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RESUMEN GENERAL

Propagacion de portainjertos comerciales y potenciales de
aguacatero mediante microclonacion

Se probé la aplicacién de concentraciones de 0, 5000 y 7000 mg-L* de sal
potasica de acido indolbutirico (KIBA) como estimulo inductor de la formacién de
raices adventicias en brotes etiolados de cinco portainjertos de aguacatero, los
cuales se acodaron empleando polvillo de fibra de coco y un contenedor de 55
mL de capacidad. El inicio de las divisiones celulares que condujeron a la
formacion de raices adventicias se origind en el cambium vascular. A partir de
esas divisiones celulares se formaron meristemoides que dieron origen a los
primordios de raiz. Los primordios se desarrollaron después de 30 dias de la
aplicacion de KIBA y la conexién vascular de los mismos con el tallo se desarrollo
completamente antes de emerger del tallo. La aplicaciéon de 5000 y 7000 mg-L™*
KIBA fue necesaria para estimular la formacion de raices en ‘Duke 7°, ‘51 Phy’,
‘Day’ y ‘ComCarr'. En ‘Velvick’, el lesionado y la aplicacién de auxinas
desencadenaron la formacion de callo y no se observo la formacion de primordios
de raiz después de 60 dias de la aplicacion de KIBA. La presencia de un anillo
discontinuo de fibras de floema no impidi6 la emergencia de los primordios de
raiz. Las semillas nodrizas con un peso fresco superior a 30 g presentaron el
nivel de supervivencia mas alto (97.77 %) durante el proceso de etiolacion, e
indujeron un mayor desarrollo de xilema y fibras del floema en el injerto, sin
embargo, la presencia de estas no se relacion6 con la formacién de raices.

Palabras clave: Persea americana Mill., tamafo de semilla nodriza, auxina,
anatomia.

Maestria en Ciencias en Horticultura, Universidad Autonoma Chapingo.
Autor: Mercedes Martinez Villagdbmez
Director: Dr. Alejandro F. Barrientos Priego



GENERAL ABSTRACT

Propagation of commercial and potential avocado rootstocks using
microcloning technique

The application of 0, 5000 and 7000 mg-L* concentrations of potassium salt of
indole-butyric acid (KIBA) was tested as an inductive stimulus for the formation of
adventitious roots in etiolated shoots of five avocado rootstocks, which were
layered using coconut fiber dust and a 55 mL capacity container. The beginning
of the cell divisions that led to the formation of adventitious roots was originated
in the vascular cambium; meristemoids were formed from these cell divisions and
gave origin to root primordia. The primordia were developed 30 days after KIBA
application and the vascular connection with the stem was developed completely
before emerging from the stem. The KIBA application of 5000 and 7000 mg-L!
was required to stimulate root formation in ‘Duke 7’, ‘51 Phy’,’Day’ and ‘ComCarr’.
In ‘Velvick’, wound and auxin application triggered the callus formation and
formation of roots primordia were not observed 60 days after KIBA application.
The presence of a discontinuous phloem fiber ring did not prevent the emergence
of root primordia. Small nursery seeds with a fresh weight greater than 30 g
showed the highest survival level (97.77 %) during the etiolation process, and
induced a greater development of xylem and phloem fibers; however, their
presence was not related to root formation.

Keywords: Persea americana Mill., nurse seed size, auxin, anatomy.
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INTRODUCCION GENERAL

El cultivo del aguacate (Persea americana Mill.) ocupaba en el afio 2015 una
superficie de 205,250.42 hectareas, y generdé una produccién nacional de
1’889,353.51 toneladas (SIAP, 2016). México destaca como principal productor
mundial (FAOSTAT, 2016).

Las plantaciones comerciales que se tienen en México se establecen con plantas
injertadas en enchapado lateral, sobre portainjertos criollos de la raza mexicana
(Gallegos-Espinoza, 1983), sin que se tenga un estricto control sobre la fuente
de la semilla usada. Histéricamente, los factores limitantes para una exitosa
produccion de aguacates han sido la calidad del agua, las condiciones edéaficas
y climéticas, y la presencia de patdégenos en los suelos. Muchos de estos factores
se pueden manejar mediante el uso de portainjertos clonales (Fernandez, Van
Rooyen & Kohne, 2011).

Desde que se desarrollo la técnica de clonacion por Frolich & Platt en 1971-72,
subsecuentemente modificada y mejorada para produccion comercial por Brokaw
Nursery en 1977 y posteriormente por otros viveros (Newett, Crane & Balerdi.,
2007), el mejoramiento de los portainjertos de aguacatero se ha hecho mas
importante, ya que permite transferir una caracteristica benéfica de una planta a

otra.

Determinadas selecciones de aguacateros reducen el efecto de detrimento de la
pudricion de raices, mejoran la uniformidad del huerto y su productividad y por
esa via, la rentabilidad general del cultivo. Los portainjertos clonales logran
incrementar los rendimientos bajo condiciones especificas (Fernandez et al.,
2011). Sin embargo, existe una respuesta diferencial de los distintos genotipos
de aguacatero en cuanto a la facilidad de emitir raices adventicias (Mufioz-Pérez
& Rogel-Castellanos, 1998).



Actualmente diferentes portainjertos clonales de aguacatero estan siendo
empleados comercialmente o ensayados en diferentes paises del mundo,
excepto en México. Debido a que cada regidon de cultivo presenta sus propias
caracteristicas y factores limitantes es necesario evaluar en diferentes areas y
bajo distintas condiciones tanto los portainjertos comerciales existentes como
nuevas selecciones sujetas a emplearse como portainjertos (Fernandez et al.,
2011).

En general, los portainjertos de la raza mexicana enraizan con mayor facilidad,
los de la raza guatemalteca se encuentran en un nivel intermedio y los de la raza
antillana dificilmente enraizan (Kadman & Ben-Ya’'acov, 1965; Platt, 1976).
Dentro de cada raza, algunos clones no se ajustan a las caracteristicas de
enraizamiento de dicha raza, de tal modo que es necesaria la evaluacion de la
capacidad enraizamiento y la influencia de las caracteristicas anatémicas del tallo
de diferentes materiales empleados comercialmente y con potencial para ser
utilizados como portainjertos clonales, con la finalidad de obtener informacion que

permita mejorar las técnicas de propagacion vegetativa de los mismos.

El presente documento contiene tres partes principales para abordar el tema; en
la primera se presenta una revision de literatura que apoya el entendimiento de
los sucesos histologicos que ocurren durante el enraizamiento adventicio,
mediante una descripcién general de los eventos observados en investigaciones
previas, asi como las técnicas que se han empleado para favorecer la
propagacion vegetativa en especies de dificil enraizamiento y los principales
factores endbégenos y exdgenos que afectan la formacién de raices; en la
segunda parte se presenta un estudio que tuvo como objetivos determinar el
efecto de la aplicacion de sal potasica de acido indolbutirico (KIBA) en los
sucesos histolégicos que condujeron a la formacién de raices en cinco

portainjertos de aguacatero; identificar el sitio o sitios de iniciacion primordial de



las raices, registrar el progreso de la formacién de raices y establecer si el anillo
de esclerénquima formado por las fibras del floema puede interpretarse como
una barrera para la iniciacion y aparicion de raices adventicias; en la tercera parte
se presentan los cambios anatomicos inducidos por la etiolacion; el efecto del
tamafio de la semilla nodriza en la supervivencia de los brotes durante los
procesos de etiolacion y formacion de raices adventicias; asi como los aspectos
anatomicos modificados por la aplicacion de sal potasica de acido indolbutirico y

el tamafo de semilla nodriza.



1. REVISION DE LITERATURA

1.1. Formacién de raices adventicias

El enraizamiento adventicio es un proceso de organogénesis en el cual se
desarrollan nuevos tejidos radicales en lugares distintos al sistema radicular
primario (Altamura, 1996); es un proceso complejo que implica fases sucesivas
de desarrollo que requieren de diferentes sefiales hormonales y otros factores
(De Klerk, Van der Krieken & De Jong, 1999). La capacidad de enraizamiento
varia con el genotipo y generalmente es menor en especies lefiosas que en
herbaceas (Pijut, Woeste & Michler, 2011).

1.2.Fases del enraizamiento adventicio

Las fases sucesivas del enraizamiento adventicio se dividen en: fase de
desdiferenciacion o iniciacién, fase de induccién o de formacién del primordio de
raiz, fase de crecimiento dentro del tallo o alargamiento y fase de crecimiento
fuera del tallo o de emergencia de la raiz (De Klerk et al., 1999; Ahkami et al.,
2009)

De acuerdo a De Klerk et al. (1999), durante el enraizamiento de brotes de
manzano, en la fase de desdiferenciacion, la activaciéon de las células ocurrié por
la acumulacion de granos de almidén, la accidon de compuestos relacionados con
la herida de corte y las auxinas. En la fase de induccién se inici6 la division celular,
agui las auxinas estimularon la formacion de meristemoides de raiz. En la fase
de crecimiento dentro del tallo, los meristemoides se convirtieron en primordios
de raiz con la tipica forma de cupula, en esta etapa las auxinas (aplicadas
exégenamente) mostraron un efecto inhibitorio en la formacién de los primordios.
Finalmente, durante la fase de crecimiento fuera del tallo los primordios de raiz
emergen del tallo (De Klerk et al., 1999).



En el caso del enraizamiento adventicio de estacas de petunia (Petunia hybrida)
en la fase de iniciacion de raiz (Figura 1c) aparecieron células pequefas con
ndcleos grandes y citoplasmas densos, los granos de almidon se degradaron al
iniciar las primeras divisiones celulares que originaron los meristemoides. La
aparicion de estos meristemoides marcé la transicion de la fase de iniciacion de
la raiz a la fase de formacion del primordio de la raiz (Figura 1d). Durante la fase
de formacion del primordio de la raiz, los primeros meristemos de raiz bien
desarrollados se hicieron visibles (Figura 1le). Las estructuras globulares
desarrollaron primordios de raiz con la tipica forma de cupula que posteriormente

formaron raices con células alargadas dentro del tallo, estas raices presentaron

la morfologia de una raiz completa (Figura 1f; Ahkami et al., 2009).

Figura 1. Anatomia de la formacion de raices adventicias (a-f) en tallos de petunia
(Petunia hybrida). (a, b) 0 horas después del corte, la anatomia tipica del tallo
consistié en el cértex (co), el parénquima de la médula (pi) y un anillo de vasos
() con floema externo (oph), xilema (xy) y floema interior (iph); (c) primeras
células meristematicas (mc) de los meristemos de raiz en desarrollo; (d) primeros
meristemos de raiz (me); (e) primordios de las raices con un meristemo
organizado y una diferenciacion hacia atras de las células del cuerpo radical que
contienen el cortex radical (ro) y el haz vascular (v); (f) raiz con haces vasculares
(v) en el centro rodeada por células alargadas (ec) de la zona de alargamiento.
Barras, (a), 500 pm; (b-f), 100 um (Tomado de Ahkami et al., 2009).



1.3.Patréon de formacioén de raices adventicias

En plantas herbaceas y lefiosas existen dos patrones de formacion de raices
adventicias: indirecto y directo, el patron indirecto se da cuando los primordios
radicales se desarrollan a partir de un callo previamente formado, mientras que
en el patron directo el primordio de raiz se desarrolla a partir de células proximas
al sistema vascular; ambos procesos rizogénicos pueden activarse en el mismo
tejido (Altamura, 1996) y la conexion vascular del primordio con los tejidos
vasculares originales no ocurre hasta que el apice de la raiz en desarrollo se ha
formado completamente y la raiz esta emergiendo del tallo, en el momento en

que la raiz emerge por completo debe ser funcional (Lovell & White,1986).

1.4.Competencia y determinacion de los tejidos

La competencia para la formacion de raices se define como la capacidad de
células especificas en un tejido para responder a estimulos inductores de raices
especificos. La determinacion ocurre cuando algunas de las células competentes
se canalizan irreversiblemente hacia el desarrollo de una raiz completa y se
alcanza por completo cuando las células contindan con la formacion de raices,

aunque el estimulo inductor sea retirado (Mohnen, 1994).

En presencia de un factor inductor de raiz se produce un proceso de
desdiferenciacion en las células competentes, seguido de una fase proliferativa.
Cuando el factor inductor es una auxina, las altas concentraciones actiian como
estimulante hasta que aparecen los meristemoides, después la hormona tiene un
efecto inhibitorio. Cuando la duracion del periodo inductivo no es suficiente para
gue ocurra la determinacion, no se produce el enraizamiento, lo que demuestra
que la determinacién puede requerir mucho tiempo para completarse y que el
tiempo requerido depende del inductor (tipo y concentracion de auxina utilizada),

de la composicion celular, de la edad del tejido y del genotipo (Altamura, 1996).



1.5.Juvenilidad y maduracion

La juvenilidad es un factor importante en la propagacion de plantas. Durante el
periodo juvenil, el crecimiento es muy activo, la floracién no ocurre, ni es posible
inducirla, aun cuando se suministren las condiciones ambientales o los
tratamientos posibles para que ocurra (Caso, 1992). La duracion de la fase juvenil
en plantas lefiosas es variable y puede ser bastante largo. Diferentes cambios
progresivos ocurren durante el periodo juvenil e involucran diferencias
morfologicas, anatomicas, fisioldgicas y de desarrollo que incluyen la forma de
las hojas, el grosor y caracteristicas de la epidermis, la filotaxia, la orientacion y
vigor de los brotes, la lignificacion, la pigmentacion de las antocianinas,
caracteristicas fotosintéticas, resistencia a plagas y enfermedades y la capacidad

para formar yemas y raices (Basheer-Salimia, 2007).

Muchas especies vegetales pierden su capacidad de formar raices adventicias a
medida que sus tejidos pasan de la juvenilidad a la madurez (Davies & Hartman,
1988). La disminucion del potencial de enraizamiento debido al envejecimiento o
madurez de las plantas ha sido reportado en varias especies (Cuadro 1), dicha
pérdida en la capacidad de enraizamiento puede deberse al efecto individual o
combinado de factores como la disminucién de la sensibilidad de los tejidos
envejecidos a los promotores de enraizamiento, la acumulacion de sustancias
inhibidoras del enraizamiento y la disminucién del contenido de auxinas
enddgenas (Raviv, Reuveni & Goldschmidt, 1987; Husen & Pal, 2006; Husen &
Pal, 2007). Todas estas variaciones son el resultado de la expresién genética
(sintesis de proteinas, transcripcion, genes) en la que se encuentra la base del

fendbmeno de maduracion (Haffner et al., 1991).



Cuadro 1. Porcentaje de enraizamiento a partir de tejidos fisiologicamente
maduros en diferentes especies vegetales.

Especie Enraizamiento (%) Fuente

Ficus pumila L. 75.00 Davies & Joiner (1980)
Persea americana Mill. 30.00 Raviv et al. (1987)
Persea americana Mill. 30.00 Pliego-Alfaro et al. (1999)
Castanea sativa Mill. 10.00 Ballester et al. (1999)
Prunus serotina 50.00 Pijut & Espinosa (2004)
Tectona grandis Linn. f. 35.56 Husen & Pal (2006)
Quercus bicolor Willd. 46.00 Amissah & Bassuk (2009)
Quercus macrocarpa Michx. 7.00 Amissah & Bassuk (2009)
Dalbergia melanoxylon Guill. & 24.42 Amri et al. (2010)

Perr.

En especies de dificil enraizamiento se ha logrado inducir el rejuvenecimiento de
plantas maduras mediante la aplicacion individual o combinada de diferentes

meétodos (Hartmann et al., 2011):

Forzar brotes epicérmicos de ramas de 2 a 10 cm de ancho x 24 cm de largo para
producir estacas de madera blanda (Hartman et al., 2011) que pueden enraizarse
directamente (Van Sambeek, Preece & Coggeshall, 2002; Fishel, Zaczek &
Preece, 2003) o mediante técnicas de micropropagacion (Pereira, 2009; Arbeloa
et al., 2012; Read & Bavougian, 2013).

La induccién de brotes nuevos y vigorosos de la base del tallo o de las raices se
puede conseguir mediante la poda cercana a la base del arbol donde los tejidos
se consideran mas antiguos cronoldgicamente, pero mas jévenes en términos de
edad ontogénica (Hartman et al., 2011). Las caracteristicas juveniles se pueden
mantener en el centro y la base del arbol aplicando podas selectivas de ramas y

brotes apicales (Wendling, Trueman & Xavier, 2014).



El enraizamiento serial de estacas que implica la propagacion repetida de
estacas tomadas de otras recientemente enraizadas, se utiliza para restaurar o
mantener los rasgos juveniles y es el método mas comun de rejuvenecimiento

utilizado por los viveros (Wendling et al., 2014).

A partir de plantas obtenidas mediante micropropagacion se pueden obtener
estacas de facil enraizamiento; las plantas propagadas mediante este método
exhiben ciertas caracteristicas juveniles y producen microestacas de facil
enraizamiento (Hartman et al., 2011). Varias especies como manzano (Harage,
Stimart & Everta., 1993), castafio (Ballester et al., 1999), aguacatero (Barcel6-
Mufioz et al., 1999), encino (Amissah & Bassuk, 2009), cedro (Millan-Orozco,
Corredoira & del Carmen, 2011) y aliso (San Jos€, Romero & Janeiro, 2012) se
han propagado exitosamente mediante esta técnica y numerosos protocolos de
micropropagacion se han desarrollado para especies horticolas de importancia

econdémica (Lambardi, Ozudogru & Jain, 2012).

La manipulacion de una planta madre a través de la exposicion a la oscuridad
para promover la etiolacion y detencion o reversion del envejecimiento
ontogenético es una técnica fiable para mejorar la eficacia del enraizamiento
(Davies & Hartmann, 1988; Hartmann et al., 2011; Steffens & Rasmussen, 2016),
mostrando un efecto positivo en la formacion de raices adventicias (Rogel-
Castellanos et al., 2000; Husen, 2011). La etiolaciébn aumenta la concentraciéon
interna de auxinas, disminuye la lignificacion de los tejidos, aumenta la
acumulacion de almidén (Bassuk et al., 1985) y azlUcares solubles totales en la
region etiolada (Husen, 2008a), disminuye el contenido de cofactores negativos
del enraizamiento, especialmente de IAA-oxidasa, aumenta considerablemente
la sensibilidad del tallo a las auxinas, asimismo, induce cambios anatomicos en
los tejidos del tallo que podrian incrementar la iniciacion de primordios de raices,
principalmente a partir las células parenquimaticas indiferenciadas (Bassuk et al.,
1985; Maynard & Bassuk, 1996).

El injerto en serie de yemas maduras en portainjertos juveniles puede utilizarse

como una herramienta de renovacion y rejuvenecimiento para aumentar el
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potencial de enraizamiento (Pijut et al., 2011) y retrasar la floracion (Wendling et
al.,, 2014). La combinacion de esta técnica con la etiolacion ha permitido

rejuvenecer y propagar arboles de 95 afios de edad (Husen & Pal, 2003).
1.6.Reguladores del crecimiento y la formacion de raices adventicias

1.6.1. Auxinas

Las auxinas son un grupo de reguladores del crecimiento de las plantas que
incluyen sustancias quimicas naturales y sintéticas (Bellini, Pacurar, & Perrone,
2014) que, aplicadas son las Unicas que mejoran consistentemente el desarrollo
de primordios de raiz, al menos en tejidos faciles de enraizar (Haissig, 1974a).
Sin embargo, la induccién de primordios de raiz ademas del estimulo de las
auxinas requiere aparentemente la presencia de compuestos sinergistas

llamados cofactores del enraizamiento (Lischweski et al., 2015).

La principal auxina enddgena es el acido indol-3-acético (IAA), pero hay otros
acidos [acido indol-3-butirico (IBA), acido 4-cloroindol-3-acético (4-CI-IAA), acido
fenilacético (PAA)] y compuestos sintéticos [acido 1-naftalenoacético (NAA),
acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), &cido 3,6-dicloro-2-metoxibenzoico
(dicamba) y 4-amino-5,6-tricloropicolinico (picloram)] con actividad auxinica
(Porfirio et al., 2016). EI IAA y el IBA son las auxinas mas estudiadas (Bellini et
al., 2014) y aunque el IAA es la auxina natural mas abundante y fue la primera
utilizada para estimular el desarrollo de raices adventicias en estacas de tallo
(Cooper, 1935), no se utiliza rutinariamente en programas de propagacion
vegetativa, donde se prefiere el IBA, que es un promotor eficaz del enraizamiento
adventicio en varias especies (Cuadro 2) y probablemente actia después de su
conversion a IAA, gue se ha demostrado ocurre en algunas especies (Schlicht et
al., 2013; Strader & Bartel, 2011). Sin embargo, el IBA no se degrada o se
convierte a IAA durante su transporte a larga distancia, o que sugiere que los
sistemas de transporte de ambas sustancias son independientes y pueden

proporcionar un mecanismo para mover especificamente el precursor inactivo a
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un sitio de accion, evitando respuestas de la auxina durante su transporte
(Strader & Bartel, 2011).

Cuadro 2. Especies vegetales propagadas exitosamente mediante la aplicacién
de acido indolbutirico (IBA).

Especie Concentracion Enraizamiento Fuente
de IBA (mg-L™?) (%)

Tectona grandis Linn. f. 4000 67.00 Husen & Pal (2007)

Vitis vinifera 4000 No reportado  Galavi et al. (2009)

Jatropha curcas L. 10000 74.00 Noor Camellia et al.
(2009)

Punica granatum L. 9000 81.76 Owais (2010)

Olea europea L. 4000 67.50 Lazaj et al. (2015)

Prunus serrulata 2700 80.00 Fragoso et al.
(2016)

Psidium guajava L. 4000 No reportado  Kareem et al.
(2016)

El IBA es especialmente preferible en la propagacion en condiciones in vivo, en
las que la auxina se absorbe durante un breve periodo inicial. El IAA se oxida
rapidamente en el tejido vegetal, mientras que los conjugados de IBA
(especialmente el acido indol-3-acetilaspartico) sirven como fuente de auxina
durante las ultimas etapas del enraizamiento (Nordstrom, Jacobs & Eliasson,
1999; Epstein & Ludwig-Miller, 1993). Algunos estudios sugieren que el IBA
actla como una auxina por si sola y no a través de su conversion a IAA (Ludwig-
Miiller, 2000) y que la influencia de ambos en el enraizamiento es independiente
(Stefandi¢ et al., 2007). Sin embargo, estudios con mutantes de Arabidopsis
indicaron que el IBA actua principalmente a través de su conversion a IAA, en un
proceso de multiples etapas similar a la B-oxidacion de los acidos grasos en el
peroxisoma (Zolman, Yoder & Bartel, 2000; Schlicht et al., 2013).
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El tratamiento con auxinas para promover el enraizamiento adventicio suele
limitarse a una corta duracion, de unas pocas horas a unos pocos dias y la
aparicion de las raices puede no ocurrir durante semanas 0 meses después de
la aplicacion (Srivastava, 2002). La efectividad de las aplicaciones exogenas de
las auxinas para promover el enraizamiento depende de la absorcién adecuada
por el tejido vegetal que puede verse influida por la concentracion de auxina y la
duracion del tratamiento (Howard, 1986). La profundidad del tratamiento también
puede afectar la absorcion y la posterior respuesta de enraizamiento, a mayor
profundidad una cantidad mayor de solucién adicional puede correr por la
epidermis y ser absorbida través de la superficie de corte (Kenney, Sudi &
Blackman, 1969; Blythe et al., 2007). La translocacién de las auxinas puede
ocurrir mediante transporte polar basipeto, transporte pasivo a través del floema

y transporte acropeto en el xilema (con aplicacion exdégena) (Blythe et al., 2007).

Las auxinas como promotores del enraizamiento pueden estimular las primeras
divisiones celulares del primordio de la raiz sin afectar la iniciacion de la misma
(Hassigs, 1970). También pueden influir en la utilizacion de los carbohidratos, se
ha demostrado que la aplicacion de auxinas activa el metabolismo de los
carbohidratos para liberar energia (Husen, 2008b; Agullé-Anton et al., 2011,
Husen, 2012; Steffens & Rasmussen, 2016) y proporcionar esqueletos de
carbono para la sintesis de otros compuestos esenciales como proteinas
(Haissig, 1974a). La respuesta al estimulo de las auxinas esta regulada por las
proteinas AUX/IAA y ARF (Auxin Response Factor) (Overvoorde et al., 2005).

1.6.2. Citocininas

Las citocininas (CK) son compuestos orgénicos derivados del metabolismo
secundario y estan consideradas como promotoras del crecimiento de las
plantas, implicadas en la determinacion de las células embrionarias, el
mantenimiento de las células meristematicas, la formacién de brotes y el
desarrollo del sistema vascular (Shahriari et al., 2016). Las citocninas naturales
y sintéticas incluyen zeatina, zeatina ribosida, cinetina, isopenteniladenina (2iP),

tidiazuron (TDZ) y benciladenina (BA) (Hartmann et al., 2011). Este grupo de

12



reguladores del crecimiento normalmente inhibe la formacion de raices
adventicias (Kuroha et al., 2002; Tiberia, Pamfil & Bellini, 2011). En especies con
altos niveles naturales de citocininas, el enraizamiento ha sido mas dificil que en
aguellas con bajos niveles (Bollmark, & Eliasson, 1986; Kuroha et al., 2002;
Ramirez-Carvajal et al., 2009) por lo que la influencia de las citocininas en la
formacién de raices adventicias puede depender principalmente de su
concentracion (Higuchi et al., 2004; Kuroha & Shinobu 2007). En discos de tallo
de manzano, la BA inhibio fuertemente el enraizamiento, especialmente cuando
se aplico al inicio del periodo de enraizamiento (Pawlicki & Welander 1992). En
otras especies con cierta capacidad natural de regeneracién radical, la aplicacion
de citocininas disminuyé el numero de primordios radicales macroscopicamente
visibles (Haissig, 1972). En concentraciones relativamente altas, las citoquininas
pueden promover la formacion adventicia de brotes e inhibir la formacién de
raices (Hartman et al., 2011), por lo tanto, la formacion de raices adventicias se
favorece cuando existe una alta relacion auxina/citocinina (Yazaki & Kikuchi,
2005; Kuroha & Satoh, 2007).

1.6.3. Giberelinas

Las giberelinas (GAs) son un grupo de compuestos naturales, estrechamente
relacionados y conocidos principalmente por promover el alargamiento de células

y en consecuencia del tallo (Hartmam et al., 2011).

Las GAs inhiben la formacion de raices adventicias (Pawlicki & Welander, 1992;
Suleiman, Bhat, Jacob & Thomas, 2011; Sevik & Guney, 2013) pero tienen un
efecto estimulante sobre el alargamiento de las raices (Niu et al., 2013). Las GAs
tienen una funcion en la regulacion de la sintesis de los acidos nucleicos y las
proteinas, ademas de que pueden suprimir la iniciacion de las raices al interferir

con estos procesos, particularmente la transcripcion (Hartman et al., 2011).

La aplicacion de acido giberélico en sauce redujo la division celular intraprimordio
blogueando la accion de la auxina después de la fase de iniciacion (Haissig,
1972). En alamo blanco y arabidopsis se ha mostrado que las GAs causan un

efecto inhibitorio del enraizamiento adventicio al alterar el transporte polar de
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auxinas (Mauriat, Petterle, Bellini & Moritz, 2014). En estacas de madera dura de
vid, la aplicacion de inhibidores de la biosintesis de la GAs incremento el nimero
y longitud de las raices, sin embargo, este efecto fue inconsistente al aplicar los

inhibidores a estacas de madera suave (Keeley, Preece & Taylor, 2003).

1.6.4. Etileno

El etileno es un regulador de crecimiento que se manifiesta en forma gaseosa,
cuya biosintesis esta fuertemente potenciada por lesiones (Druege, 2006),
inundaciéon (Vidoz, Loreti, Mensuali, Alpi & Perata, 2010) y otros factores de
estrés, ha mostrado un efecto estimulante, inhibitorio o sin respuesta durante la

formacién de raices adventicias (Cuadro 3).

La promocion del enraizamiento por etileno ocurre con mas frecuencia en plantas
intactas, en plantas herbaceas y en plantas que tienen iniciales de raiz
preformadas (Hartman et al., 2011). El efecto del etileno sobre el crecimiento de
las raices estd mediado por la regulacion de la biosintesis y la distribucién local
de las auxinas. El etileno estimula la biosintesis y el transporte de las auxinas
conduciendo a la inhibicion del alargamiento celular (Stepanova, et al., 2005;
Ruzicka et al., 2007). El enraizamiento de brotes de tomates mutantes
insensibles a etileno ha demostrado que el efecto promotor de la auxina en el
enraizamiento adventicio se incrementa en las plantas que son sensibles al
etileno (Clark et al., 1999).

En las etapas posteriores del enraizamiento el etileno induce la sintesis de
peroxidasas acidas involucradas en la biosintesis de la lignina, celulasas y
pectinasas que facilitan la emergencia de las raices a través de los tejidos del
tallo (Faivre-Rampant et al., 1991). Por tanto, la relacion entre el etileno y el
enraizamiento podria considerarse como multifacética, siendo estimulante
durante la etapa inicial y presentando efectos inhibitorios en las fases sucesivas
del enraizamiento (De Klerk et al., 1999; De Klerk & Hanecakova, 2008; da Costa
et al., 2013); ademas, el efecto de la aplicacién de etileno o de sus inhibidores
depende del contenido enddgeno de etileno en las plantas que a su vez depende

de la concentracién de auxinas (De Klerk & Hanecakova, 2008).
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Cuadro 3. Efecto del etileno en el enraizamiento adventicio de diferentes
especies vegetales

Especie Efecto Fuente

Phaseolus aureus Roxb. Promotor Krishnamoorthy (1970)
Phaseolus aureus Roxb. Sinrespuesta Mudge & Swanson (1978)
Vigna radiata (L.) R. Willcz. Inhibidor Robbins et al. (1983)

Coiyhis avellan Promotor Gonzéalez et al. (1991a)
Rumex palustris Sm. Promotor Visser et al. (1996)

Malus domestica Borkh. Sinrespuesta  Harbage & Stimart (1996)
Oryza sativa L. Promotor Mergemann & Sauterm (2000)
Vigna radiata (L.) R. Willcz. Promotor De Klerk & Hanecakova (2008)
Vigna radiata (L.) R. Willcz. Inhibidor De Klerk & Hanecakova (2008)
Solanum lycopersicum L. Promotor Negi et al. (2010)

Phaseolus radiatus L. Promotor Pan et al. (2012)

Arabidopsis thaliana Promotor Veloccia et al. (2016)

1.6.5. Acido abscisico

Los informes del efecto del &cido abscisico (ABA) en la formacién de raices
adventicias son contradictorios, dependiendo de la concentracion, el ambiente y
el estado nutricional de las plantas. EI ABA antagoniza los efectos de las
giberelinas y las citoquininas, las cuales pueden inhibir el enraizamiento
(Hartman et al., 2011). En algunas especies los niveles enddégenos de ABA
pueden limitar la produccion de etileno causando la inhibicién del crecimiento de
las raices (Sharp, 2002; Sharp & LeNoble, 2002).

El ABA también influye en la capacidad de las estacas para soportar el estrés
hidrico durante la propagacion (Hartman et al., 2011). Ademas, inhibe la
induccion de raices adventicias provocada por etileno, asi como la emergencia
de las mismas promovida por las GAs (Steffens et al., 2006). En plantas mutantes
de arroz se observo que un menor nivel de ABA y una concentracion superior de
etileno provocan un mayor crecimiento de las raices adventicias, lo que apoya la

idea de que las alteraciones en las concentraciones de ABA y etileno son un
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requisito previo para el crecimiento de las raices adventicias (Ma et al., 2014).
Ademas, la aparicion de raices adventicias debe ser coordinada con la muerte
programada de las células epidérmicas que cubren los primordios de las raices

gue es controlada por etileno, GAs y ABA (Steffens et al., 2006).

1.6.6. Jasmonatos

El &cido jasmonico (JA) y el metil jasmonato (MeJA) son reguladores del
crecimiento de las plantas con muchos efectos en el desarrollo (Fattorini et al.,
2009). Su papel durante la formacion de raices adventicias ha mostrado que
existe una interaccion con las auxinas a diferentes niveles modulando su
biosintesis o transporte (Bellini et al., 2014; Legué, Rigal, & Bhalerao, 2014;
Wasternack, & Hause, 2013). En capas de células delgadas de tabaco bajo
condiciones in vitro, se observd que la interaccion entre jasmonatos y auxinas
regula la formacion de raices adventicias (Fattorini et al., 2009). Por otra parte,
niveles reducidos de jasmonatos enddégenos afectaron la formacion de raices
adventicias provocando una disminucion del nimero de raices en estacas de hoja
de petunia, lo que sugiere que los jasmonatos actllan como reguladores positivos
de la formacién de raices adventicias (Lischweski et al., 2015). La escisién de
esquejes de petunia se caracteriza por un aumento rapido y transitorio en el nivel
de JA seguido por la induccién de genes que codifican enzimas que degradan la
sacarosa a hexosas dentro del apoplasto (Ahkami et al., 2009); no obstante, el
aumento en los niveles de jasmonatos en los esquejes de petunia, inducido por
la herida parece no ser causal del incremento de los niveles de auxinas y etileno
(Lischweski et al., 2015).

1.7.Cofactores del enraizamiento

Durante la formacion de raices adventicias, se requiere de la presencia de
factores que actian de forma sinergética llamados cofactores del enraizamiento
gue permiten o mejoran la iniciacion y desarrollo del primordio de raiz inducido
por las auxinas. El tipo o la concentracion del cofactor parece determinar
parcialmente si los primordios de la raiz se inician facilmente, con dificultad o no
se inician (Haissig, 1974a).
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Varios resultados han indicado que algunos compuestos fendlicos (acido
clorogénico, epicatequina, acido cafeico, catecol, acido gélico, &cido ferdlico)
actiuan como cofactores de enraizamiento (Krajnc, Turinek, & Ivanci¢, 2013) que
modulan la actividad de la peroxidasa; pueden prevenir la degradacion de las
auxinas (De Klerk et al., 2011; Trobec et al., 2005) y proteger el tejido vegetal del
estrés oxidativo causado por las heridas del corte (De Klerk et al., 1999, 2011).
Los flavonoides, una clase importante de compuestos fendlicos, pueden influir en
el transporte de las auxinas (Peer & Murphy, 2007; Buer, Imin & Djordjevic, 2010)
y su acumulacién se ha asociado con una mayor sensibilidad a las auxinas, que

favorece la formacién de raices adventicias (Curir et al, 1990).

1.8.Carbohidratos

La iniciacion y formacién de raices adventicias requieren energia y esqueletos de
carbono necesarios para las divisiones celulares que se obtienen de la presencia
de carbohidratos ya que estos compuestos promueven la iniciacion celular
(Husen & Pal, 2007). Una importante fuente de carbono es la sacarosa, que se
forma en los tejidos fotosintéticamente activos y se traslada hacia las partes de
demanda de la planta. La sacarosa se puede usar como una fuente directa de
carbono o convertirse en compuestos de almacenamiento como almidon (Ahkami
et al., 2009; Krajnc et al., 2013). Ademas, hay indicios de que los carbohidratos
tienen un papel regulador en la formacién de raices adventicias (da Rocha et al.,
2005; Calamar & De Klerk, 2002; Gibson, 2005) y de que pueden desempeiiar
un papel mas importante en el crecimiento de las raices que en su iniciacion
(Ahkami et al., 2009). Niveles bajos de carbohidratos al comienzo del
enraizamiento limitan la velocidad o intensidad de la formacién de raices
subsiguiente (Druege, Zerche & Kadner, 2004). El aumento de la demanda de
carbohidratos durante el crecimiento de las raices adventicias puede ser cubierto
por la fotosintesis si las condiciones de luz y otros factores ambientales permiten

una actividad fotosintética suficientemente alta (Agullé-Anton et al., 2011).
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1.9.Nitrégeno

Los efectos del nitrogeno en el desarrollo estan relacionados con el metabolismo
general de los carbohidratos, los acidos nucleicos y las proteinas. La
redistribucion de los recursos metabdlicos, principalmente carbohidratos, puede
perjudicar al enraizamiento, dependiendo del estado fisioldégico particular del
tejido vegetal (Geiss, Gutierrez, & Bellini, 2009).

La inhibicion del enraizamiento se ha asociado con el aumento de las
concentraciones enddgenas de arginina, alanina, acido aspartico, asparagina,
acido glutamico y glutamina (Haissig, 1986); aparentemente, estos aminoacidos
podrian incrementar sustancialmente el nivel de nitrdgeno, provocando bajas
relaciones C/N, caracteristicas de tejidos con bajo enraizamiento (Haissig,
1974b). Altos niveles de nitr6geno disminuyen las tasas de enraizamiento
(Porfirio et al., 2016) y aumentan el crecimiento de los brotes vegetativos si el
nivel de nitrégeno supera el éptimo para la iniciacion y desarrollo del primordio
de la raiz (Haissig, 1974b), colocando a la formacién de raices adventicias en
una desventaja competitiva por carbohidratos, nutrientes minerales y hormonas
(Haisig, 1986).

El nitrégeno es necesario para la sintesis de &cidos nucleicos y proteinas
(Hartman et al., 2011). La glutamina suministra nitrogeno para la sintesis de
aminoacidos y su translocacién basipeta es un proceso importante para
satisfacer la demanda de las células durante la formacion de raices (Krajnc et al.,
2013). El andlisis de los tallos de petunia antes de la escisibn mostro la sintesis
y transporte de glutamina y asparagina, sin embargo, su contenido decrecid y se
mantuvo bajo después de la separacion del tejido de la planta madre, indicando
una alta rotacion de los aminoacidos translocados en otros que parecen ser
esenciales para la sintesis acelerada de proteinas durante la formacién de raices
adventicias (Ahkami et al., 2009).

La modificacion en el suministro de nitrégeno influye fuertemente en los procesos
de asimilacion, asignacién y particion de carbono, y por lo tanto afecta la

distribucion de carbohidratos dentro de una planta (Geiss et al.,, 2009). La
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reduccion de la fertilizacion nitrogenada de la planta madre, podria favorecer la
acumulacion de carbohidratos y mejorar el enraizamiento, también es
recomendable emplear para la propagacion brotes laterales, ya que tienen bajas
tasas de crecimiento y elevadas concentraciones de carbohidratos (Hartman et
al., 2011).

1.10. Luz

La luz es uno de los principales factores ambientales que influyen en el desarrollo
de raices adventicias al reducir o aumentar las sustancias fendlicas endoégenas
(Sen, 1985) que pueden actuar como inhibidores o promotores de enraizamiento
(Krajnc et al., 2013) bloqueando la fotooxidacion de las auxinas (De-Klerk et al.,
2009; De-Klerk et al., 2011); ademas de desempeifiar un papel importante en el
metabolismo de los carbohidratos mediante la fotosintesis (Rapaka et al., 2005)
la luz también puede afectar la concentracion de citoquininas endogenas, que
pueden funcionar como inhibidores del enraizamiento (Fett-Neto et al., 2011).
Otros efectos potenciales de la luz incluyen cambios en la absorcion de
nutrimentos y auxinas, ya que puede afectar la transpiracion y la apertura y cierre
de estomas (de Assis, Fett-Neto & Alfenas, 2004).

1.11. Temperatura

La temperatura puede influir en el estado fisiolégico de la planta madre y afectar
posteriormente el desarrollo de las raices adventicias (Geiss et al., 2009) en
aspectos tales como la absorcién de agua y nutrimentos (Taiz & Zeiger, 2002) y
el metabolismo en general (Haissig, 1986), promoviendo o inhibiendo la accién
enzimatica (Geiss et al., 2009) y modulando el transporte endégeno de auxinas,
asi como la absorcion y el metabolismo de las fuentes exdgenas de esta
fitohormona (da Rocha & Fett-Neto, 2004).

En general, en areas de clima frio, el enraizamiento se limita a los meses mas
calidos, ya que el porcentaje de enraizamiento disminuye en los meses frios del
invierno, sin embargo, puede extenderse para todo el afio si se emplea un

invernadero (de Assis et al., 2004).
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1.12. Propagacion clonal de portainjertos de aguacatero

El aguacatero es una especie de polinizacion cruzada, monoembridnica y
altamente heterocigota, caracteristicas que se manifiestan en una muy resaltada
variabilidad genética. Debido a estas caracteristicas, los portainjertos obtenidos
de semilla, incluso a partir de una sola planta madre, son genéticamente
desuniformes (Calabrese, 1992). De modo que es poco probable conservar
alguna caracteristica sobresaliente de algun genotipo, por lo que se hace
necesaria la propagacion clonal (Gonzalez-Rosas & Salazar-Garcia, 1984). De
esta manera, las plantas definitivas de una plantacibn comercial seran
genéticamente idénticas entre si, tanto en patrén como en copa (Ernst, 1999),
lograndose uniformizar el tamafio de los arboles y la produccion solo cuando la
variedad injertada crece sobre portainjertos que son genéticamente idénticos;
asimismo ocurre en otros factores, como una amplitud de susceptibilidad a
enfermedades, tolerancia a diferentes condiciones de suelo, resistencia a

insectos, calidad de la fruta y largo periodo de vida productiva (Gillespie, 1954).

Varios programas de seleccion y mejoramiento genético en el mundo han
identificado patrones con un alto grado de resistencia a P. cinnamomi
(Engelbrecht, & Van den Berg, 2013), tolerancia a la salinidad, mejora de la
productividad, compatibilidad del portainjerto y el vastago, enanismo vy

uniformidad genética del huerto (Hofshi, 1996).

La propagacion comercial emplea el sistema ‘semilla nodriza/etiolacion’ (Ernst,
Whiley & Bender, 2013) mediante la técnica de microclonacion ‘Allesbeste’
(Ernst, 1999), la cual permite producir varios clones a partir de una semilla nodriza
y separar completamente el sistema radical del brote de la planta nodriza. Este
método es rapido, produce un gran namero de raices, y no destruye la semilla
nodriza (Hofshi, 1996).
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2. LA CONFIGURACION ANATOMICA DEL TALLO ETIOLADO NO
INTERFIERE EN EL ENRAIZAMIENTO ADVENTICIO DE
PORTAINJERTOS DE AGUACATERO

2.1. Resumen

Se estudié el enraizamiento adventicio en brotes etiolados de cinco portainjertos
de aguacatero, respecto a los aspectos histolégicos. Se aplicaron
concentraciones de 0, 5000 y 7000 mg-L* de sal potasica de acido indolbutirico
(KIBA) sobre una lesion practicada en la base de los brotes, que posteriormente
se acodaron empleando polvillo de fibra de coco y un contenedor de 55 mL de
capacidad. Durante la iniciacion se formaron meristemoides a partir de la division
de células meristeméticas que se tifieron intensamente. Los primordios de raiz
mostraron la configuracién de una raiz completa con una conexién vascular
completamente desarrollada antes de emerger del tallo. La formacion de
primordios de raiz fue exitosa en ‘Duke 7°, '51 Phy’, ‘Day’ y ‘ComCarr’; ocurrié en
el cambium vascular, donde aparecieron células parenquimaticas con
citoplasmas densos, nucleos y nucléolos prominentes. Las primeras divisiones
ocurrieron aproximadamente 25 dias después de la aplicacion de KIBA. El
proceso de enraizamiento fue directo, con un ligero desarrollo de callo sobre la
herida. En ‘Velvick’, unicamente se desarrollaron células parenquimatosas sobre
las heridas. La configuracion anatomica del tallo de los cinco portainjertos fue
similar y la presencia de un anillo discontinuo de fibras de floema no impidié la
emergencia de los primordios de raiz, que emergieron del tallo a través de las
regiones de tejido parenquimatico del anillo. La aplicaciéon de 7000 mg-L* de
KIBA provoc6 una mayor formaciéon de raices adventicias.

Palabras clave: Persea americana Mill., propagacion clonal, anatomia,
priomordio de raiz.
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THE ANATOMICAL CONFIGURATION OF ETIOLATED STEMS DOES
INTERFERE IN THE ADVENTITIOUS ROOTING OF AVOCADO
ROOTSTOCKS

2.2. Abstract

Adventitious rooting in etiolated shoots of five avocado rootstocks was studied in
relation to histological aspects. Concentrations of 0, 5000 and 7000 mg-L* of
indole-butyric acid potassium salt (KIBA) were applied to a wound at the base of
the shoots, which were later layered using coconut fiber dust and a 55 mL capacity
container. During initiation meristemoids were formed from the division of
meristematic cells that were stained intensely. The root primordia showed the
configuration of a complete root with a fully developed vascular connection before
emerging from the stem. The root primordia formation was successful in ‘Duke 7’,
‘61 Phy’, ‘Day’ and ‘ComCarr’; it occurred in the vascular cambium, where
parenchyma cells appeared with dense cytoplasms, prominent nuclei and
nucleoli. The first divisions occurred approximately 25 days after the KIBA
application. The rooting process was direct, with a slight development of callus on
the wound. In ‘Velvick’ rootstock only parenchymal cells were developed on the
wound tissue. The anatomical configuration of the stem of the five rootstocks
studied was similar and the presence of a discontinuous phloem fiber ring did not
prevent the emergence of root primordia, which emerged from the stem through
the regions of parenchyma tissue. The application of 7000 mg-L* of KIBA caused
a greater formation of adventitious roots.

Keywords: Persea americana Mill., clonal propagation, anatomy, root primordia.
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2.3. Introduccién

El aguacatero (Persea americana Mill.) es una especie que antiguas culturas de
México y Centroamérica han propagado durante miles de afos (Barrientos-
Priego & Lopez-Lopez, 2000). En la actualidad su produccion se basa en el uso
de portainjertos de semilla elegidos de acuerdo a su facilidad de propagacién y
en muchos casos su valor horticola no se ha estudiado (Ben-Ya'acov &
Michelson, 1995).

Alrededor de 1970, los viveros de California comenzaron la propagacion
vegetativa de los portainjertos de aguacatero en respuesta a la necesidad de
mantener la pureza genética de varias lineas tolerantes a la podredumbre de la
raiz causada por Phytophthora cinnamomi (Coffey & Guillemet, 1987). Sin
embargo, la propagacion vegetativa de los portainjertos de aguacatero es muy
dificil (Ben-Ya'acov & Michelson, 1995).

La técnica mas comun para promover el enraizamiento en especies de plantas
de dificil enraizamiento es la aplicacion exdgena de auxinas (Jordan et al., 2010)
permitiendo la propagacion clonal de muchas especies vegetales (Hartmann et
al., 2011). Otra técnica que se ha demostrado incrementa la propagacion de
especies dificiles de enraizar es la etiolacion (Hartmann et al., 2011). Frolich
(1951) reporto por primera vez el éxito en el enraizamiento de estacas maduras
de aguacate de la raza guatemalteca, las cuales fueron preacondicionadas

etiolando su base.

La dificultad del enraizamiento adventicio del aguacatero se ha relacionado con
la estructura anatoémica del tallo, al asociarse la presencia y configuracion de un
anillo de esclerénquima perivascular que actla como una barrera para la
emergencia de raices en tallos jovenes y provoca un enraizamiento pobre,
principalmente en genotipos de la raza antillana (Gomez, 1971). Sin embargo,
otros estudios sefialan que la raiz se puede desarrollar a través de las células de
esclerénquima disperso sin ninguna dificultad (Ernst & Holtzhausen, 1987).
Ademas de la relacion entre la presencia de esclerénquima y el enraizamiento,
se ha estudiado la formacién de callo y también se reportan resultados
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contradictorios, al no encontrarse conexion alguna entre la formacion del callo y
el enraizamiento (Kadman & Ben-Ya'acov, 1965) y al asociarse la presencia de
callo en la base de estacas de madera verde con la formacidn de raices al ocurrir

la diferenciacién del tejido vascular dentro del callo (Ernst & Holtzhausen, 1987).

Estos resultados discordantes se han obtenido a partir del estudio de estacas
verdes; no obstante, este método nunca llegé a aplicarse para la propagacion
comercial de portainjertos (Ben-Ya'acov & Michelson, 1995). En la actualidad, la
propagacion comercial de diferentes portainjertos de aguacatero se realiza
acodando brotes tratados con auxinas, el material vegetal de interés se injerta

sobre una planta nodriza y al brotar se promueve su etiolacion (Ernst et al., 2013).

Este estudio se realiz6 a nivel macro y microscépico para examinar el desarrollo
de raices adventicias en brotes etiolados de cinco portainjertos de aguacatero en
respuesta a la aplicacion de sal potasica de &cido indolbutirico (KIBA). Los
eventos anatémicos asociados con la induccion y expresion radiculares fueron
observados para obtener informacion que permita mejorar los procedimientos o
técnicas de propagacion clonal. Los objetivos de este estudio fueron: determinar
el efecto de la aplicacién de KIBA en los sucesos histolégicos que condujeron a
la formacién de raices en cinco portainjertos de aguacatero; identificar el sitio o
sitios de iniciacion primordial de las raices; registrar el progreso de la formacion
de raices; y establecer si el anillo de esclerénquima puede interpretarse como
una barrera para la iniciacion y aparicion de raices adventicias; bajo las hipotesis
gue el estimulo de la KIBA es necesario para la formacion de raices, la iniciacion
de los primordios de raiz se origina en el cambium vascular, el patrén de
formacion de las raices es directo y el anillo de esclerénquima influye en el

enraizamiento.
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2.4. Materiales y métodos

2.4.1. Condiciones de propagacion y material vegetal

El cultivar Fuerte se empleé como planta nodriza, las semillas se establecieron
en el mes de julio de 2015 en contenedores de polietileno negro (30 x 6.5 cmy
1000 mL de capacidad) empleando como sustrato una mezcla de suelo, perlita'y
composta en una relacion 3:1:1 (v/v/v). La evaluacion del enraizamiento de brotes
etiolados de los portainjertos ‘Duke 7°, ‘561 Phy’, ‘ComCarr’, ‘Day’ y ‘Velvick’ se
efectu6 bajo condiciones de invernadero en Chapingo, Estado de México
(19°29°25.38” latitud, -98°52724.74” longitud y 2267 m de altitud) de diciembre
de 2015 a abril de 2016, el material vegetal empleado fue provisto por la
Fundacion Salvador Sanchez Colin CICTAMEX S.C. ubicada en Coatepec
Harinas, Estado de México (19° 55’ 37.58” latitud, -99° 46’ 55.22” longitud y 2140

m de altitud).
2.4.2. Técnica de propagacion

Las plantas nodrizas se dejaron crecer hasta que obtuvieron un diametro
promedio de 5.7 mm, después se injertaron lo mas cerca posible a la base del
tallo mediante injerto de hendidura con varetas de los portainjertos a clonar. Al
ocurrir la brotacion de las yemas (1.5 a 2 cm de longitud) las plantas se colocaron
en una camara oscura (26 °C con una humedad relativa de 75 a 80 %) para
promover la etiolacion de los brotes hasta alcanzar una longitud de 20 a 30 cm.
En la base de los brotes etiolados se realizd una lesion de aproximadamente 2
cm de longitud empleando una segueta de diente fino para corte manual. Sobre
la herida se aplicé una disolucién de KIBA con un pincel; las concentraciones
aplicadas fueron 0 mg-L* (testigo), 5000 mg-L?* y 7000 mg-L, posteriormente
se colocé y un microcontenedor de 55 mL de capacidad (Ernst, 1999) y se llené
con polvillo de fibra de coco ligeramente humedo. Los brotes acodados se
colocaron bajo sombra dentro de un invernadero para promover su

reverdecimiento.
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2.4.3. Estudio anatémico

Se obtuvieron muestras de tejido fresco de tallo (0.5 a 1 cm) de seis brotes de
cada portainjerto de aguactero a los 0, 30 y 60 dias después de la aplicacion del
KIBA y se fijaron en una solucién de etanol-4cido acético (J.T. Baker) en una
relacion 2:1 (v:v). Se deshidrataron usando etanol (J.T. Baker) al 70, 90, 96 y 100
% (2 x 30 min) después de remover la solucion fijadora con agua destilada (2 x
15 min). El etanol se sustituyé por medio de una serie de disoluciones de etanol-
tolueno (J.T. Baker) 3:1, 1:1, 1:3 (v:v) (1 x 10 min.) y tolueno al 100 % (2 x 10
min.), seguido de la inmersion en parafina-tolueno 7:3, 1:1, 3:7 (v:v) (1 x 30 min.)
a 56 °C y parafina Paraplast® (McCormick Scientific, USA) (2 x 2 h.). Las
secciones de tallo de un espesor de 25 um, se obtuvieron con un micrétomo de
rotacion Microm HM 325 (Thermo Scientific, Basingstoke, Reino Unido).
Posteriormente se montaron en portaobjetos, se tifieron con la doble coloracion
safranina-verde rapido y se fotografiaron utilizando una camara digital Moticam®
2000 (Motic China Group, Ltd., Causeway Bay, Hong Kong) adaptada a uno de
los oculares de un microscopio de fluorescencia Olympus BX53 (Olympus
Corporation, Tokio, Japon).

2.5. Resultados y discusién

La siguiente descripcion de la anatomia del tallo de aguacatero se basa en
secciones transversales de la parte basal de brotes etiolados, antes del
tratamiento con KIBA.

El tallo mostré una forma cilindrica (Figura 1a) con la configuracion tipica de los
tallos dicotiledéneos (Beck, 2010) que consiste, del exterior hacia el interior, de
la epidermis, la corteza formada por células isodiamétricas de parénquima, el
floema rodeado por grupos de fibras de paredes gruesas separadas por regiones
de tejido parenquimatico que forman un anillo discontinuo, el cambium vascular,
xilema secundario, xilema primario y médula (Figura 1b). El tejido del floema
consistido de capas celulares dispuestas en filas irregulares y la region cambial
estuvo conformada de una a tres capas de células aplanadas y vacuoladas entre

el xilemay el floema (Figura 1c).
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Figura 2. Diferentes posiciones de la misma seccidon transversal de un tallo
etiolado de Persea americana Mill. antes del tratamiento con sal potasica de acido
indolbutirico (KIBA). a: seccion transversal que muestra la forma cilindrica del
tallo; b: aumento de la seccidn transversal que muestra la disposicion de los
tejidos que forman el tallo; c: parte de la seccidn transversal préxima al cambium
vascular. Co: corteza; e: epidermis; f: floema; ff: fibras del floema; cv: cambium
vascular; me: médula; rc: regidn cambial; tp: tejido parenquimatico; vx: elemento
de vaso de xilema; xp: xilema primario; xs: xilema secundario. Barras de escala:
a=1mm; b =100 pm; c = 25 pm.

La formacion de raices adventicias es una fase obligatoria para la propagacion
vegetativa de muchas especies horticolas, este complejo proceso es inducido y
regulado por multiples factores incluyendo fitohormonas, carbohidratos, estado
nutricional, reguladores del crecimiento, nivel de compuestos fenélicos, actividad
enzimatica, sales minerales, luz, temperatura, respuestas asociadas al estrés
tales como heridas y caracteristicas genéticas (Geiss et al., 2009; Pop, Pamfil &
Bellini, 2011). Entre estos factores, las auxinas tienen un papel central en la
estimulacién de la formacion de raices adventicias (Pacurar, Perrone, & Bellini,

2014).

La aplicacion de KIBA fue necesaria para promover la formacion de raices
adventicias; los tallos etiolados tratados con 5000 y 7000 mg-L! de KIBA
mostraron un patron de enraizamiento directo. En la fase de iniciacion, los
primeros signos de actividad meristematica fueron visibles en células de la region
cambial, donde aparecieron células parenquimaticas con citoplasmas densos,

nacleos y nucléolos prominentes, que se tifieron intensamente (Figura 3).
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Figura 3. Primeras divisiones celulares durante la formacion de raices adventicias
en tallos etiolados de portainjertos de aguacatero tratados con sal potasica de
acido indolbutirico (KIBA). a: Seccion transversal que muestra el inicio de las
divisiones celulares en la region cambial; b: seccion longitudinal del tallo durante
la etapa de iniciacion. cm: células meristematicas; cv: cambium vascular; f:
floema; n: nucleo celular; rc: region cambial; x: xilema. Barras de escala de 25
pm.

La continuacién de la division y crecimiento celular provocaron el agrandamiento
de las células de la region cambial (Figura 4a), las células meristematicas se
agruparon dando origen a un meristemoide de raiz (Figura 4b), marcando la
transicion de la etapa de induccion a la etapa de la formacién del primordio de
raiz que, en sucesivas divisiones celulares adquirié una organizacién con forma
de domo (Figura 4c) para continuar su crecimiento hacia el floema (Figura 4d); al
llegar al tejido parenquimatico localizado en el anillo discontinuo de fibras del
floema, el primordio crecié hacia fuera del tallo al romper las células adyacentes
a la cofia forzando su camino entre los paquetes de fibras, desplazandolos

lateralmente (Figura 4f).
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Figura 4. Formacién y alargamiento del primordio de raiz adventicia en tallos
etiolados de aguacatero. a: etapa temprana de las divisiones celulares en la
formacion del primordio de raiz; b: agrandamiento de las células adyacentes a la
region cambial y formacion del meristemoide de raiz; c: primordio con estructura
en forma de domo; d: desarrollo del primordio hasta que ha alcanzado las fibras
del floema; e: crecimiento del primordio entre dos grupos de fibras del floema, la
cofia de la raiz se ha diferenciado en el primordio, marcando la transicion hacia
la formacion de la raiz; f: alargamiento del meristemo de raiz en el tejido
parenquimatico de la corteza. cf: cofia; cm: células meristematicas; co: corteza;
e: epidermis; f: floema,; ff: fibras del floema; me: médula; pr: primordio de raiz; rc:
region cambial; tejido parenquimético; x: xilema. Barras de escala de 100 pm.

Al atravesar la corteza, el primordio de raiz ya ha adquirido la configuracién de
unaraiz completay las conexiones vasculares se han establecido al diferenciarse
multiples elementos de vaso de xilema que se conectan con el xilema del tallo
(Figura 5). Al momento que la raiz crece fuera del tallo y rompe la epidermis las
conexiones vasculares estan completamente formadas, en el momento en que la

raiz emerge debe ser funcional (Lovell & White, 1986).
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Figura 5. Desarrollo de la conexion vascular en primordios y raices adventicias
de portainjertos clonales de aguacatero. a: seccion transversal que muestra un
primordio de raiz con cofia diferenciada que atraviesa la corteza del tallo; b:
agrandamiento de la region meristematica del primordio donde se aprecia la
diferenciacion de elementos de vaso de xilema; c: primordio con vasos de xilema
alargados que forman la conexion vascular entre la raiz y el tallo; d: seccién
longitudinal de tallo que muestra una raiz adventicia que ha emergido
completamente del tallo. cf: cofia; cm: células meristeméticas; co: corteza; cv:
conexidn vascular; e: epidermis; ff: fibras del floema; vx: vaso de xilema. Barras
de escala: a, ¢ = 100 pm; b = 25 pum; d = 200 pum.

El patron de enraizamiento directo, evidencié la existencia de células
competentes formadoras de raiz que, tras un estimulo inductor comenzaron a
dividirse (de Assis et al.,, 2004). Estudios genéticos recientes indican que la
competencia para formar raices adventicias es un rasgo genético cuantitativo
(Geiss et al., 2009).

El desencadenamiento de la divisién celular que condujo a la formacion de raices
adventicias se originé en el cambium vascular, el mismo sitio de induccion se
observo durante el enraizamiento de estacas de madera verde tomadas de
arboles adultos de ‘Fuerte’, ‘Duke 6’ y ‘Duke 7’ (Ernst & Holtzhausen, 1987) y
durante el enraizamiento de microestacas de plantulas del portainjerto ‘Topa-

Topa’ (Garcia-Gémez et al, 1995).
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Los cambios anatémicos producidos durante el enraizamiento fueron similares a
los encontrados para especies herbaceas como petunia (Ahkami et al., 2009) y
lefiosas como castafno y roble (Ballester et al., 1999), manzano (Naija, et al.,
2008) y cedro (Millan-Orozco et al., 2011).

La formacion de los primordios de raiz se observd 30 dias después de la
aplicacion del tratamiento con KIBA; multiples factores pueden afectar el tiempo
requerido para la formacion de primordios. En estacas de madera verde de
‘Fuerte’ los primeros signos de enraizamiento fueron observados entre 60 y 120
dias después de su establecimiento (Ernst & Holtzhausen, 1987) y cuando se
emplearon microestacas de plantulas del portainjerto “Topa-Topa’ enraizadas in
vitro, la formacién de primordios se observé de 6 a 9 dias (Garcia-Gémez et al.,
1994) y de 9 a 15 dias (Garcia-Gomez et al., 1995) después de su colocaciéon en
el medio de enraizamiento, en brotes juveniles del portainjerto ‘GvarAm-13’ los
primordios se observaron 14 dias después de su cultivo en el medio de
enraizamiento (Vidal, Azcon-Aguilar, Barea, & Pliego-Alfaro, 1992). Es posible
que estas diferencias ademas del genotipo y la técnica de propagacion se deban
a la edad de las plantas empleadas, puesto que en especies lefiosas los brotes
juveniles poseen una mayor capacidad de enraizamiento y vigor radicular
(Wendling, Trueman & Xavier, 2014) por lo que es comun que existan respuestas
diferenciales al tratamiento con auxinas dependiendo de la maduracién de los
tejidos (Pijut et al., 2011; Pacurar et al., 2014).

Los cinco portainjertos estudiados mostraron una anatomia del tallo similar, con
un anillo de fibras perivascular discontinuo, sin embargo, la capacidad de formar
raices vari6 con el genotipo (Figura 6), y la aplicacion de KIBA a una
concentracion de 7000 mg-L?* estimulé la formacion de un mayor nimero de

primordios y raices, particularmente en ‘Duke 7.
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'Duke 7' '51 Phy' 'ComCarr’ ‘Day’ ‘Velvick'

T3 (60 Dias) T3 (30 Dias)

T1 (60 Dias)

Figura 6. Secciones transversales de brotes etiolados de cinco portainjertos de
aguacatero que muestran el inicio de la formacién de primordios de raiz 30 dias
después de la aplicacién de 7000 mg-L* de sal potasica de acido indolbutirico
(KIBA), la formacion de raices adventicias y la anatomia de los brotes tratados
con 7000 mg-Lty 0 mg-L* de KIBA a los 60 dias después de la aplicacion del
tratamiento. T1: aplicacién de 0 mg-L* de KIBA; T3: aplicaciéon de 7000 mg-L™*
de KIBA. Barras de escala de 100 um.

La presencia del anillo perivascular de fibras discontinuo no constituyé una
barrera anatémica para el desarrollo y emergencia de los primordios observados,
ya que se desarrollaron a través del tejido parenquiméatico localizado entre los
paquetes de fibras del floema y cuando el primordio de raiz en desarrollo alcanzé
algun grupo de fibras cambid su trayectoria de crecimiento para evadir la
presencia de las fibras, en ningun caso se observo que la presencia de las fibras
del floema detuviera el desarrollo del primordio, solo modifico la direccién de

emergencia del mismo (Figura 7).
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Figura 7. Desarrollo de primordios de raiz de aguacatero ante la presencia de
fiboras del floema. a: seccion transversal de tallo etiolado que muestra el
crecimiento de un primordio de raiz que se desarrolla en direccion de dos
paquetes de fibras de floema; b: Primordio de raiz desviado por la presencia de
fibras del floema; c, d y e: secuencia de secciones longitudinales de tallo que
muestra el crecimiento del primordio de raiz por encima de un grupo de fibras de
floema. co: corteza; e: epidermis; ff: fibras del floema; me: médula; pr: primordio
de raiz; x: xilema. Barras de escala de 100 um.

La profundidad de la herida realizada al brote etiolado para aplicar los
tratamientos con KIBA fue en promedio de 360 um alcanzando células de la
corteza y del floema, sin llegar a dafiar en la mayoria de los brotes las células del
cambium vascular (Figura 8). Como estimulo inductor de la formacion de raices
adventicias, la herida no generé respuesta, sin embargo, es posible que la herida
y los productos de descomposicion las estructuras después del dafio celular
hayan mejorado el enraizamiento ante la aplicacion exdgena de auxinas (De
Klerk et al., 1999).

46



Figura 8. Seccion transversal de tallo etiolado de aguacatero que muestra el dafio
provocado por el lesionado realizado para aplicar el tratamiento con sal potasica
de &cido indolbutirico (KIBA). Barras de escala: a=1 cm; b =100 pum.

La mayoria de las auxinas aplicadas actuan en el sitio de la herida, induciendo la
desdiferenciacién celular que conduce a la formacion de un nuevo primordio de
raiz (Da Costa, De Almeida, Ruedell, Schwambach, Maraschin & Fett-Neto,
2013). La aplicacion de KIBA actu6 en el sitio de la herida, pero la mayoria de las
raices se formaron en sitios diferentes (Figura 9), indicando que la auxina
suministrada fue redistribuida acrobasalmente en el brote etiolado. El transporte
de las auxinas es complejo e implica muchas proteinas identificadas (Woodward
& Bartel, 2005). En sentido acrobasal, el transporte de la KIBA podria
relacionarse con el transporte de carbohidratos que se lleva a cabo a través del
floema (Beck, 2010), donde los cotiledones de las plantas nodrizas proveen
carbohidratos a los brotes etiolados que al ser expuestos a la luz requieren

energia para el crecimiento y desarrollo de las hojas.
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Figura 9. Sitios de formacion de las raices adventicias en portainjertos de
aguacatero respecto a la localizacion de la herida realizada para la aplicacién de
sal potésica de acido indolbutirico (KIBA). a: primordio de raiz formado proximo
al tejido dafiado por la herida; b: raices adventicias formadas en la regiéon de la
herida; c: sistema radical acrobasal producido por la aplicacion de KIBA. co:
corteza; e: epidermis; f: floema,; ff: fibras del floema; me: médula; pr: primordio de
raiz; x: xilema. Barra de escala de 100 pm.

Al igual que en otras especies lefiosas como manzano, castafio (Ballester et al.,
1999) y aliso (San José et al., 2012) las raices adventicias se formaron
asincrénicamente; las primeras raices emergieron aproximadamente 45 dias
después del tratamiento con KIBA, la aplicaciéon de 7000 mg-L* de KIBA generé
un mayor numero de raices en los portainjertos ‘Duke 7’, ‘51 Phy’ y ‘ComCarr’
(Figura 10). En ‘Day’ las primeras raices comenzaron a emerger del tallo etiolado
después de 60 dias de la aplicacion de KIBA, en este caso, aunque el estimulo
inductor de la KIBA condujo a la formacion de primordios de raiz es posible que
este genotipo requiera una concentraciéon de KIBA superior a 7000 mg-L* para
gue la determinacioén de las células que originan los primordios ocurra en menor
tiempo, ademas de esto, el tiempo requerido para que ocurra la determinacion
puede depender de otros factores como el tipo de auxina utilizada, de la
composicion celular del tejido, su edad y del genotipo (Altamura, 1996). ‘Velvick’
fue el Unico portainjerto en el cual el tratamiento con KIBA no indujo la formacion

de raices, y en la mayoria de los brotes de este genotipo se produjo el crecimiento
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de callo en el sitio de la herida (Figura 11), este portainjerto principalmente de la

raza antillana es muy dificil de enraizar (Whiley & Whiley, 2005).

‘Duke 77 ‘51 Phy’  ‘ComCarr’ ‘Day’ ‘Velvick’

-

KIBA (0 mg-L")

’!

KIBA (7000 mg-L™" ) KIBA (5000 mg-L™")

Figura 10. Apariencia macroscoépica de la base de los brotes etiolados de cinco
portainjertos de aguacatero tratados con 0, 5000 y 7000 mg-L* de sal potasica
de &cido indolbutirico (KIBA) a los 60 dias después de la aplicacién del
tratamiento.

En respuesta al estrés provocado por las heridas, las plantas pueden generar el
crecimiento de masas celulares no organizadas, y la aplicacién exdgena de
auxinas y citoquininas también puede inducir la formacién de callos en varias
especies vegetales (Ikeuchi, Sugimoto & lwase, 2013). En ‘Velvick’, la formacion

de callo se produjo en el tejido dafiado por la herida independientemente del
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tratamiento con KIBA, generalmente, una proporcion alta auxina/citoquinina
promueve la induccion de raices, una proporcion baja induce la generacién de
brotes y una proporcién intermedia favorece la proliferacion de callo (Franklin &

Dias, 2011), lo cual pudo presentarse para el caso de ‘Velvick'.

La formacién de callo en ‘Velvick’ podria estar relacionada con un balance
desfavorable de auxina y carbohidratos en las células meristematicas de la zona
de enraizamiento ya que la propagacion clonal de ‘Velvick’ se ha conseguido
anillando la base del brote etiolado, sin embargo, no todas las plantas tratadas
de esta manera produjeron buenos sistemas radicales (Whiley & Whiley, 2005),
lo que indica que otros factores afectan la capacidad de enraizamiento de este
portainjerto. La formacién de callo en estacas de aguacatero se ha relacionado
con la edad de las plantas; en el tejido tomado de plantulas la formacion de callo
fue reducida mientras que en el tejido obtenido de &rboles maduros fue
abundante (Young, 1961).

El callo formado en ‘Velvick’ se origind a partir de la division celular del tejido
adyacente a las células dafiadas por la herida, que dependiendo de la
profundidad de la lesién se inici6 a partir de la corteza e incluso de xilema (Figura
11). En varias especies de plantas dificiles de enraizar, la iniciacion de los
primordios de raiz se ha relacionado con la proliferacion del callo (Strzelecka,
2007), sin embargo, en el caso de ‘Velvick’ esta no precedid ni favorecio la

formacion de raices.
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Figura 11. Formacion de callo en tallos etiolados y lesionados del portainjerto
‘Velvick’. a: Seccion transversal de tallo que muestra el desarrollo de callo en los
tejidos dafiados por la herida realizada para aplicar el tratamiento con sal potasica
de &cido indolbutirico; b: aumento de la seccion transversal que muestra el
desarrollo de tejido parenquimatico en la proximidad de las células de la corteza
danadas por la herida. Barras de escala: a 1 mm; b = 100 pm.

2.6. Conclusiones

La formacién de raices adventicias durante la propagacién clonal de cinco
portainjertos de aguacatero requiri6 del estimulo inductor de la KIBA, los
meristemoides de raiz se desarrollaron a partir de la divisién continua de células
meristematicas del cambium vascular. El proceso de formacion de las raices
adventicias no se asocio con la formacién de callo en el tejido dafiado por la
herida, la iniciacion e induccién de los primeros primordios de raiz ocurrieron
alrededor de 25 a 30 dias después de la aplicacion de KIBA. Los tallos de los
cinco portainjertos presentaron un anillo discontinuo de fibras del floema con una
configuracion similar, sin embargo, este no fue interpretado como una barrera
anatomica para la emergencia de la de los primordios de raiz, por lo que se
asume que las respuestas diferenciales a la formacién de raices fueron

provocadas por variaciones de caracter fisioldgico.
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3. EL ENRAIZAMIENTO DE BROTES ETIOLADOS DE PORTAINJERTOS
DE AGUACATERO NO SE RELACIONA CON LA PRESENCIA DE
FIBRAS PERIVASCULARES

3.1. Resumen

Se estudié el enraizamiento adventicio en brotes etiolados de cinco portainjertos
de aguacatero, respecto a la proporcion de los tejidos que conforman el tallo y su
relacion con el tamafio de la semilla nodriza sobre la cual se injertaron. Se
aplicaron concentraciones de 0, 5000 y 7000 mg-L* de sal potasica de acido
indolbutirico (KIBA) sobre una lesion practicada en la base de los brotes de los
portainjertos ‘51 Phy’, ‘Duke 7’, ‘Day’, ‘Velvick’ y ‘ComCarr’ que posteriormente
se acodaron empleando polvillo de fibra de coco y un contenedor de 55 mL de
capacidad. Los brotes etiolados presentaron una mayor proporcion de fibras que
los brotes sin etiolar. Las semillas de tamafo pequefio (15.69 a 22.87 g) y
mediano (22.91 a 31.11 g) redujeron en 80 y 27.41 %, respectivamente, la
supervivencia de los brotes durante el proceso de etiolacion. Las semillas
grandes (31.11 a 69.87 g) generaron el desarrollo de una mayor proporcion de
fibras del floema. La aplicacion de 7000 mg-L* promovié la expansion del floema.
El portainjerto ‘Duke 7’ produjo el mayor numero de raices por brote (8.408) y
‘Velvick’ fue el unico que no enraizd. Se descarto la presencia de fibras del floema
como factor relacionado con el enraizamiento de los cinco portainjertos
estudiados.

Palabras clave: Persea americana Mill.,, propagacion clonal, configuracion
anatdmica, sal potasica de &cido indolbutirico.
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THE ROOTING OF ETHIOLATED SHOOTS OF AVOCADO ROOTSTOCKS IS
NOT RELATED TO THE PERIVASCULAR FIBER PRESENCE

3.2. Abstract

Adventitious rooting in etiolated shoots of five avocado rootstocks was studied in
relation to the proportion of the tissues that form the stem and their relation to the
size of the nursery seed on which they were grafted. Concentrations of 0, 5000
and 7000 mg-L* of potassium salt of indole-butyric acid (KIBA) were applied to a
wound practiced at the base of shoots of ‘51 Phy’, ‘Duke 7’, ‘Day’, ‘Velvick’ and
‘ComCarr’ avocado rootstocks, which were later layered using coconut fiber dust
and a 55 mL container. The etiolated shoots had a higher proportion of fibers than
the non-etiolated shoots. Seeds of small (15.69 to 22.87 g) and medium size
(31.11 to 69.87 g) reduced the survival of shoots during the etiolation process by
80 and 27.41 %, respectively. Large seeds (31.11 to 69.87 g) generated the
development of a greater proportion of phloem fibers. The application of 7000
mg-L1 promoted phloem expansion. The 'Duke 7' avocado rootstock produced
the highest number of roots per shoot (8.408) and the 'Velvick’ rootstock was the
only one that did not root. The presence of phloem fibers was discarded as a
factor related to the rooting of the five avocado rootstocks studied.

Keywords: Persea americana Mill., clonal propagation, anatomical configuration,
potassium salt of indole-butyric acid.
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3.3. Introduccién

La propagacion asexual de plantas lefiosas es un método comercial importante
para regenerar grandes cantidades de materiales vegetales genéticamente
uniformes (Davies, Lazarte & Joiner, 1982; Koyuncu & Balta, 2004). La
propagacion vegetativa del aguacatero se inici6 alrededor de 1970, con la
finalidad de lograr uniformidad genética de algunos portainjertos para superar
varios problemas del suelo (Ernst, Whiley & Bender, 2013). Sin embargo, es muy
dificil propagar los portainjertos de aguacatero de forma vegetativa,

especialmente a partir de tallos verdes (Ben-Ya’acov & Michelson, 1995).

Varios autores han indicado la existencia de una correlacion entre las
caracteristicas anatomicas de los brotes empleados para propagar las plantas y
el enraizamiento adventicio, especialmente la presencia de anillos de
esclerénquima situados exteriormente al punto de origen de las raices
adventicias, que constituirian una barrera fisica para el surgimiento de los
primordios radicales (Gonzéalez & Diaz, 1986; Lovell & White,1986; Mayer, Biasi
& Bona, 2006), por tanto, las especies con anillos de fibras discontinuos o
ausentes producirian raices adventicias con facilidad (Hartmann et al., 2011). En
plantas de dificil enraizamiento como el aguacatero se ha empleado la etiolacion;
esta técnica implica la manipulacién de una planta a través de la exposicion a la
oscuridad para detener o revertir el envejecimiento ontogenético (Hartmann et
al., 2011), aumentar la concentracion y sensibilidad a las auxinas, incrementar la
acumulacion de almidén (Bassuk et al., 1985) y azlcares solubles totales (Husen,
2008), disminuir la lignificacion de los tejidos e inducir cambios anatémicos que
podrian incrementar la iniciacién de primordios de raices, principalmente a partir

las células parenquimaticas indiferenciadas (Bassuk et al., 1985).

Diferentes investigaciones han mostrado que la etiolacién de los brotes injertados
sobre un portainjerto temporal proveniente de semilla llamado planta nodriza, es
necesaria para conseguir la propagacion vegetativa del aguacatero (Frolich &
Platt, 1972; Rogel-Castellanos et al., 2000; Ernst et al., 2013). Por tanto, el

estudio de las caracteristicas anatbmicas de los brotes etiolados de diferentes
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portainjertos es util para conocer los aspectos anatémicos del tallo relacionados
con la formacién y desarrollo de raices adventicias, asi como la influencia de la
semilla nodriza y la aplicaciéon de auxinas durante el proceso de propagacion
clonal. Por ello, los objetivos de este estudio fueron: conocer los cambios
anatomicos inducidos por la etiolacion en diferentes genotipos de aguacatero;
determinar el efecto del tamafo de la semilla nodriza en la supervivencia de los
brotes durante los procesos de etiolacién y formacion de raices adventicias;
establecer los aspectos anatdmicos modificados por la aplicacion de sal potasica
de &cido indolbutirico (KIBA) y el tamafio de semilla nodriza en los brotes
etiolados de diferentes portainjertos de aguacatero; bajo las hipétesis de que la
etiolacion reduce la proporcion de fibras del floema, floema y xilema en los brotes;
las semillas nodrizas de mayor tamafio incrementan la supervivencia de los
brotes durante su exposicién a la oscuridad y mejoran el enraizamiento de los
mismos; y la aplicacion de KIBA induce cambios anatomicos que favorecen el

enraizamiento de los brotes etiolados.

3.4. Materiales y métodos

3.4.1. Condiciones de propagacion y material vegetal

Para la obtencién de las plantas nodrizas, se colectaron las semillas de un arbol
del cultivar Fuerte y se establecieron en el mes de julio de 2015 en contenedores
de polietileno negro (30 x 6.5 cm y 1000 mL de capacidad) empleando como
sustrato una mezcla de suelo, perlita y composta en una relacion 3:1:1 (v:v:v). La
evaluacion del enraizamiento de brotes etiolados se efectué bajo condiciones de
invernadero en Chapingo, Estado de México (19° 29’ 25.38” latitud, -98° 52”
24.74” longitud y 2267 m de altitud) de diciembre de 2015 a abril de 2016. El
material vegetal empleado fue provisto por la Fundacion Salvador Sanchez Colin
CICTAMEX S.C. ubicada en Coatepec Harinas, Estado de México (19°55’37.58”
latitud, -99° 46’ 55.22” longitud y 2140 m de altitud).
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3.4.2. Diseio experimental

La disposicion del experimento fue un disefio factorial de bloques completos al
azar generalizado con 45 combinaciones de tratamiento y tres repeticiones. El
disefio consisti6 en tres tamafios de semilla nodriza x cinco genotipos de
aguacatero x tres niveles de concentracion de sal potasica de acido indolbutirico
(KIBA). Las semillas nodrizas se clasificaron en tres grupos de acuerdo a su peso
fresco: el peso fresco promedio de los grupos denominados como chico (15.69 a
22.87 g), mediano (22.91 a 31.11 g) y grande (31.12 a 69.87 g) fue de 16.8, 26.82
y 38.66 g, respectivamente. Los genotipos estudiados fueron ‘51 Phy’, ‘Duke 7,
‘Day’, ‘Velvick’ y ‘ComCarr’. Las concentraciones de KIBA aplicadas fueron 0,
5000y 7000 mg-L* ppm de KIBA. La unidad experimental consistié de un vastago
etiolado.

3.4.3. Técnica de propagacion

Las plantas nodrizas se dejaron crecer hasta que obtuvieron un didmetro
promedio de 5.7 mm, se injertaron lo mas cerca posible a la base del tallo
mediante injerto de hendidura con varetas de los portainjertos a clonar. Al ocurrir
la brotacion de las yemas (1.5 a 2 cm de longitud) las plantas se colocaron en
una camara oscura (26 °C con una humedad relativa de 75 a 80 %) para
promover la etiolacion de los brotes hasta alcanzar una longitud de 20 a 30 cm.
En la base de los brotes etiolados se realizdé una lesién de aproximadamente 2
cm de longitud empleando una segueta de diente fino para corte manual. Sobre
la herida se aplic6é una disolucién de KIBA con un pincel, posteriormente se
colocd un microcontenedor de 55 mL de capacidad (Ernst, 1999) y se llené con
polvillo de fibra de coco ligeramente humedo. Los brotes acodados se colocaron

bajo sombra dentro de un invernadero para promover su reverdecimiento.
3.4.4. Estudio anatémico

Se obtuvieron muestras de tejido fresco de tallo (0.5 a 1 cm) de seis brotes de
cada portainjerto de aguactero a los 0, 30 y 60 dias después de la aplicacion de

la KIBA y se fijaron en una solucion de etanol-acido acético (J.T. Baker) en una
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relacion 2:1 (v:v). Se deshidrataron usando etanol (J.T. Baker) al 70, 90, 96 y 100
% (2 x 30 min) después de remover la solucion fijadora con agua destilada (2 x
15 min). El etanol se sustituyé por medio de una serie de disoluciones de etanol-
tolueno (J.T. Baker) 3:1, 1:1, 1:3 (v:v) (1 x 10 min) y tolueno al 100 % (2 x 10 min)
seguido de la inmersién en parafina-tolueno 7:3, 1:1, 3:7 (v:v) (1 x 30 min) a 56
°C y parafina Paraplast® (McCormick Scientific, USA) (2 x 2 h). Las secciones de
tallo de un espesor de 25 pm, se obtuvieron con un micrétomo de rotaciéon Microm
HM 325 (Thermo Scientific, Basingstoke, Reino Unido). Posteriormente, se
montaron en portaobjetos, se tifieron con la doble coloracion safranina-verde
rapido y se fotografiaron utilizando una camara digital Moticam® 2000 (Motic
China Group, Ltd., Causeway Bay, Hong Kong) adaptada a uno de los oculares
de un microscopio de fluorescencia Olympus BX53 (Olympus Corporation, Tokio,

Japdn).
3.4.5. Toma de datos y analisis estadistico

Un mes después de la injertacion de los cinco genotipos de aguacatero sobre las
plantas nodrizas se registro el porcentaje de prendimiento por tamafio de semilla
y cuando las plantas fueron retiradas de la cAmara de etiolacion se determind el
porcentaje de supervivencia de las plantas sometidas a etiolacién por tamafio de

semilla.

De las fotografias digitales de secciones transversales de tallo, se obtuvieron
mediciones del diametro (Dm), grosores de corteza, fibras del floema, floema,
xilema y médula empleando el programa Bio7 (Austenfeld & Beyschlag, 2012).
Para cada valor de las variables mencionadas se promediaron las medidas de
cinco fotografias tomando tres mediciones por cada una. A partir de estas
medidas se calcularon los valores de las variables proporcion de corteza (Pcor),
proporcion de fibras del floema (Pfib), proporcion de floema (Pflo), proporcion de
fibras de floema y floema (Pfloc), proporcion de xilema (Pxil), proporcion de
médula (Pmed), relacion de la proporcién xilema/floema (Pxil/Pflo), relacién de la

proporcion xilema/ proporcién de fibras de floema y floema (Pxil/Pfloc), relacion
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de la proporcion xilema/fibras del floema (Pxil/Pfib) y relacién de la proporcién
floema/fibras del floema (Pflo/Pfib),

En los brotes cosechados a los 60 dias después de la aplicacion de KIBA, se
evaluaron las variables nimero de raices, longitud total de raices e indice de
calidad de enraizamiento. Este ultimo result6 de la multiplicacion del numero y la

longitud total de las raices (Rogel-Castellanos et al., 2000).

Los datos registrados se sometieron a un andlisis de varianza (ANOVA) usando
el procedimiento de Modelos Lineales Generales (GML) del software SAS
(Statistical Analysis System version 9.1; SAS Institute., 2004). Las medias de los
tratamientos se compararon con la prueba de comparaciones multiples de Tukey
(p<0.05). Previo al analisis estadistico se emple6 el programa JMP (JMP
Software, version 13; SAS Institute Inc.; Sall et al., 2012) para verificar que las
variables cumplieran con la hipétesis de normalidad para el andlisis de varianza
(Lindman, 1992) y en los casos que fue necesario se realizaron las
transformaciones pertinentes de las variables con el mismo programa. Ademas,
se realiz6 un andlisis de correlacion entre las variables evaluadas con el

programa JMP.
El ANOVA, se sometié al siguiente modelo:
Yl]k = |.l+Sl +P] +Dk +SPU +Sle+PD]k +SPD”k +EUk

donde: Y;;; es la variable respuesta del i-ésimo tamafio de semilla nodriza, con
el j-ésimo portainjerto de aguacatero, tratado con la k-ésima concentracion de
KIBA; u es el promedio general; S; es el efecto fijo del i-ésimo tamafio de semilla
nodriza (Chica, Mediana, Grande); P; es el efecto fijo del j-ésimo portainjerto de
aguacatero (‘Duke 7, ‘51 Phy’, ‘ComCarr’, ‘Day’ y ‘Velvick’); D, es el efecto fijo
de la k-ésima concentracion de KIBA (0, 5000 y 7000 mg-L?); SP; es la
interaccion entre el i-ésimo tamafo de semilla nodriza y el j-ésimo portainjerto
de aguacatero; SD;; es la interaccion entre el i-ésimo tamafio de semilla nodriza
y la k-ésima concentracion de KIBA; PD;, es la interaccion entre el j-ésimo

portainjerto de aguacatero y la k-ésima dosis de KIBA; SPD;j, es la interaccion
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entre el i-ésimo tamafio de semilla nodriza, el j-ésimo portainjerto de aguacatero
y la k-ésima concentracion de KIBA; E;; es el error aleatorio correspondiente a

la observacion Y; .

3.5. Resultados y discusion

La supervivencia de las plantas injertadas con varetas de cinco portainjertos de
aguacatero durante su exposicion a la oscuridad, fue en promedio del 63.45 %,
no encontrandose diferencias significativas entre genotipos, sin embargo, las
plantas nodrizas provenientes de semillas de tamafo chico y mediano
provocaron pérdidas del 80 y 27.41 %, respectivamente; mientras que en las de
tamafio grande la mortalidad fue menor al 3 % (Figura 12). La exclusion de la luz
en brotes se caracteriza por la generacion de tallos estrechos y alargados, sin
clorofila. Durante este proceso, los brotes etiolados pasan por una etapa de
dependencia de las reservas energéticas almacenadas en la semilla, ya que
carecen de competencia fisiol6gica y fotosintética (Tignor, 2008), por tanto, la
cantidad de reservas almacenadas en las semillas chicas y medianas no seria
suficiente para aportar la energia que los brotes requieren durante su crecimiento

y su empleo como semillas nodrizas debe ser descartado.
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Figura 12. Porcentaje de supervivencia de cinco genotipos de aguacatero
injertados en plantas nodrizas de diferente tamafio durante el proceso de
etiolacion. Letras iguales en las barras, indican la no existencia de diferencias de
acuerdo a la prueba de Tukey a una p<0.05.
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La etiolacion indujo cambios significativos en la proporcién de los tejidos que
conforman el tallo (Cuadro 4). Sélo la proporcion de corteza fue similar en tallos
etiolados y no etiolados.

Cuadro 4. Medidas anatomicas de los tallos de cinco portainjertos de Persea
americana Mill. en respuesta a la presencia y ausencia de luz.

Tratamiento Variable?
Dm PCor Pfib PFlo Pfloc PXil PMed
(mm) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Etiolado 311a 3324a 747a 6.07b 1359b 10.18b 4249a

Sin etiolar 406a 3383a 6.41b 11.81a 1843a 2437a 19.69b

Slg .y *%* ns * *%* ** ** **

z2Dm: diametro del brote etiolado; Pcor: proporcién de corteza; Pfib: proporcion de fibras del
floema; Pflo: proporcién de floema, proporcion de fibras de floema y floema (Pfloc); proporcion de
xilema (Pxil), Pmed: proporcion de medula YSig.: nivel de significancia; *: diferencia significativa
a p=<0.05; **: diferencia significativa a p<0.01; ns: diferencia no significativa.

Varios estudios sefialan que la presencia de fibras o tejido esclerenquimatoso se
correlaciona con la dificultad de formar raices adventicias y que la etiolacion
puede reducir la formacion de ese tejido, retardar la lignificacién y prevenir el
cierre del anillo de esclerénquima perivascular (Vieitez,1974; Maynard & Bassuk,
1992; Maynard & Bassuk,1996); sin embargo, la proporcion de fibras de floema
fue mayor en los brotes etiolados y la discontinuidad del anillo de fibras del floema

se mantuvo en brotes verdes y etiolados (Figura 13).

El didmetro del tallo y las proporciones de corteza, floema y médula no
presentaron diferencias estadisticas significativas en los brotes etiolados antes
de la aplicacion de KIBA. Las semillas grandes indujeron un mayor crecimiento
de fibras del floema y de xilema (Figura 5) que podria relacionarse con un mayor

suministro de carbohidratos por la semilla nodriza.
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Cuadro 5. Medidas anatomicas de los tallos etiolados de cinco portainjertos de
aguacatero injertados sobre plantas nodrizas provenientes de dos tamafos de
semilla antes de la aplicacion de sal potasica de acido indolbutirico (KIBA).

Variable?
Tratamiento Dm Pcor Pfib Pflo Pfloc Pxil Pmed
(cm) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Semilla (S)
Mediana 29a 351a 6.3b 56a 119b 89b 43.6 a
Grande 30a 345a 74a 58a 133a 10.0a 418 a
Portainjerto (P)
‘Duke 7’ 3la 338a 75ab 6.0a 136ab 109ab 416a
‘561 Phy’ 32a 342a 6.3b 52a 115b 89ab 449a
‘ComCarr’ 28a 343a 86a 58a 1l45a 110a 40.1 a
‘Day’ 27a 354a 7.0b 52a 12.3ab 8.8b 43.2 a
‘Velvick’ 29a 353a 6.8b 6.9a 13.7ab 99ab 405a
Sig.*
S ns ns * ns * * ns
P ns ns ** ns * * ns
SxP ns ns ns ns ns * ns

zDm: diametro del brote etiolado; Pcor: proporcién de corteza; Pfib: proporciéon de fibras del
floema; Pflo: proporcién de floema, proporcion de fibras de floema y floema (Pfloc); proporcion de
xilema (Pxil), Pmed: proporcion de médula. YMedias seguidas con la misma letra en cada columna
no son diferentes de acuerdo a la prueba de Tukey a una p<0.05. *Sig.: nivel de significancia; *:
diferencias significativas a p<0.05; **: diferencias significativas a p<0.01; ns: diferencias no
significativas.

Después de 30 dias de la aplicacion de KIBA, los brotes desarrollados en plantas
nodrizas de semilla grande desarrollaron un tallo mas grueso y mantuvieron una
mayor proporcion de fibras y xilema respecto a las plantas nodrizas de semilla

mediana (Cuadro 6).

La aplicacion de auxinas o la sobreproduccién de las mismas por la planta
incrementa la cantidad de los tejidos vasculares (Berleth, Mattsson & Hardtke,
2000); después de 30 dias, la aplicacién de KIBA favorecio el crecimiento de una
mayor proporcion de floema y fibras, pero no afecté la proporcion de xilema del
tallo. Esta respuesta indica que el transporte de KIBA podria relacionarse con el
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transporte de carbohidratos (Beck, 2010). Una de las funciones cruciales del
floema es transportar carbohidratos a sitios de demanda en la planta (Heo et al.,
2014), por tanto, si las reservas de las semillas nodrizas se transportan hacia las
hojas de los brotes para promover su desarrollo, durante su transporte a través
de la vasculatura del floema la KIBA solo favoreceria el desarrollo de una mayor
proporcién de floema y no de xilema.

Después de 60 dias de la aplicacion de KIBA, las semillas grandes mantuvieron
su efecto en el didmetro del brote y la proporcion de fibras del floema; el resto de
las variables evaluadas no presentaron diferencias estadisticas entre semillas
grandes y medianas (Cuadro 7). ‘Duke 7’ presentd las mayores proporciones de
floema y xilema, su extendida proliferacion en el floema coincidi6 con su
respuesta al enraizamiento y con la ubicacion de los primordios de raiz, de
manera similar, durante el enraizamiento adventicio de estacas de Quercus
macrocarpa y Q. bicolor la proliferacion del floema coincidié con los sitios de

diferenciacion de los primordios de raiz (Amissah, Paolillo & Bassuk, 2008).

La iniciacion del crecimiento secundario en el tallo se caracteriza por la activacion
de divisiones celulares en el cambium vascular que producen el xilema
secundario hacia adentro y el floema secundario hacia el exterior (Ruzicka et al.,
2015). Las diferencias en las proporciones de los tejidos vasculares de los
portainjertos sugieren que existen diferencias en la actividad cambial de los tallos,
sin embargo, multiples factores como reguladores del crecimiento, azlcares y
mecanismos reguladores de la percepcion y la defensa contra el estrés oxidativo

podrian influenciar la actividad del cambium (Sorce et al., 2013).
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Cuadro 6. Medidas anatomicas de los tallos etiolados de cinco portainjertos de
aguacatero injertados sobre plantas nodrizas provenientes de dos tamafos de
semilla 30 dias después de la aplicacion de sal potasica de acido indolbutirico
(KIBA).

Variable?
Tratamiento Dm Pcor Pfib Pflo Pfloc Pxil Pmed
(cm) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Semilla (S)
Mediana 33bY 324a 6.7b 6.6a 134a 108b 430a
Grande 37a 313a 73a 6.8a 142a 119a 423a
Portainjerto (P)
‘Duke 7’ 36a 3ll1ab 70ab 80a 151a 13.1a 40.2b
‘51 Phy’ 36a 3l5ab 66b 64b 13.0ab 10.3b 448a
‘ComCarr’ 35a 339a 74ab 65ab 14.1b 11.9ab 40.0b
‘Day’ 34a 31l9ab 75a 6.0b 136ab 10.9ab 43.3ab
‘Velvick’ 34a 303b 6.7ab 6.6ab 13.3ab 109ab 45.1a
Dosis de KIBA (D)

0 mg-L*? 31b 320a 68b 6.0b 129b 12.0a 428a
5000 mg-L* 38a 3l14a 68b 65ab 135b 116a 432a
7000 mg-L? 36a 321a 75a 75a 152a 105a 418a

Sig.y
S *x ns *x ns ns * ns
= ns * ok * * * ok
D ok ns * *k *k ns ns
SxP ns ns ns ns ns ns ns
SxD ns ns ns ns ns ns ns
PxD *x ** ns ns ns ns ns
SxPxD ns ns ns ns ns ns ns

zDm: diametro del brote etiolado; Pcor: proporcion de corteza; Pfib: proporcién de fibras del
floema; Pflo: proporcion de floema, proporcion de fibras de floema y floema (Pfloc); proporcion de
xilema (Pxil), Pmed: proporcion de médula. YMedias seguidas con la misma letra en cada columna
no son diferentes de acuerdo a la prueba de Tukey a una p<0.05. *Sig.: nivel de significancia; *:
diferencias significativas a p<0.05; **: diferencias significativas a p<0.01; ns: diferencias no
significativas.
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Cuadro 7. Medidas anatomicas de los tallos etiolados de cinco portainjertos de
aguacatero injertados sobre plantas nodrizas provenientes de dos tamafos de
semilla 60 dias después de la aplicacion de sal potasica de acido indolbutirico
(KIBA).

Variable?
Tratamiento Dm Pcor Pfib Pflo Pfloc Pxil Pmed
(cm) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Semilla (S)
Mediana 35b 292a 70a 82a 154a 124b 422a
Grande 39a 275b 73a 78a 152a 16.1a 40.7a
Portainjerto (P)
‘Duke 7’ 39ab 259b 69ab 9.1a 16.1ab 148a 42.6ab
‘51 Phy’ 40a 272bc 6.7b 72b 142b 13.6a 44.4a
‘ComCarr’ 3.8abc 289ab 80a 86ab 16.8a 152a 38.6b
‘Day’ 35bc 299a 73ab 7.8ab 153ab 14.1a 40.0b
‘Velvick’ 3.3c 294ab 7.0ab 75ab 1460b 13.6a 4l6ab
Dosis de KIBA (D)

0 mg-L*? 3.6a 286a 7.2a 6.4b 136b 139a 43.0a
5000 mg-L* 3.8a 27.7a 7.1a 86a 159a 146a 410a
7000 mg-L* 3.7a 28.7 a 7.2a 89a 16.2a 140a 406a

Sig.y
S *x ** ns ns ns ok ns
P *k ok * * * ns ok
D ns ns ns rk ** ns ns
SxP ns * ns ns ns ns ns
SxD ns ns ns ns ns ns ns
PxD ns * ns ** * ns ns
SxPxD ns ** ns ns ns ns ns

Z Dm: diametro del brote etiolado; Pcor: proporcién de corteza; Pfib: proporcion de fibras del
floema; Pflo: proporcion de floema, proporcion de fibras de floema y floema (Pfloc); proporcion de
xilema (Pxil), Pmed: proporcién de médula. Y Medias seguidas con la misma letra en cada columna
no son diferentes de acuerdo a la prueba de Tukey a una p<0.05. *Sig.: nivel de significancia; *:
diferencias significativas a p<0.05; **: diferencias significativas a p<0.01; ns: diferencias no
significativas.
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Figura 13. Desarrollo de los tejidos del tallo en brotes de aguacatero. a: seccion
transversal que muestra la configuracién y desarrollo del brote en ausencia de
luz; b: seccidn transversal que muestra la configuracion y desarrollo del brote en
presencia de luz. co: corteza; f: floema, ff: fibras del floema; me: médula; rc:
region cambial; x: xilema. Barras de escala de 0.5 mm.

La relacion de las proporciones de xilema/floema, xilema/fibras del floema +
floema y xilemal/fibras del floema decrecieron con la aplicaciéon de 7000 mg-L?
de KIBA durante el proceso de enraizamiento, mientras que la relacion de la
proporcion de floema/fibras no mostré diferencias significativas durante los
primeros 30 dias, sin embargo, se fue incrementando debido a una proliferacion
del tejido del floema, esta proliferacion del floema se favorecié por la aplicacién
de KIBA (Figura 14).
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Figura 14. Efecto de la aplicacion de sal potésica de acido indolbutirico (KIBA) en
la relacidon de las proporciones xilema/floema, xilema/fibras del floema + floema,
xilema/fibras y floema fibras durante el enraizamiento adventicio de cinco
portainjertos de aguacatero. Letras iguales entre puntos, indican la no existencia
de diferencias de acuerdo a la prueba de Tukey a una p<0.05.

El tamafio de la semilla nodriza no afect6 el nUmero de raices ni la longitud de
raices por brote, tampoco afecé el indice de calidad del enraizamiento de los
portainjertos estudiados. La aplicacion de KIBA fue necesaria para promover el
enraizamiento adventicio, ‘Duke 7’ mostré mayor facilidad de enraizamiento,
mientras que ‘Velvick’ no enraizé (Figura 15). La respuesta al enraizamiento del
‘61 Phy’, ‘Day’ y ‘ComCar’ podria considerarse como intermedia ya que formaron
raices adventicias pero su numero y longitud fueron muy reducidos. Es posible
que el incremento de la concentracion de KIBA pueda conducir a la formacion de
un numero y longitud de raices mayor que permita mejora la respuesta al
enraizamiento de estos portainjertos, sin embargo, se requiere la evaluacion de
concentraciones mayores para corroborar este planteamiento. Ademas de la
aplicacion de auxinas y la etiolacion, existen otras técnicas que podrian mejorar
el potencial de enraizamiento de estos portainjertos si la respuesta observada se
debiera al envejecimiento o madurez de los tejidos vegetales (Hartman et al.,
2011; Wendling, Trueman & Xavier, 2014).
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Figura 15. Efecto de la aplicacion de sal potasica de acido indolbutirico (KIBA) en
la propagacion vegetativa de cinco portainjertos de aguacatero. Letras iguales
entre puntos, indican la no existencia de diferencias de acuerdo a la prueba de
Tukey a una p=<0.05.

Las correlaciones entre las proporciones de los tejidos que componen el tallo y
las variables numero de raices, longitud de raices y calidad del enraizamiento
fueron significativas estadisticamente para los pares de variables que se
presentan a continuacién (Cuadro 8). La correlacion entre la longitud de raices y
el indice de calidad de enraizamiento (r= 0.9226) se atribuye a que la calidad del

enraizamiento estuvo integrada por el numero de raices y la longitud de las
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mismas, por lo que un aumento en la longitud de las raices se reflej6é en el
incremento del indice de calidad del enraizamiento. La correlacion entre la
proporcion de floema y el nidmero de raices (r= 0.3567) se atribuye a la
proliferacion de las células del floema como resultado del estimulo de la
aplicacion de KIBA, sin embargo, aunque fue un coeficiente de correlacién
altamente significativo, su valor es muy bajo, por lo que no se puede considerar

como valida (Calzada-Benza, 1970).

Cuadro 8. Coeficientes de correlacion de las variables evaluadas en el
enraizamiento de brotes etiolados de aguacatero.

Variable” Por Corry Sig.2 Coeficiente de correlacion
Variab|ex -0.8-0.6-0.6-0.400.20.40.6 0.8
Lr Cr 0.9226 ok P
Pflo Pfloc 0.8985 ok S |
Nr Cr 0.8643 ok S
Nr Lr 0.8582 ok A
Pfib Pfloc 0.3937 *k P
Pflo Nr 0.3567 *k A |
Pfloc Nr 0.3053 o S
Pflo Lr 0.2673 * SR
Pfloc Pxil 0.2513 * S
Pflo Cr 0.2504 * SR
Dm Pxil 0.2444 * S
Pfloc Cr 0.2267 * S I
Pfloc Lr 0.2257 * S
Pcor Nr -0.2187 * SN
Pcor Lr -0.2689 * SN I
Pcor Cr -0.2771 * SN
Dm Pcor -0.2918 o S 0 I
Pfib Pmed -0.3171 *k 0
Pcor Pmed -0.3852 o S 0 I
Pcor Pxil -0.4314 Fhx N S
Pxil Pmed -0.5252 ok i I I
Pflo Pmed -0.5417 *hk H )
Pfloc Pmed -0.6342 ok [

zSig.: probabilidad de significacion; significacion a p<0.05; **: significacion a p<0.01; ***
significacion a p<0.001; YCorr: Coeficiente de correlacion entre los pares de variables; *Cr: indice
de calidad de enraizamiento, Lr: longitud de raices promedio por brote, Pfoc: Proporcion de fibras
del floema y floema, Nr: Namero de raices promedio por brote, Pxil: proporcién de xilema; Pcor:
proporcién de corteza, Pmed: proporcion de médula; WPfib: proporcion de fibras; Dm: diametro
del brote.
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Al no encontrase relacion entre la presencia de fibras del floema y el nUmero de
raices se asume que la formacion de raices adventicias en portainjertos de
aguacatero es el resultado de la capacidad de los genotipos para formar
primordios, por tanto, estaria relacionada con la competencia de los tejidos para
responder al estimulo inductor de KIBA mas que como resultado de la
configuracion anatémica del tallo, tal y como lo sefialaron Amissah et al. (2008)

en el caso Quecus bicolor y Q. macrocarpa.

3.6. Conclusiones

Las semillas nodrizas afectaron directamente la supervivencia de los brotes
durante el proceso de etiolacion. Semillas con un peso fresco menor a 31 g deben
ser descartadas para su uso como nodrizas para evitar la pérdida provocada por
la muerte de los brotes en la camara de etiolacion. La etiolacion no redujo la
proporcién de fibras del floema respecto a la proporcion de fibras presentes en
brotes desarrollados en presencia de luz. La aplicacion de KIBA incremento las
proporciones de floema y xilema a los 30 y 60 dias, respectivamente, el
crecimiento del floema se relacion6 con el nUmero y longitud de raices, asi como
el indice de calidad del enraizamiento. Se descart6 la presencia de fibras del
floema que forman un anillo discontinuo como un factor que afecta negativamente
el enraizamiento y se atribuyen las respuestas diferenciales en el enraizamiento
de los portainjertos a la capacidad del genotipo para responder al estimulo

inductor de las auxinas.
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