr dmental

amente al

ol e corn bres vepebiolone

pocdonss nocdal Bs cada una.

G.8.2.10 Tratamientos [raxy @ material hes coampe e
irnver riacder o

T medio de culdbiveo WEM sin STER.

-~

Tis 1 mg/s/l ALR €k

NE v BARLAL

PR

TEe 2 mgll ALR CMOMHAMED Y HBEE
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TZ: 7 mgs)l ALR S CGONZALEY v SOLAZORE,

Tds B mgsl AITE + Carbdan activado. (SCHALL, 1987

T I

O evalud
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shacas a braveas des

ar  MNivel e owidacidn, debterminando @l namero ole

LTI E S P
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ddy  Dontaminacidn, obbtenisndo wan pore

sl sLj e s

total e b asemby acl

o tratamiento Y 1la

icent i ficacidn del patdgena.

evminacidan e by

reyv ias oA nivel  de  género se
@fecbud  mediante ]l corecimiento e agary  nabritivo de

awry, consbituwido por 10 g/1 de bacthopeptona, % g/1 de

alzl, o/l de extracto de levadura y 15 /) de agar. La

ambir e de cada  muestra efectud en forma

ok

tri oy ose incubavon durante S48 hv. o oa

ey lovmente, se  observd oal o miore

prie 1 as

fijdadas mediante la  Tincildn Gram vy se efectbusron prusbhas
bricepuriminag.

La ddentificacidn de hongos a nivel de  género se efectuad
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XAV
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lowgitued minima de 3 milimetro.

2.8.2.3. fAnalisis estadisticon

Los  resulbados de la variabls  oxidacidn se anal izavon

mediante ] te clee Fisher (con wun nivel de grid fiocanoia

al S¥%y, v de sxisbirv diferencias significativas entre los

s, e aplicd @l best de Tukey de

diwmtintos  trabamient

pravac bt de mediag. Fara la vaviable contaminas idn se
veal izd un andlisis desoripbiveo, ddentificando a nivel de
CHEPTEY O wl agenta copttaminante mectiante ardlisis

fitopatol dgico.

Moo fue posible efecbuar andlisis

var iables Tormacidn de ocallao, envalzamiento, kv el s 4 by,
@xpansian Taoliar v Tormacidn  de  tallo, debido & la
@l mvada pevclica cle unidades gapey imsntal e prea

cortaminas idar.,

o
e e

bod o 1o
el bog v ;
o AL T A N
Cya  Floul

Se disefa este experimsnto para superar los problemas de



contaminac idn obtenidos en el snsayo 3.

3.3 1.

dlecoidn oy manipulacidn del material vegetal.

El materi

Ll il i

aevcle al orecimiento active del "fluash”

vegetativo  de verano, mart dimiento de

noenco el Py

rexeo] e

B Ty

sinfeocidn aplicado sn bodos Y I W

En algunos  tratamientos se aplica  wuna dosis superior de
hipoolorito de sodion.
se cultivan  en 1 mi sma

Law micrye b

coeareld o

descy itas en el snsayos 3.

JC I IR Meclio de owl b ivo.

El ensayo contempla dos $ipe cler mectio ode owltivoo

ar  WFM i omocti i idn wbilg

€141

@rsave 2y
contiene la  formalacidn mineral descorita por LLOYD v
MoDOWN <1881 v low siguientes componentes: tlamina O.4%,

inositol 100 mg/l, hidrolizacds de  caseina 5000 mg/l,

glutamina 200 mg/l, &cido ascdrbico me /L, FPVR SO0 mg/l



i} el

yo FVEROEO0 mg/sl, FVRE OBOD mg/sl, FVERFROS00 mgldl oy

.Y A

30/ .

by WPM modi ficado, que manbtiene la formualacidn minerval,

mey /L, PVEOS00 mo/dl v

low antioxidantes (A, ascadrbioon

YT

PURE S500 me /Ly, Y Lo sau

iewmiruyendo 514

concentracidn a 19 g/l

B e Tratamientos

TG ¢ WPM sin  modificacidn + O 5 seg  aloohol
Pipoe Lo it oe sodio O095% por 10 min

TL = WFPM sin modificacidn -+ L5

Bipooclorito de sodio 174 por 10 mind
T2 ¢ WPFM modi ficado o+ 08 seqg aloohal 95% + hipoclorito
ol moctio 0.5 por 10 mind

TH 5 WPM modificado + (5 s

g @loohol 9% o Pdpooloribo

chir seodico 1% poy 10O mind

I T Vaw dabyl avaluadas

2.l Owidacidan

S realizavon observaoionss esobre o) namer o de secolones

nodale oxidadas, clasificando en S niveles:
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L AR Py 0w ondclacidn e las s

codoodners pocdal s,

=fApdicaly  exwiste cwidacidn en la parte superior de las
see s Lo rocdal es,

- ‘“ EoX:

ala eyiate owidacidn =1}
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L0 G2
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contaminacas,
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WEE T8

JHEAY 6 amb as

Gy Fy 14 oy 21 odias de culbtivo.

o9, Disefo experimental vy andlisis estadistico.

1 Arndl isis

1 informasidn ey wun YDl sedo

Compl etamente Ale

bovizado'. Los datos recolectados para

las wvariabl

LGy contaminacidn, oorr

é
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chservaoionss binarias  Cobsevvaciomes 0%s oy 1's, usados
en forma gendrica  para nominagr las categorias  “"fracaso”

Y "dawito', respectivamente). S ovealdizd la suma e

obrser vac Lornes, ohterniends la frecusncia de  éxitos. Bl

o factborial es 2%

@y L e oy s, L omodds

2w fratamiert. cort @0 vepeticiones cada uano.
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Yigk = 0 +dMeciodi + (Dosisd) 4 (Medio # Dy
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Ly nomon oy wt,

imey meddo
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ces cwlbivo o
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mocdd ficay vy AP modi ficado), (Dosisd) es el efe

clos s Towwdto ode socio

ol hipe
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Y EMerctio % Dosisdild

Comm rnivel

ime o medio oo la

cle intera

1 analisis de la informacidn se  vealizd wbilizando 1a

Teaor da oe Modelos  Limnsales Senesvalizacdos, a braves de la

MR aY ¢ [y a cacla oate oy i & tle

i de  pyaporoions

clesl 8%

codddacidr, conowun nivel de significano
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Lhas plantulas enraizadas in vitro de ambos culbivarss se

aclimatan en B wbilizanco tipos  de

suatratos previamsente s b L i ados

M.l e burba (SB0OUY 4+ arvena (5BOYD)

Prada  burba CBOYLY o+ perlita (BOUD

Se considera 20 véplicas para cada susbtrabo.

at o lant

Cpeeviamsnte

ACILLE

plantan @ ot thes

cory el auste ato

Y mer by en oo ke

clee el et 41 e

transparente para generar ana condicion de alta  humedad.

EED monst @ A L wmrfmrmaién ﬂTWQV@%iV& & pmrtir

cel bterocer dia (SCHALL, 1987,

Durante la aclimad L wn ooacta Leleama  we v imtra 1la

temperatura mAwima vy marima. Aolemas, e Liene  la
precaus dén de contralar la condicidn sanitaria v el nivel

hideigo.

Al bransouryir 20 dias de aclimatizacidn se evalda los

JulA:

a3 Moamero de plantas que sobreviven a tratbamients:

By mdmey o ole v Rdoss,
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s indican en el dbtem 4.6,
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4. PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1. Ensay:o 1. Efecto de la transferencia sucesiva
del explante  a LN med i fresco, sobre el

pardeamiento v formacidn de brotes a partirv de

AR SRR 2 IR A TR B AR~ S e seSuteioesorsesesssossasbisreatnesorssessed esniresos

de los cve, ‘lula’ v *Velvick?.

4.1.1. Oxidacidn y brotacidn

Al analizar los porcentajes de oxidacidn en el ov.
WVelvick!? (Cuadre 17, se determina que la transferencia
sucesiva a un medio fresoo no logréd superar los problemas
de pardeamiento duwrante gl desarrvrollo del cultive.  Los
niveles de oxidacidn se incrementaron a través del btiempo
=10} todos  los tratamientos, observandose la misma
tendencia en el ov. Yula’® (Cuadro 2) pero con inferiores

niveles de oxidacidn final.

En el ocve. Welvick?® (Quadro 1) los problemas de oxidacidn
s manifiestan tempranamente. A los 14 dias de iniciado
el cultivo los niveles de oxidacidn son importantes
(30%0. En el mismo periodo se observa uwuna respuesta
diferente en el ov., Lula? tCuadyo 23,  ocon menores

porcentajes de oxidacidn, la gque pusde ser explicada por



bl

21 origen genetico de cada cultivar generando respuestas
diferenciadas (FPLIEGO-ALFARD et al., 1990).

S5in embargo, estos resultados no se relacionan con los
contenidos de fenoles totales (Cuadro 33, va gue tanto el
cv.e lula’ como el *Welvick! inician &l cultivo con los

mismos niveles.

CUADRO 1. Efecto de la transferencia sucesiva del
esplante a un meel 4o fresco  sobre el
pardeamiento de yemas axilares del ov.
Welvick?,

Dias (%%)
Tratamientos O 14 21 28 35 432
Oxidacidn
(%
TO 0O a 30 a 40 A 52 oa®r 77 a 100 a
T1 O a 33 a 50 ab 67 a 75 a 90 a
T2 O a 30 a 35 a 54 a 7H oA B3 A
a 0O a 28 a 38 a &3 a &3 a 86 a
T4 0 a 38 a 50 ab &7 a 70 a 88 a
T 0 a 40 ab &3 b 70 a 85 a 100 a

* % Dias transcurridos desde iniciado el cultivo,

TO = 8in transferencia a un medio fresco.

Tl 3 Transferencia a los 14 dias.

T2 = Transferencia a los 14 y 21 dias.

3 Transferencia a los 14, 21 y 28 dias.

Td 1 Transferencia a los 14, 21, 28 y 35 dias.

TS 3 Transferencia a los 14, 21, 28, 35 vy 42 dias.

¥ 1 valores <con letras iguales en la misma columna

indican que no hay efecto de los tratamiento sobre
la oxidacidn, seqdn test de Tukey, al 574 de

significancia.
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CUADRO 2. Efecto de la transferencia sucesiva del
explante a un meed i fresoo sobre el
pardeamients de yemas axilares del cv. Lula’.
Dias  (%%)
0 1 ey =8 35 2
Tratamientos
Oxidacidn
)
TO 0 16 a%x 20 a 40 ab 47 a 77 a
T1 0 13 a 13 a 17 & 40 a 70 a
T2 0 0O a 3 a 20 a 57 a 80 a
T3 ] 3 a 7 a 33 a 50 a 3 a
T4 O L3 a 7 a 13 ab 48 a 66 a
TS ) Q0 a 13 a 33 a 53 a 73 a
W Dias transcurvidos desde iniciado el cultivo.
TO 2 Sin transferencia a un medio fresco.
T1 ¢+ Transferencia a los 14 dias.
22 Transferencia a los 14 v 21 dias.
3 Transferencia a los 14, 21 y 28 dias.
Td ¢ Transferencia a los 14, 21, 28 vy 35 dias.
TG 3+ Transferencia a los 14, 21, 28, 35 y 42 dias.
% @ valores oon letras iguales en la misma columna
indican gue no hay efecto de los tratamiento sobre
la oxidacidn, seqgin test de Tukey, al 54 de

significancia.

Durante el desarvaollo del cultivo los niveles de fenoles
total es (Cuadro 30 disminuyen @n ambos  cultivares,
observandose la misma tendencia en el tratamiento TO (sin
transferencia a un medio frescod y TE (transferencias
sucesivas). Los contenidos de fenoles totales en los ovs.
Hala’ y Welvick! manifiestan una eslevada reduccidn a
low 14 dias de iniciado el cultive, 1o gque puede

atribuirse al efecto de los antioxidantes incorporados
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en el medic de cultive PYRP y PVPRFY, disminuyendo la
disponibilidad del sustrato de la enzima FPD por medio de
Sla adsorcidn de fenoles. Estos resultados coinciden con
los  veportados, por  JORDAM (19910, donde obtuvoe los
manores niveles de fenoles de secciones nodales de Annona

cherimola Mill. CO,08-0.12% del peso fresco) con el uso

de antioxidantes PVP-6735 vy FPVYP-360.

CUADRO 3. Composicidn fendlica vy oxidacidn en yemas
arxilares de palto ovs. ‘Lula’ y Welvick',
provenientes de distintos tratamientos de

transferencia cles medios, sxpresados 20
porcentaje.

Dias (%)

T 0 14 21 2E 35 42

*Velvick?

A OBF k% TO 0.853 0.167 0,112 0,038 0.0835 0.078
% 0D 0 30 40 52 77 100
% BF %x TS 0.3988 0.156 0,097 0,079 0,075 0.063

7% 0D 0Q 40 3 70 85 100

Laula?
7 8F %% TO 0.988 0,204 0,132 0,119 0.097 0,094
Y 0D 0 16 20 40 47 77
% BF ®® TS 0,905 0,187 0,101 0,089 0,081 Q.075
Y 0D O Q 13 33 53 73
* Dias transcurridos desde el inicio del cultivo.

tratamientos.

SF Sustancias fendlicas.

an Ouidacidn.

¥ Segun SWATIN y HILLIS (19859 dAnexos 1, 2, 3, 4, § vy
6.
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Lo vesultados no establecen una relacidn entrve los
niveles de oxidacidn y los o contenidos de fenoles
evaluados a través del tiempo (Cuadro 30, Aungue los
niveles de sustancias fendlicas se reducen, se debe
considerar gue la téonica descrita por SWAIN vy HILLIS

C1959) no es cualitativa, solamente determina los niveles

totales que VAr 1Aan  n los diferentes pstados de
desaryal 1o de  los vegetales. CURIR et al. 19933,

anal izandos sustancia fendlicas en estacas lefosas vy

herbaceas ce Chamael aucium uncinatum registyaron

PRI R ARAE S o W02

similares contenidos totales de fenoles, pero mediante la
Téonica de Oromatografia Liguida de Alta Resolucidn
CHPLZD determinaron diferencias cualitativas, e
determinaba la respuesta rizogénica. poy 1o cual, seria
intergsante identificar las sustancias fendlicas que

pueden favorecer o inhibir el crecimiento.

bos niveles de oxidacidn obtenidos  en este ensayo
axplican la respuesta organaogénica  en ambos cultivares.

l.as  yemas axilares del ov. YWealvick! no superaron la
etapa de establecimiento. Aungue los niveles de oxidacidn
del  ov. Hauala' fueron  levemente inferiores las yemas
axilares gque no manifestaron mmidaaiﬁn'tampwam by otk aron.,

Esta respuesta puads estar relacionada por  las
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condiciones  internas del explante y el estado de la
planta madre que afectan el desarvollo in vitro (DALSASD
y  GUEVARA, 1989, considerando gque los  Arboles  del

cultivar  *Lula’ vy Welvick?’ manifestaron durante la

primavera 1995 un escaso desarrollo vegetativo.

4.1.2. Contaminacidn.

Durante el transcuwrso del ensayo o se  observaron
problemas  de contaminacidn  gque afectaran el desarvollo
del cultive., El trasvasije sucesivo no fue un factor que

favoreciera la incidencia de agentes contaminantes.

4.2 Engsayo 2. Efecto de  diferentes concentraciones
de AIR  en el enraizamisnto  in vitro de los cvs,

awlar v Welvick' a partirv de yemas procedentes
de material de campo.

Este experimento se inicid en forma paralela al ensayo 1
wtilizands material vegetal del flush de crecimiento

vegetativo de primavera.
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Nz fuse posible eatablecer 21 efecto de diferentes

concentraciones de AIR en el enrairzamiento

1o ove. Haala? vy Welvick! a partir de yemas axilares,
debido & que no se  logrd desarvollar plantas in vitro
Cfase 13 regquer idas para gval uar la fase s
tenraizamiental. Las CAUuSAS s explican on Lo
resultados obtenidos  en 2]l ensays 1 gue determinaraon la

respuesta  organogénica  desfavorable producto de  tasas

elevadas de pardeamiento.

4.3 "] Efecto de diferentes concentraciones de

de  campe. e

~on resultados de este ensayo no permiten determinar el
epfecto de diferentes ooncentracioness de AIR 2 la
ot

rizogéenesis de secciones nodales del ove Lala’ empleanda

material vegetal de campo e invernadero  (Cuaadeo d3),
debido a los  altos niveles de contaminacidn de las
uwnidades experimentales en cada tratamiento durante el

desarvollo del cultiveo in vitro.
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d.3.1. Contaminacidn,

Los niveles de contaminacidn son claramente superiores en
2l material de campo (Cuadra 4, Esto se relaciona con
lag condiciones de crecimiento de la fuente de material
vegetal, puesto gque PIERIE (1990)  sefala que exsplantes
aislados de wuna planta cultivada en el exterior tienen
mayores probabll idades de que se produzca wna infeooidn.
L niveles cle contaminac idn pueaden minimizarse
aometiendo al  stock de plantas madres a condiciones
ambientales controladas (GEORGE y SHERREINGTON, 1990y, 1o
gque indicaria gue ] cultivo in yvitro utilizando material
cder dinvernadero Seria Wwna o

peidn para superar los  problemas de sstablecimiento de

las secciones nodal es.

L resul tados coinciden con 1o establecido por DALBASO y
GUEVARA (19893, en que el principal obstaculo para el
metablecimients  in vitro de microestacas provenientes de
material de campo es @l alto porcentaje de contaminacidn
poy bacterias, como se observa en el Cuadro 5, en gque la

incidencia de este agente contaminante es de un 66 por

ciento.
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CUADRD 4. Porcentaje de contaminacidn  de  seooiones
nodales  de Palto cve 'Lula® proveniente de
material de campo & invernadero,

Fovocentade de Contaminacidn %)

Tratamientos Camp ITnvernadsro

TO &0 7
T1 17 17
T 37 20
T3 S50 17

T4 34 20

TO
Ti

I mg/1l AIR

®% as EE B8

2 1% mg/l ALE
3 17 mg/l IR

._i
B
=3

L

mg/l AR + A CB00 mg/l)

OYANEDEL (1995) no vreporta problemas de contaminacidn de

gecoiones nodales de material de campo evaluadas 195 dias
despuds  de su inoowlacidn, en cambio, en el presente
ernsaym a  los 14 dias de iniciado el cultivo se manifestd
contaminacidn en bajos niveles aumentando con apariciones
tardias durante el desarrolla del cultivo., Tales
diferencias pueden ser explicadas por la época  de
petablecimiento  del ocultiveoy;  OYANEDEL (1995 wutilizd
material del "flush” vegetativo de verano, en cambio en
este ensayo correspondid al flush de primavera. DALSBASO vy
GUEVARA £198%9) indican e paralel amente a las
Fluetuan iones @I @l crecimienta vegetative, B

manifiestan variaciones en la contaminacidn, y gque las
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condiciones ambientales afectan el grado de infecoidn.

La contaminacidn de las microestacas de material de
vivero gue  orecia bajo condiciones de invernadero frio,
fue causada en igual proporocidn por  bacterias y hongos

(Duadra S,

CUADRD 5. PFPorcentalde de  contaminacidn de secoiones
nodales de Falto  ov. Houala? por honges  y
bacterias en material de campo e invernadero.

Agente Campe (4% Invernadero (4 %%
Contaminante

Moo 33

RBacterias &6

£

e
Ry

* Fl porcentaje total de tubos contaminados  fue de uan
40%, en  base a este se calculd el YL de hongos y
bactsrias.

*% Bl porcentaje total de tubos contaminados fue de 207,
en base a este se calcoculd el % de hongos y bacterias.

Debido a los serios problemas de establecimiento de las
secoiones nodales por agentes contaminantes, se considerd
importante efectuar analisis fitopatoldgico  de hongos y
bacterias para ambos tipos de material vegetal, para
determinar easbrategias Gque  permitan superar estas

limitaciones en la propagacidn  in vitro de este bipo de

explante.



3
it

4.3.1.1. ITdentificacidn de los  agentes contaminantes

observados en el ensayo 2, uwbilizandoe material de campo:

Mg s

En primer lugar se rvealizd una observacidn dirvecta para
determinar  la extensidn vy  tipo de corecimiento  de los
hongos presentes, con la finalidad de establecer si eran

fitopatdgenos o solamente contaminantes facultativos,

Los géneros identificados luego de un exhaustivo estudio
friey on:

Ehizopus spp.: con la especie R. nigri

parasito

facultativo, que en este caso aparece formando  ampl ias

ronas de orecimiento dadas principalmente por el aporte

mutricional que representa el medio de cultivo atilizado,

Al smer un hongo que aparece genervalmente en post-cosecha

es facil entender  su presencia en las secciones nodal es,
ya o gue cumplivian  ocon los requisitos basicos  para s
establecimiento. A pesar de esto, se pusde desarvallar
una  estrategia de control  basada en un protocolo de

desinfeccidn mas estricto.

Al igual  gue el anterior es  un hongo  gue
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aparece coms principal  contaminante de alimentos, frutas
y hortalizas, produciends ciertos grados de fermentacidn
en los  tejidos vegetales. B oeste Casa  SU Presencia e
debe a problemas de manejo de material vegetal.

Aasperagillus HBRD. " ataca principalmente frutas Y

Mortaliras  en periodos  de post-cosecha, pov 1o gue es
probable que se haya asociado, tanto al explante como al
medico de  cultivo (por logs nubtrvientes vy altos contenidos
clee hidratos de carbonod. Tal como los hongos anter iores,

sU prasencia se puede restvingir  al minimo smanteniendo

niveles de desinfeccidn v esterilizacidn adecuados.

Monilia spp.: Este hongo estd presente en aproximadamente
FOY% de los tubos contaminados con hongos, oreciendo en la
zona de corte superior de la seccidn nodal, lo gque indica
gque su presencia estd dada por el tipo de manipulacidn y

mare.io real izado (eagterilizacidn del instrumental

insficiente o desinfes

cidn del material vegetal)d.,

Bacter ias:

Servabia spp.: Racteria que presenta orecimiento de

colonia  de  oolor rogo, Gram  negativa y forma cocoide
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pertengciente a la familia Enterobacteriaceas. Presente
normalmente comos agente  contaminante de  alimentos vy
hortalizas que son mantenidas en  almacenamiento. De este
mexcho, lasg condiciones  favorables de temperatura, humedad
y nubrientes en los  cuales  se  desarvolla el tejido
vegetal , se convierten en un excelente habitat. Pueden

producir alteracionegs

por suw actividad proteclitica.

Flavobacterium = ul i Colonias tle el Wuld amarillo

anaranjacdo & rogo, Gram negativa, crecimiento en forma de
Bacila v mestfilos (1530 °0).  Asociado generalmente  a

plantas por 1o gue e habitual gque contamine culbtivos in

Brochothrix spp.: colonias blancas con bacterias de forma

conizide (en fase exponencial son bacilos v las  célul as
mas viejas son cocoidesd, SGram posibtiva, crecen en forma
e avuml o irvegulares. General mente presentes
contaminando cultivos in vitro de diversos tejidos
viegetales, pusde representar  wun problema en cuanto a
pamera, perao practicamente son dindouas  dada la baja

densidad  poblacional gues s encuentra limitada por

nutrvientes (lactosal,



&6

Bacillus spp.: colonias blancas con bacterias formadoras

LY A firam positiva, orecimiento bacilar,
measdfilas, asociadas al agua, polveo,  suelo, wtensilios y
animales en  general, por 1o que es habitual que estén
presente &n  cualguier medio. No son patégenos vegetales
pud ienco ser  conbtrolados & través de  una adecuada

desinfecoidn.

Froteus spp.: oolonias blancas,  oon bacterias Gram

negativa, de forma bacilar, asvobios y entdéricos. Al ser
@l tracto intestinal humano y animal su principal bhabitat
s coman gue invadan  utensilios vy zonas  de brabado,
puciends provocar  alteraciones en  alimentos y vegetales
que se descomponen a temperaturas mesdfilas. Contrvrolables

a través de un protoocolo en base & antibidbicos.

Micrococous  spp.: colonias cafed rosadas, Gram positivas,

crecimiento cocoide, productora de pigmento. Ampliamente
distribuidos  en la naturaleza por 1o gue ss  facil

egnocontrarias en  divers

s ambientes como  en vegetales,
animales v manipuladores. Bu asociacion a las maeshras
eatd dada principalmente por la disponibilidad de

nutrientes. Comtrolables a travées de una desinfecoion

adecuada.
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Posudononas spp.: colonias de color café verdoso, Gram
negat iva, forma bacilar, ampliamente distribuidas en
alimentos  en  general v especialmente e vegebtal es,
py odu en pigmentos v o son fuente de alteracidn de
productos refrigerados. B8 poco probable que se  presente

en cultivos en donde la temperatura es muy alta para su

sobrevida vy limitard ampliamente su presencia provooando

s desaparicidon poster ior.

NG TR R Tdentificacidn de los  agentes contaminante
obhservados en el Ensays 2, utilizando material vegetal de

inveynadey .

Hongoes s

Eatan presentes T QeEner oS

Aspergillus.

Racterias:
Se  ddentificaromn  los  siguientes géneros  de bacterias:

Frotews, Microeoeocous, Sevratia, Flavobacterium, Racillus

Somsssrapsannisisaseiumnrissserioston SRR 4 P A e LR Hverssssiressentesiise

Los resulbtados del andlisis patoldgico establece que log
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problemnas tle contaminac idn i coryesponden &
fitoparasitos, por 1o ocual su control en ]l desarvollo
el cultivo  in vitro debe estar ovientado al probocolo

cler desinfeccidn, coors i der ande desinfectantes Y

manipulacidn del material vegetal.

N existen diferencias marcadas  en  los  géneros de
hacterias y hongos gue atacan a las microestacas de campo
& invernadero., BEn secciones nodales de material  de

invernadero s observa la ausencia  del hongo del génsreo

spp. Yy la bacteria del género  Brochotyhix

asoo iados solamente a material de campo (Cuadrera 6.

Se descarta la posibilidad , en ]l caso de contaminacian
bacteriana, oue su pressnoia sea endigena debido a gque en
@l  oultiv de vemas aisladas o oes un . prablema,
ubilizando 2l mismo protocolo de desinfecoidn descrito
pov OYANEDEL 19953 para  ambos tipos  de material
viegetal .

L.

asbacas S8 asocian a

niveles de contaminacidn de micryo

a problemas  de desinfeccidn y  manipulacidn del material
vegetal . La dosis de hipoclorito de sodio 057 no es

mfectiva  en el contyal de agentes contaminantes,
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considerands el btamafo  del esplante, por 1o ocwal se

establece 21 snsayo 4.

CLADRO &, Separacidn por género de hongos y bacterias
contaminantes de secociones nodales de FPalto
cvae  thalal  oen material clez 2 ARMEIC )
invernadero.

Gidner o Camp Invernadero
NO * NO B

Hongos

il lus

0N R
.
&

Bacterias

Bacillus

fate
—

-
'’

B
-t
i
<
]
=g
1y
1]
78
it
e
i
-
s o
=
3~ 3
3

L3

&
11
2]

3 L3 =

7
b

* S refiere a la frecuencia de aparicidn de cada género
e bacteria y  hongo en los tubos contaminados. Se
identificd e algunas muestras e agentes
contaminantes colanizando mead 1o cle culbive y
explante, correspondiente a los géneros Ehyzopus
SRR Y ;

For 1o cual, la sumatoria de valores
no representa el ndmero tobal de  tubos contaminados.

A pesar de los problemas de esstablecimiento anteriormente

menc ionacdos, se  presentan como antecedente mediciones
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efectuadas al material gue no sufrid contaminacidn a los
&5 dias de inoowlado, con excepoidn de la variable

axidacian evaluada en la totalidad de las muestras

(Duadve 7).

4. 3.2 Oxidacidn.

niveles cles oxidacidn  de microestacas fusron
ralativamente bajos (Cuadre 70, considerando gue OYANEDEL
C1995)  no logra establecer in  vibtro secciones nodales
provenientes de material de campo del TV Hoaalar,
producta de  wna necrosis total a los 15 dias de iniciada
la inoceulacidn. Estos resultados favorables se sxplican
poy @l btratamiento de pre-siembra usado en este ensayo y
descrita por  DALSAS0O v GUEVARA <1999, en  donde el
guplante s sumergido en una solucidn de PVP estéril,
actuando comg agente adsorbente de sustancias fendlicas
(Fige. 3. La combinacidn de dos antioxidantes en el medio
de cultivo WFM come el FYF vy FPYRF contry ibuyer on
favorablente en  controlar la owidaoidn CHEQRGE vy

SHERRINGTON, 1984).
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CUADRO 7. Owidacidn, foo mac b e callo Y

enralzamienta e HEOOLONEs nodal es
provenientes ufi) matarial e campo @
invernadero  del ov. tLula® a los 605 dias
de cultivo in vitbro.

Tipe de T oxidacidn formacidn envaizamiento
material C4Y % callo *x €74

Camp o TO 40,0 a 10120 et

T1 B30.0 a 1925

“ 36.3 a SCl9y e
~ e B .o
= 33,3 A (R

T d6.6 a &L

Invernadero TO 43.2 a

Ti 26.6 a s b
T 30.0 a 7 =
T3 33.3 a 14023 —
T4 46.6 a 703 -

TO
T1
T2

T

=z =8 =3

Las medias  entre tipo de material no presentaron
diferencias al 5% de significancia, segdn test de
Fisher para la wvariable oxidacidn.

S refiere al nuamero  de  secciones nodales gque
mani festaron  presencia de callo basal. Los valores
entre paréntesis (), indican @l MM o de
microestacas  por tratamiento al finalizar el ensayo.
La reduccidn del namero inicial de explantes (30) se
debe a problemas de contaminacidn.

tratamientos

Leat 1o

1 mg/l AIR

= omg/sl AR

mg/l AIE

ma/l AR + A (500 mg/sld

i~

¥
o
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Seccidn nodal de cv. YLula’
proveniente de material de
invernaderos a los 15 dias
de cultivao. Noo se  observa
oxidacidn del explante.

72
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Mo se manifestaron diferencias significativas entre
tratamientos de cada tipo de material pava la variable
cxiclacidn.  Be hubiese esperado gue 2l material de
invernadero manifestara niveles inferiores de oxidacidn
D] respacto al provenients  de CAMPD,  Ppero 1o
porveentajes de oxidacidn en todos los tratamientos son

similares.

4,3.3. Enrvaizamiento y ocallo basal.

Mo se  observd envaizamiento de seccicones nodales  en
ningun btipo de material. 8Sin embargo, en  todos los
tratamientos, tanta para microestaca e CAMpPD @
invernaderos  (Quadro 72, se aprecia  una respuesta al
desarrollo de callo basal (Figura 43, aunque éste no es
imprescindible para la rizogénesis, seria un indicador de
gque se estan  propoveinando condicionss favorables para
este tipo de organogénesis (HARTMANN, FESTER y DAVIES,
13900 .

En algunas especies la formacidn de callo aparentemente
2 un precursor de raices adventicias (HARTMANN, FESTER vy
DAVIES, 1990, Lo mismos  autores sefalan gque  se ha

agoc iado el origen  de raices adventicias desde el



FIGURA 4.

Seccidn nadal cve hula?
proveniente de material de
CAMP O wl g} desarrollo  de

callo basal ‘a los 21 dias de
cltivo.

749
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callo con especies de dificil enraizamiento, como por
ejemplo, PFinus radiata, Sedum vy Hedera helix (fase
adultar., Esto se relaciona con las trabajos de CUTTING v
VUUREN (19882, donde se ha vinculado el desarrollo de
callo basal con todas las estacas enraizadas de Persea
americana Mill. covs. *Duke® vy *Fuerte’ y concuerda con
los  resultados de GONZALEZ vy SALAZAR  (1984) donde la
formacidn de raices in vitro fue acompafada por  la

generacidn de callo.

Se abservd en las secciones nodales sometidas a los
tratamientos  auxinicos un  desarvollo excesivo de callo
basal (Figura 5, manifestdandose en mayor grado en las
concentraciones mas altas de IBA . Esta respuesta ha sido
reportada  por  CUTTING vy  VUUREN ©1988), autores que
asocian la ausencia o reducidos niveles de enraizamientos
de estacas de los ove. *Duke’ vy ‘*Fuerte’ con el
exuberante crecimiento de callo basal con concentraciones
de 0.3%4 de IBA en talco, lo que podria explicar en parte,
los resul tados de enraizamiento asoc iado a
concentraciones de AIR que controla la produccidn de
callo. Sin embargo, GARCIA v SALAZAR (1984) empleando 7,5
v 10 mg/l de IBA, ccasionalmente ocbservaron esta divisidn

celular masiva en la base del sxplante.
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i

tudios  en Perseas americana Mill., CRAVIV vy BEUVEMI,
1984 han determinado una  corvelacidn entre 1a habil idad
para ernraizar oy los niveles de actividaed de cofactores

del enraizamiento extraidos de las l.ea tendencia

crereral fue  wuna alta actividad de promobores  en los

Lones de FAcil  envailizamiento (Novbthvop-28/5),  FPor Lo
cualy la ausencia  de vizogénesis pueds ser explicada poy
la presencia de inhibidovres del enraizamiento en el
explantse utilizado, considerando gue estos mismos aubores
veportaron  altos niveles de  inhibidores en oclones de

dificil enraizamiento, como Lula 3 v *Nahlat-77.,

L.a respuesta rizogénica  de las secciones nodales  podria
sabtar velacionada con los niveles de sustancias fendlicas
prnddgenas, que facilitan o inhiben el enrvaizamiento (ROY

VIEITEZ vy BALLEST

1988 CURIRE

Fow ulbimeo, los resultados logrados  en el ensayo pueden
wey e@xplicados por o2l bipo de material vegetal wtil izado,
considerando que los sistemas de propagacidn in vibtro que

han tenido dé@xito en Frarr empl sado

material  Juvenil, &n contraste  oon el cultivo  de

suplantes originados  de Arboles en esbhado achual Lo,
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caracterizado poy su deficiente capacidad rvizogdnica

CPLIEGO-ALFARD vy BERGH, 1t

vesutl tados Mmag
satisfactorios han sido logrados aplicands 1a téonica de
rejuvenscimiento, gque restawra el potencial mor fogenético

el material  adulbto (FLIEGO-ALFARGO gl ) 1990: PLIEGO

ALFARD v BERGH, 19920,

T T Brobacidn.

Los niveles de brotacidn desarrollados  por este tipo de
gxplantes fueron relativamente bajos, manifestando una
respuesta mas  favorable las microestacas de material de
invernadero (Duadro 8). No todas las  yemas bDrotadas

telongacidn  de yema axilar, Figura 6) de la i

presentaron expansidn foliar y desarvollo de tallo comg
se aprecia en la Figwa 7. Este tipo de desarvollo

corncusrda oo sl descrito por DALBASO vy GUEVARA (1989,

Se aprecia (Cuadvao 8 una btendencia diferencial en cuanto
a la rvespuesta de cada btipo de saplante a los diferentes
tratamientos. Las microestacas de material de invernadero
CIETEY AN Aalgan  nivel chep desarrolla an todos los

tratamientos, en cambio, ] smaterial oviginado de campo

o vesponde a los tratamientos T3 y T4,



FIGURA 6.

Elongacidén de vyema axilar
en microestaca de cv. ' Lula’
proveniente de material de
CAMPC.




el

SR -y T

s

FIGUERA 7. Expansidn

foliar de seccidn
nadal de cv. YLula’.
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CUADRED 8,

foad darv, foer mac idn
el by ool e 11
g ce material de campo e
cve thalat a los 65 dias

tallo

W I R T o2t

Tipo de T brotacidn  expansidn formacidn longituad
material N % ol dar de tallo et
NO%* NO%%% (mm) He W e W

——— am Q“ﬁ
<} o} 1.9
>3 = 10.5

TG
Tl
T
T3 0200
"r ,::l_ (:) (: l !.:5 :) - [, v

i
i

oy o
e e g

5 12.8

Invey - TG
nactey o T1

SRR

T - 2 8.
T3 i e Sed

i
-
i

T 13.6

?
(=
'
Y

T strvatamisntos.

TO stestigo

TL =1 mg/l AIR

T 22 mgll AR

T3 +7 mg/l AR

Tad 25 mgsl AIR + OA (500 mg/lo

# Fepresenta g2l nOmeET o cles ML e
mani festaron  elongacidn de vema axilar.

€ Indica el mamero de secocionses nodales al bérmino del
BTV Y Y

% Nimer o de explantes que mari fe
foxl iar.

¥ Mamer o de explantes que desarrvrollavon tallo,

#ae by cmecio de longitud  del  brote  entre los sxplantes
guiee presentaron elongacidn de yema axilar.

ol A el L CJuies

haron expanstdn

sodonies nodales

et rvespuesta organogénica wbilizando  se

comg explante noy fue  altamente satiefactoria, in
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embargo, $e  considera importante, teniendo en cwenba gue
@l cultive de yemas aisladas no  generd los  reswltbtados

positivos reportados por OYVANEDEL 1998,

Cakbe destacar, gLee superandose  Los

problemas de
contaminac idn de sste tipo de explante, seria interesants
evaluar la influencia de diferentes ocombinaciones de

veopal aclow es de  orecimiento aobre la puesta  de

S Lones ndal es @ la brobacidn Y postar ior
enraizamiento de  los tallos desarvollados, considerando

que  microestacas obtenidas de brotes del ensayos 3

manifestaron elongacidén de sus yvemas axilares (Figura B).
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FIGURA 8. Brotacidn de yemas axilares
de microestaca cobtenidas de
brotes desarrollados en el
cultive de secciones nodales
(Ensayo 3).
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'::" 0

Efecto el
1ix nfz el b v
vhaminacidn v oo icac idn
ial o mpes del oy,

IR

Jovrdito ce wodio v ol
] tle

dad. 1. Oxnidaciédn,

a::'. " t::l~ * ] u 1 L

Efecto de la concentracidn de hipoclorito de
coctio oy el medio de cultive en el grado de
ovidacidn de secoiones nodales.

El  amalisis efectuado para determinar el efecto  del

Pipooclovito de  sodio y 8]l medio de ocuwlbtivoe  an ocada

categoria de la wvariable coqd i by, no establecid

diferencias significativas cler evaluacidn

@n ringuna feo

cultivo  in

durante el desarvollo

Cuadro 93,

ATICE

w Ty B, Wy 10y, F oo tanto, se pusede afivrmar gue

aumentos de concentracidn he un 1% no oa A @l

rivel de oxidacian, por lo cual ssta concentracidn no fue

nociva  para el explante.  Sin o embargo, la respuessta
gridativa de las secoiones nodales auments comparada oon

(¥ indica la

Los resulbad del ensayo G Tal respue

existencia de un componente  estacional  ogue afecta la

o 1 aw

capac icdad cle pardeamiento

Lacl S

rancias fendlicas  en los  bejidos,

cooc et e aer doress ol sus

e vardian en forma cualitativa vy cuwantitativa segun el
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wetado fenoldgicos del  vegetal (WIBSEMANM v LEE, 19803

LIMA DE QLIVETIRA, et al., 1994,

CUADEO " Frecuenocia v distribucidn de la variable
celdacidn en sacciones  nodales  del ov.
Hoaala® a los 3, 7, 14 v 21 dias de cultive
in vitro,

Ovidacidén

Frecuencias por Cabergorias

Dia T Ausencia  Apical Bagsal Apioal Total
..lu
Blasal

3 TO 0 w 0 oy <
T1 0 7 1 & 4
T 0 5 O 10 5
T3 0 = 0 10 =

7 T o Q 0 ) 11
T1 Q o 0 10 =
T 0 3 0 10 7
T3 ] 3 1 ] 7

1 T 0 8 0 & 14
Ti 0 3 0 7 10

T 0 3 0 a 9
T3 £ 3 i o 7

15
11
1
oo

21 TO 0 0 0
T1 0 3 Q
T2 ] = 0

T3 0 3 1

ooom

i
-

T shratamientos

TG s WM sin modificar + Q.84 hipoclorito de sodia
TL sWFEM o smin modificar 4+ 14 hipooclorito e sodio
= s WM modificado + 0,54 hipoclorito de o« .
T3 PP moddi ficado + 0 1% hipoclorito de gl 1
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En rvelacidn con el contenide de sustancias fendlicas
totales de  las secciones nodales, cwantificadas en el
mementa de dindcdiar el oultivo por o el método de SWAIN v

HILLI&S (1f

Qspe

ificads en el ensayo 1 CAnexo 11y

12y, manifestaron valores snbtre O0.17-0,3374  de su 0 peso

fress i,

resuwlbados conousydan iy Ly alyados
gfectuados en secoiones nodales  apicalss  de  estacas

herbaceas de vay . Uoncha 1

2 ¥
I

donde  se debterminaron niveles de fenoles de  O.11% del

pess fresco (KANAMRORT, 1995,

Lo contenidos de sustancias fendlicas son menores on las
secoiones nodales (0.27 0 %) gque en vemas axilarves 1. 14%0

recolectadas en la misma  época (Ensayo 5, Anexo 133,

Esto indica una concentvacidn de compuestos fendlio

&1
las yemas axilares de  la  microssbaca, los  cuales se
liberan al producirse ruptura celular, considerando  gue
la zona  de corte  en relacidn al tejido intacto s mas
desfavorable en este btipo de esplante, generando 1a

veapussta oxidativa obsarvada,

El medio de oultivo, al igual gque la concentracidn  de

Pipoclorito de sodio, no tuve efecto sobre la oxidacidn.

Tal respuesta se @xplica Py La pressnola thea
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antiowidantes en 2l medioc WPM modificado, los cuales no
sutfrieron variacidn oo respecto al  medio WPM sin

moacti ficar.

ah b 2 Contaminac idn.

dad.@al. Efecto del medio de cultivo,

Los resultados indican que el medio de cultivo durante el

cle ryol o del

sayo no buvo efecto s L riveles de

contaminacidn.,  El reduciv  component del medio WPM no

corby by d a  disminuir 1a incidencia cle dent e

contaminantes, caracterizada solamente por la presencia

e bhacterias (Duadvo 10, Anewss 150,

l.aa colonizacidn de bacterias se manifiesta a los siete

cles cultive con bajos miveles de contaminacidn. Esta

se hace impovbtante a los 14 dias de iniciado el oulbivo,
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CLUADED 10, e dia Yy distyibucidn en o2l tiempo  de
variable contaminacidn en e e
freaciales del  ove haalat, a los 3, 7, 14 vy
dias de culdivo.

Dia T

Combaminac i dn Efecto
(frecusne ial % Mecd i s Dovsis

Y]

) 0 0
Ti 0 Q NE& NE
T 0 0
T3 0 Q

7 TO
T1
T2

i [ A
nd ol inand

a0

i TO 11 pda
T1 8
Ta 13 53]

T3 ) 45

NG NG

a1 TO 18
T1 11
T2 16

sy o
i i

MNE H val o exash & corvben oo 211 g2l

Intervalo de 1fianea CIC), por 1o tanto,

la odiferencia estimada  de PYopor e LOrnes N e
sigificativa, con un 95% de confianza.

& s La diferencia estimada de proporociones e
sigrid fica car un 9EY de confianza.

@ e la concentracidn de hipoolorito  de

seactic.

Durante los dias 3, 7 y 14 de desarvollo del cultivo

vityo o se manifestd efecto de la concentracidn de
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Mipooclorito de sodio sobre la contaminacidn., Sin embargo,
existe efecto del factor dosis de hipoclorito de  sodio a
Towes 24 dias  del cul tive  (Cuadra 10 oo osabre  la
contaminacidn de  las secciones nodales.  Be logra una
meroy  colonizacidn el agente contaminante  oon 1a
aplicacidn de concentraciones de hipoclorito de sodio al

iy

170 Lexs  porvoentajes de  contaminacidn A5-85%) obtenidos
con la mejor  concentracidn no son satisfactorios, por 1o

el ne o se ha supsvado los problemas de establecimiento
¥

del explante.

La ausencia de contaminaciones fungosas, en ningdn oaso

e ralaciona con la s e hipoclorito de sodio, debido

a que el tratamiento TO corvesponde al mismo pro ol e

desinfecoidn COYANEDEL, 1995 aplicado en el ensayo 3, en

@l ocwal  la incidencia de hongos fue  del 33%, pov Lo
tanto, la época de cultiveo estaria influyendos en el bipo
de agente contaminante, probablemente relacionado con las

condiciones ambientales (DALSASBD vy GUEVARA, 1989),

S deberian probar  dosis mayores de hipoclovito de sodio
wsin cdeiar  de considerar el efecto oxidante de eshe

desinfectante  guimico  (MoCLELLAND vy SMITH, 1993 v

i ferentes  dpocas  de  cwlbivo, como btambidn el uso de
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antibidticos aplicados coms prebtratamiento en el momentao

e recolecoidn del material (JORDAN vy OYVANEDEL, 19

Cabe destacar, gue una posibilidad es la wtilizacidn de
material proveniente de invernadero  pory o los menores

mivelss  de contaminac idn obbtenidos en el ensayo 3

CFRIERTE, 19903 DE FOSSARD, 199321

o Esto no fue posible

clebdido al limitado material vegetal digponible bajo e

cornchiciones 9 plantas).

A T

AN k
rdddan 1on v o O anocenes
il al cle mal s

e la  ebiclacidn sobre 1A
cleel v

ial de campo.

L SR T Owidacibn

Al analirzar la frecuencia vy distribucidn de las vemas
axilares del ocultivar Haalat de  acusrdo a la variable
o ddacidn, se observa en el Duadvo 11y Figura 9 gue a
Tos 194 dias de indciado el culbtivo in vibro, momento en

el cual los explantes se  somebtieron  a  lue indivecta

s de permanecer durante 194 dias oen oscour idad,

ey v ura  alta oo dclae Ldn basal, Py existiendo

diferencias  significativas enbtre mabterial atiolado  y



CLADED

11. y distribucidn de la variable
g yemas axilares del ov. luala?
2 23 pretratamiento ches
a les 14, 21y 28 dias de

Owidacidn
Frecuencia pov Cabegoria

T Ausencia MApical Basal hasal Total
..l..

apical

1+

21

2

70180k

NE QO A L3
. DO A

i 3(8ra (9]

FOLGL

1e3ra

2EY m
7k

OOy A O%
20%0a O

MNE Q% 0% 2CHra 7C18Ya  3OC77h

E 0 £ 12CE10 21054 D SR R

NE
£

EYRTS

u
»
"

=5

33

tratamiento sin eticlacidn

etiolacidn

val ores entre paréntesis representa &l
porcentaie de oxidacidn  en cada categoria en
bra a 39 unidades experimental es.

asteriscos indican que en  las catergorias
Dlovans, chaeservaron  s4lo O7a, por Lo gue
b el bratamiento,

Y&
no existe efeo
frecusncias  ocon letras  dguales indican gue 1a

]

diferencia de proporcionss estimadas  no 2%
significativa, con un 9%9% de confianza, el valor
A contenido en el intervalo de confianya

g
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35 FRECUENCIA POR CATEGORIA DE OXIDACION
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DIAS DE CULTIVO IN VITRO

Bl AUSBENCIA APICAL BASAL

APICAL+BASAL TOTAL

NE = SIN ETIOLACION E = ETIOLADO

*
.

FIGURA 9. Efecto del pretratamiento de etiolacidn sobre
la oxidacidn de yemas axilares del cv, Lula’.




G

smire ebtiolar

677 rvespectivamente).  Sin eabargo,
existe efecto del factor tratamiento sobre la oxidacidn
total de  yvemas axilares. Bl material vegetal somebido a

un pretratamients de ebtiolacidn no manifiesta cxidacidn

tatal del explante, en cambio, yva se prodace muerts en oun
18 % de yemas axilarves del tratamiento  sin ebtiolacidn

CNEDDY pory parvdsamiento general izado.

L.a oxidacidn total observada tempranamente en el culbivo

inoovitro  del material wvegebtal no eticlado se relaciona

con el contenido inicial de sus

cias fendlicas totales,
2l ocual es significativamente superior en yemas axilares
aislacas cle hrobes 1 act v coresimiento AN

pretyatamiento de etiolacidn (MARKS « STMFSON, 19900,

A los 21 dias de ocultivo, periodo en el cual  los
guplantes se  trasladaron a lue divecta, s prodoacs ana
variacidn en la distrvibucidn frecuencial por categoria en
@l  btratamiento sin etiolar, disminuyends  la Oxidacidn
Basal gue se explica por el aumento  de Deuidacidn Total
del explante, en contraste con el tratamiento ebiolado.

e observa en el Cuadro 11, para esta misma fecha de

cleal hratamiento

gval wac ian, A T existe sfec

ebiclacidn sobre las categorias de  Oxidacidn Ausencia,



gk
Apical vy Basal-+Apical. En sl caso de la Dxidacidn Basal vy
Total se manifiesta diferencias significativas entre

wna menory Oxidacidn Tabal de

trabamientos, producidndose

vemas procedentes de matervial etiolado.

A T 39 dias  de cultive (Coadreo 11 0y Figura 9 1a
thistribucidn frecuencial poy categorias de oxidacidn se
mocti fica nuevamente en 2] tratamients sin etiaolar, 1a
cxidacidn basal v apical+basal disminuyeron mani festando
diferencias significativas veaspesto al  Tratamisnto
eticlade. Los  valores de Oxwidacidn Total establecen el

gfecto positive  del pretratamiento de ghiolacidn sobre

@l cortrol cieal parcdeamiento de Y EMMAE anilares,

determinando una mayor sobrevivencia del explante.

sibhle detectarlo

El eferto de la eticolacidn tambidén fue po

oy 1a ool o s i dn cig las  yemas anilares. (-3

covrespondientes al tratamiento NE (no clasificadas  en
Ta categoria oxidacidn  tobtald presentaron un oolor verde
amarillents en contraste a la oolovacidn verde de las

yamas axilares del tratamiento E Figuras 10 y 112,



FIGUREA 10.

Yema axilar del cv. Lula’
proveniente de material
sin etiolar. Se observa una
coloracidn verde amarillenta
y ausencia de brotacidn.



FIGURA 11. Yema axilar de ocv. flLula®
proveniente de material
etiolado. Se abserva inicio
de slongacidn de yema.
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Lo vesultados establecen gue la oxidacidn fenédlica
cavsante de la pérdida de explantes fue minimizada cuando

el oulbive dn owvibre se  dndodia wtilizando yemas axilar

P oavenient es

de  material  wvegetal eticlado. Respussta

smimilar se observd  ern el cultive

Pallida?, AT Y VA Llipti tTames

17

Yoy i mson Fing? Loagyr arele vedu dr e}
povcentajes de oxidacidn al wbilizar material vegebal
o dginado de un stock de plantas sometidas & condiciones

e oyvecimiento en  oscuridad o erxpuestas a 1% de

Lrvacdi

idn luminica (MARKS y SIMPSON, 19300,

i cle

El pardeamiento vy neoyr abtribuica a la axida

compuestos ferndlioos  en log  sxplantes, existiendo una
alta covvelacidn negativa entre sobrevivenocia jin vibro v
comntenids de fenoles (YU vy MEREDITH, 1986, v una slevada
covvaelacidn positiva  entre oxidacidn y concentvacidn  de

fenoles (LIMA DE  OLIVIEEA oo gque  esuplica

los niveles de sustancias fendlicas  en yvemas axilares

gomet idas a un pre-tratamiento de etiocolacidn (Cuadeo

Lo oual es fueron  significativamente inferiores al

mateyr ial & il ar €O, BEAI6 % ¥ 1y 145
respectivamente)., La baja  intensidad luminica ha sido

rapor bado comn o un bratamiento gue favoreos  la respussta




ery sl oulbtive de tedidos (YU y MEREDITH, 1986).

CUADED 12. Niveles de sustancias fendlicas totales en
yemas  axilares del ov., Lula’ asociados al
pretratamiento de eticlacidn, evaluados al
indcio del

Tratamiento Suestancias Tendlicas total
C%4y €12

B
ES

E \ 0. BEADE
NE ‘ 1,14

ME @ A L.

total es

tlys Fovoentades de sustancias fendlicas
aao Fresco  determinado mediante el o

poy BWATN  y  HILLIS (1959, Los valores

anclen Al promedio de 100 yvemas  axilares

y 113,

o oo Laetras diferentes e esent aron

al &4 de significanci X et e

chi ferens ias
Frimhmy .

S I Brotacidn

El efecto positivo del pretratamiento de eticlacidn fue

evidenciado en los resultados  oe brotacidn (Figura 1003,

Las yvemas axilares del tratamiento E brotaron  en un 82%

pussta de yemas

Cfracuencia 32 en contraste con la

tratamiento NE con un QO poor cdento. ZIZORT y LIONAKIS

e
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Claadd cultivando  in vitro  yemas de  mabterial acdulto de

Duke?, repovtan un efecto similar
chep la @t iolasidn, favorec iendo la brabasidn Y

idn de by ot axilares.

proliferas

o Bru

aletae 4 tle gl i sl e
cipacidn  sobye la sobrevivenoia vodes
i e plantat
v Melwvick? trang

5 tlea
aar vl Lo
i vityo  de  ov, flulal v
i vitro,

El eastablecimiento de los  sistemas de aclimatizacidn
propussto para lograr la adaptacidn de plantas in vitro a

una condicidn ambiental diferente no ha sido posible

cebide a las dificuwltades que ha TE BRI L

vaecvaloitvante (PLIEGO-ALFARD et al., 19900,
l..an4s dificul tacdes e o lentan eaper i ficamente A
contaminacidn e la uwbilizacidn de microesbacas, ogue no

Fan  permiticdo la  obtencidn de plantas in

desarvollo adreo vy radical reguerid para someter a los

diferentes sistemas de aclimatizacidn.

Erm relacidn al cultive con @l

cual DOYANEDEL <1995 logrd  resultados satisfactorios en
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@l primgr afo de desavrrollo del presente proyecto, no fue
posible lograr organogénesis del esplante, prodacto de su
condcdac idnm. Hin embargo, la etiolacidn CEMEY G WA
respuesta mas  favorable de yemas axilares en el ov.

Hailar.
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Hao DONCLUS TONE

Moo se logrd e las condiciones dptimas para el

B A

vamiento in iGN ol 1

¥

povtainiertos de palto ovs, hada’ vy Welvick!.

L.as principales limitantes en la propageacidn e

lTos portainjertos de palto se manid festaron en la ebapa de

eabtablecimiento, debido a problemas de oxidacidn en vemas

Aaxnilares

y elevados niveles de contaminacidn en seccionegs

neclal

El trasvasije swocesivo a un medio fresco no fue efectivo
coms bratamisnto para  superar los  efectos  noocivos del
pardeamients  en yemas axilares  de  los ovs, Hoaala? vy

Valvick?

nivel de sustancias  fendlic tobale

EB7 YEMES
axilares de leove  owve. Hlealat y  Melwviok!? frasy on

chisminmuyenclo tharante el cultive oy @n contraste

con el aumanta del pardemiento.
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H. RESUMEN

de la tncta etapa de un
la factibilidad cle 1 &
de  dos  portainjertos  de  palto
Mill.) ovs. falat oy NMalvick?,
al inddacd. El objetivo de esta segunda
ablecer las ocondioion: Gt dmad 1 1 lewvar a
las etapas de eny & tramiento v o aclimatizacidn.

Loags  @NSAYOS i desarvollarvon en &l Labovatorio  de
Mlnfuprnﬂdﬂd-iun dw la Fawult&d de  Agronomia  de  la

El material vegetal proviene de &rvbol

socle edad) oy del ove Welwvick? T in.
ve pabvan franco del ov. Mexicola?, perbtene
{m;w maa Agricola Huerto California Lbda., v de m fml X
vivero de 1 afo, mantenidas en  invernadero  en la
AL ar | maela ode Agronomia de la

xpey Lonental de la o B
Universidad Catalica de Valparaiso.

evalud el efecto de la trasferencia  sucesiva del
\{31 an tei @ un medico fresoo sobve el  pardeamiento v

clee yemas  axilares de  ambos  cultivares. El
dwt evplante no ejercid efecto en el contraol

anes nodales del  ove hula’ originadas  de material
P & dnver nadey o, fueron sometidas & distint
de ATR  para evaluar su efecto  en el envaizamiento
shon La vespuesta vizogénica no fus evaluada debide
wodica de unidades experimentales  por conbami
A sl tados se evalud el efecha
cultive vy el hipoclorito de sodio sobre la oxidac
cormtaminacidn.

mered o
idn v

doel efecto positive del  pretyvatamiento de
sl @l conhe ol cler prav cleami sy
ocle yemas avilares ﬂﬁ1 SV Haualat, a
combanidos de faools del explants

A ey

Moo fue  p ble determinar las
errairamienta vy aclimabizacidn,

dptimas de
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CURVA

FATRON

FENOL IOAS  DEL
CERD DEL CULTIVO IN VITEQ

F AR
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ANEXD 1

LA DETERMINACION DE SUSTAMCTAS
WELVICE? . TEATAMIENTO  TO Y

Tt

DIA

g /10

Yo TRAMITANCIA

100,00
89,0
7.0
R I
el O
5.0
5.0
ey o O
33.5
18.0

13,0

ARGORERONCTA

0. 0000

03, QEOE6

O 10

0. 1HHO

0, 1938

8 P [

s )

0., 337

0.4 750

0. 7447

0. 8861

ECLOCTON

2 Y

= 111.8377 %

X




FORCENTAJE

YEMAS
CULTIVO

AX TLARES
AN YITEQD.

DE SUSTANGIAS
DEL 12V,

ANEXD 2

FENDLICAS EN
WELVICE? .

BASE

TEATAMIENTO

FESO FRESCO
TO Y DIA

DE 1L.A%
ZERO DEL

MUES

10

5 TRA

AW T % A

QL3273
Q. 5530
O.21a7
0. 4750
Q. 7537
O.L774
30,0 Q. 5239
0,258

HE. 0

0. DR

we /L

30 . 0000
34,7273
59,8776
e QG2
51,1766
891,339
73,8573
H6.B3E6
F6 . 2144

FESD FRESCO

G

0w OO0

€0, OO0
0, O30
0. OO50
Q0115
O, O08%
O, OOHRO
O, QOE

0. 0028

%o SUSTANCTIAS
FENOL TOAS

P QL T7HO0
Qg
0, 7434
0. 7355
| 0 Dt i
0,707
0. 8689
LIRS S
1. 00835

LOTLA

T
A

wey /1
FREOMEDIO

T (\l1 TTANCTA
ABGORBANMITA
O TR
O.8527 4 6US

ION DE
TEONCTAS

FENOLIZE
FENOL. TCAS




ANEXO 3

FORCENTAJE DE SUSTANCIAS FENOLICAS EN  BASE AL FESO FRESCO DE LAS
YEMAS AXILARES DEL CV. WELVICE! . TEATAMIENTO T& Y DIA  ZERD DEL
CULTIVO IN VITEOQ.

MUESTEA %“ T % A ug/l FESO FERESCO % SUSTANCIAS
gl FENOLICZAS
1 30.5 05157 59.6210 0.0078 0. 76432
2 b 27 I 0.4881 S56.5342 0.008 0.665]1
3 66.5 0. 1771% 108.7630 0. 0080 0O.7484
4 i 0.1249 15.9148 O 0010 1.5314
S Gd, 0 0. 1938% 118. 102 0.0110 1.0736
& 2020 0.5989 80109 QL0210 0.72800
7 21,0 0.6777 77.738 0, 00E3 1.126€
a8 et 0. 6573 73.473 0.0030 0. 24434
3 98.0 Q.2365 28. 395 0.0018 ) W i
10 21.5 0.6777 77.738 0. 0080 Q.9717
T : TRAMITANCIA
A : ABSOREEBANCIA
g/l : CONCENTRACION DE FENOLES
FEOMEDIO =z ©.9876& 7% SUSTANCIAS FENOLICAS.
* : DILUCIDN S ml MUESTEA EN 25 ml.



ANEXO 4

CLURVA FATRON  FARA LA DETERMINACION DE  SUSTANCIAS
FENOLICAS DEL V. WELVICE'. TRATAMIENTO TO Y T6&, DIA 14

/10 A TROAMITANCIA ABSORBANC LA

0 100,0 0, QOO0
10 75,0 (I el
) . Q O, 2O06
30 S50, 0 ‘ 0, 3013
35 46,0 0.3372
18] . O Q. 3767
in) 34,0 QL 535
&0 27.0 0. 5686
VA 23.0 Q. 63E
830 21.0 ‘ 0,677

100 14.0 0. 8538

ECUACION = Y = 118.5% * X - 4.0273




ANEXD &

FORCENTAJE DE SUSTANCIAS FENOLICAS EN BASE AL FESO FRESCO DE LAS
YEMAS AXILARES DEL. CV. *WELVICE'. TRATAMIENTO T& Y DIA 14 DEL CULTIVO
IN VITEQ.

MUESTREA T %A ug/l FESO FRESCD % SbSTQNCIAB
(gl FENOLICAS
i &4.0 0. 1338 18. 39564 0. 0135 0. 1404
Z S 0. 2839 29.6403 0. 0230 0. 1288
3 250 0.6020 67 . 3639 00,0410 0.16432
<} B i) Q. 2596 26. 7386 0. 0320 0.0836
) 28 0.63382 71.6569 0. 03230 0.1837
& 46,0 0.3372 S9.9612 0. 0360 0. 0398
7 5 e G. 2839 23 . 6403 0.1 75 . 1693
38 . 0 0,.2518 29,8336 Q. 0300 0.0861
3 B0 00,1733 30.9954 0.0485 0.0342
10 21 .40 0.6777 7E.3412 0.0155 0.4925
T : TRAMITANZIA
A : ABRSOERANCIA
ua/l : CONCENTRACION DE FENOLES

FROMEDIO

s

0O.1214 4 SUSTANCIAS FENOLICZAS.



ANEXD &

%DF:L“-ENTQJE DE SUSTANZIAS FENOLICAS EN  BASE AL FESO FRESCO DE LAS
VEMAS AXILARES DEL £V, WELVICE?. TEATAMIENTO T6 Y DIA 14 DEL CULTIVO

FESD FRESCO % SUSTANCIAS
g FENGL. TCZAS

MUESTRA AT %A ug/l

G, O

0.0135

Q. 1404

2 .0 0. 283 B . 603 Q. 0230 0. 1280
3 25,0 0.6020 67 .323639 0.0:310 0. 1643

10

55,0

E3.0

46, 0O

D20

HG. 0

7.0

E1.0

0.6382

0.3372

0. 28359

0.2518

0. 1733

O 6777

26. 75486

71,6569

ey SO0

25. 8336

35,5954

7E. 3418

0. OFEO

0. 0390

0., 0360

Q.0L75

Q. O3F00

0. 0485

0.0155

0. 0836

0.1837

Q. 099

0. 1693

0., 0861

0., 0342

)
sl
ROMED 1O

TEAMITAN
ABRGOREAN

CIA
CIA

COMZENTRACION DE FENOLES

Oul2is %

SUSTANCIAS

FENOLITCAS.




ANEXD 7

FRECUENCTIA Y DISTRIBUZION DE LA VARIABLE OXIDAZION EN

SECCIONES

NODALES DEL CV. *LULAT A LOS 3 DIAS DE CULTIVO

Oxidacidn
Frecuencias por categorias
T Nada Apical Rasal Apical Total

4
Bawsal

TO 0 ey 0 9, ES
T1 0 7 1 8 -’ 4
T2 0 = 0 10 5

"3 Q o O 10 ]

Categorias ICCMEDIO) ICCDOSIS)
MNada
Apic
Basal C-171.%9

o +

Total CQ W GO7

* %% e
al (=1.16%9 ;3 0.89262% (-1.763 3 0.3061)
FID = VERR C-171.%9 3 192.17)
B C-1.184 5 0.5733) C~0.779 3 09738
14 ¥

BT Bl (0, 36 1. 6039)

T
TO
T1
T2
T3
A+R
Wkt

tratamientos

WFM sin modificar + 0,.5% hipoclorito de sodio
WFM  sin  modificar + L4 hipoclorito de  sodio
WFEM modificado + 0.5%  hipoclorito de  sodio
WFM modificade + 0 1% hipoclorito de s 1o
apical + basal

se observaron shdlo valores O7s, por Lo gue no
eriste efecto del tratamiento.

si el valor cero estd contenido en el Intervalo
de Confianza (I la diferencia estimada de
proporcionegs no es sigificativa, con un 9574 de
confianza.



ANEXD 8

FRECUENCIA Y DISTRIBUCION DE LA VARIABRLE OXIDACION EN
SECCIONES NODALES DEL V. LULAT A LOS 7 DIAS DE CULTIVO
in yitrmo.

Owiclas i dn
Frecusncias por categorias

Dia T Mada Apical Rasal Apical Total

+.
Basal
7 TO 0 8] (8] g i1
T1 Q b Q 10 =
T O 3 0 10 7
o O it 1 g- 7

Categorias DZCMED IO ICEDOKISY
Nada % ¥ W

Apical 1,488 3 1,06586)% (~2,.834 ;3 O,.2825)
Rasal C—-311.4 5 289.18) (—-311.4 5 269,182
A+ R (—-0.878 ; 0.8777) (-Q.878 3 0.8777)
Total (~0.6%3 53 1.1202) -0, 273 3 1.5660)
T ttratamientos
T tWPM sin modificar + 0,537 hipoclorito de sodio
Th WM sin modificar + 1% hipoclorito de  sodio
T2 s WPM modificado +  O.54  bhipoclorito de sodio
T3 s WM modificado + 14 hipoclorito  de sochio
A+R rapical + basal
¥ ¥ 6 rae  abservaron msdlo valores O's, por 1o gque no
existe efecto del tratamiento.
%* S} 2l valor cero esta contenido en el Intervalao

de Confianza (I0) la diferencia estimada de
proporve iones o es sigificativa, con un 95% de
confianza. !



ANEXD 9

FRECUENCZIA Y DISTRIBRUCION DE LA VARIARLE OXIDACION EN
SECCTIONES NODALES DEL OV, LULAT A LOS 14 DIAS DE CULTIVO
in vitreo. '

Oxidacidn
Frecusnocias por cateqorias

Dia T Nada Apical Basal Apical Tt al
+

Rasal
14 TO O 0 0 & 14
Ti 0 3 0 7 10
T2 0 3 0 9 e
3 0 3 1 3 7

Categorias ICCMEDIO) D081
Mada E X T *e K
Apical (e 239 Q.G841L)% (2239

; 0.6841)
Basal (-311.4 ;3 289.1H (-311.4

b

i

2E89.168)
0.6931)
1.4911)

A+ B 1,340 0. 48281 C-1.121
Total -0, 0B84 1.70354) -0 282

“3 wx ws s

T stratamientos

TO tWFM sin modificar + 0.5% hipoclorito de sodio

T1 sWPM sin modificar + 17 hipoclorito de  sodio

T tWFM modificado + 0.5% hipocloritoe de  sodio

T3 WM modificado + 14 hipoclorito de sod o

A+R rapical + basal
* 4% rae  observaron sdlo valores O's, por 1o que no
existe efecto del tratamiento.

* sl el valor cero estd contenido en el Intervalo
de Confianza (IC) la diferencia estimada de
proporciones no @s sigificativa, con wn 95% de
confiansa.
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ANEXD 10

ECUENZIA Y DISTRIBUCION DE LA VARIARLE OXIDMAZION EN
COTONES NODALES DEL V. *LULAT A LOS 21 DIAS DE CULTIVO
vibro,

Oxidacidn
Frecuencias por categorias
Dia T Nada fApical Basal Apical Tot al

.+.
Basal

21 TO 0

~
e’

by

0 5 15

T O 3 Q & 11
T2 0 " O a 10
3 O 3 1 a8 8

Cateqorias TCOMEDIO TEDOSIS)
Nada X ¥ | W W
Apical (-2.070 D.9375r%  (~2.876
Basal (-311.4 2. 180 (-311.4
A+ R (-1.,503 0.3751) 1, O3%
Total (-0, Q84 1. 70540 (0. 281

0. 4556)
289,180
0.8155)

1.35023)

-z Wz ws ez
-2 ‘w3 Wz ‘es

T ttratamientos

TO tWFM sin modificar  + 0.5% hipoclorito de sodio

T1 tWPM sin modificar 4+ 14 hipoclorito de  sodio

T2 tWFM modificado + 0.5%  hipoclorito de  sodio

T3 tWFM modificado + 0 1% hipoclorito  de sl o

A+ tapical + basal
L X rse observaron shlo valores O's, por 1o gue no
existe efecto del tratamiento.

* i el valor cero estd contenido en el Intervalo
de Confianza (I la diferencia estimada de
proporoiones no es sigificativa, con oun 954 de
confianza.
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FATRON  FARA
] DE  SECCTONES
CENSAYO 5 DEL V.

LAY

LA DETERMINACION DE
NODALES

CENSAYD

SUSTANCIAS

47

Y YEMAS

g/

O

10

=0

e
wd

'::l‘ (:)

B0

GO

70

80

100

10 % TEAMITANCIA

100.0

H5O.0
el O
35.0
B30
EE0
169.0

17.0

ABSORBANCTA

QL QOO0

0. 1023

Q. 2006

Q.29

0.3010

0. 4559
0. 5376
0. 6575

Q. 7447

0. 76909

ECUACION = Y = 127,

oy
ot 2N J

* X

- 2ED0




ANEX( 12

FORCENTAJE " DE  SUSTANCIAS FENOLICAS EN BASE AL FESO FRESCO  DE
SECCIONES  NODALES DEL CV. YLULAT.

MUESTRA AT A A ug/1 1o wa/l 2y PESO 7 SUSTANCIAS
FRESCO FENOLICAS
ey

1 25.0 0.6021 72a3141 GOZ. 6175 0. 3360 0. 3360

!

& 27,0 0.5686 &8, 0614 H567.1786 0.2370 0.2393
3 23.0 0.6382 7621 E 641.0130 Q. 2730 0.2348
&) 27.0 0. 5686 68, 0614 D67 . 1786 0.2130 0.26e62
& 27,0 0. 5686 68, 0614 B567.1786 0.16810 0.3133
& 6.0 0. 5850 701468 e . 5573 0.3310 0. 1766
7 23.0 0. 6382 TE . DELE 631, 0130 0.2130 0. 30093

Py o

« D63

-

8 31.0 0.5086 60.4276 50

)

0. 1710 0. 29

L

9 28.0 0. 5528 66.0018 550431 0. 1860 0. 2959

10 27.0 0. 5686 68,0614 H67. 1786 0. 2040 0. 2708

I
T
4}
ug/1 o1
ug /1 2D
FROMEDIO

TRAMITANCIA.

ABSORBANCIA

CONCENTRACION DE MUSTRA DILUIDA (3725 ml).
CONCENTREACION TOTAL DE FENOLES MUESTEA.
0.27358 % SUSTANZIAS FENOL ICAS.




ANEXD 13

FORCENTAJE DE SUSTANCIAS FENOLICAS EN  BASE AL FESO FRESCO DE LAS
YEMAS AXTLARES FROVENIENTES DE MATERIAL  VEGETAL SIN ETIOLAR DEL.  CV.
LuLar.

MUESTREA AT A ug/l FESO FRESCO % SUBTANCIAS
g ‘ FENOL.ICAS

1 71.0 0.1487 73,1796 0. 0060 1.32196

& 76,0 0. 1191 w4, 3806 0. 0OE0 1.0876

3 68.0 0. 1674 85,1079 O 0050 1.7021

4 E7.0 0. 5686 68. 0619 0. 0045 1.5134

o] 36.0 0.4437 H2. 1651 0. 005G 0. 3184
G 34.0 0. 4685 HBE. 38381 0. 005 1.0058

7 71.0 0.1487 73. 1796 0. 0080 ¢ 0.3147
8 36.0 0.4337 He. 1651 0., 0080 0.6520
g 38.0 0. 4202 49,1777 0. 0050 0. 9835

10 30.0 0. 52208 G2.EE9d 0. 0035 1.38:28
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ANEXD 135
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DISTRIBUCION PORCENTUAL DE VARIABLE
CONTAMINACION EN MICROESTACAS DE CV LULA

00 PORCENTAJE DE CONTAMINACION

DIAS DE CULTIVO IN VITRO
Il o T1 T2






