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RESUMEN GENERAL

ALGUNOS ENFOQUES CONVENCIONALES Y MODERNOS PARA
PROMOVER LA PROPAGACION VEGETATIVA DE PORTAINJERTOS DE
AGUACATE (Persea americana Mill.)

La propagacion clonal de portainjertos de aguacate (Persea americana Mill.) es
clave para garantizar la uniformidad genética y la productividad en huertos
comerciales, pero enfrenta desafios criticos durante el enraizamiento. En este
estudio se evaluaron estrategias para optimizar este proceso mediante el uso de
auxinas en brotes etiolados de ‘Duke 7’ (Capitulos Il y V) y la aplicacién de
bioestimulantes (L-aminoacidos, extractos de algas y Trichoderma harzianum) en
plantas madre y su impacto en el enraizamiento de cuatro portainjertos (Capitulo
IV). En el Capitulo Il se identific6 que el acido 1-naftalenacetico (ANA) a 34.4
mM fue el tratamiento mas efectivo para la induccién de raices (55.3 raices/brote)
y calidad de enraizamiento (ICE = 154.9 cm), aunque con alta formacién de callo
(74.6 %). Por su parte, el cido indol-3-butirico (AIB) logré un desarrollo radical
moderado y la combinacién AIB +ANA (34.4 mM) presentd un balance éptimo
entre calidad radical y arquitectura de raices. En el Capitulo IV se demostr6 que
los L-aminoacidos incrementaron significativamente la produccion de varetas en
plantas madre y mejoraron el enraizamiento en ‘Duke 7’ (100 %) y ‘Zutano’ (95.8
%), pero no superaron las limitaciones en ‘Day (72.9 %) y ‘Velvick’ (31.2 %),
mientras que T. harziamun mejoro la calidad radical en ‘Duke 7°, lo que evidencio
respuestas especificas por portainjerto. Finalmente, en el Capitulo V se evidencié
que las auxinas en formulaciones de sales potasicas permitieron alcanzar 100 %
de enraizamiento y 99.28 % de supervivencia, pero con sistemas radicales
menos desarrollados (ICE = 134.99 cm). No obstante, las auxinas en formulaciéon
acida produjeron raices mas vigorosas (ICE = 323.53 cm) pero menor
supervivencia (56.66 %). Ademas, la proporcion ANA:AIB 100:0 generd raices
uniformes (78.3 raices/brote) mientras que la proporcion 0:100 (AIB puro)
presentd un desempeiio mas limitado (34.14 raices/brote). Estos hallazgos
permiten disefiar protocolos diferenciados segun el objetivo productivo y el
portainjerto, que representa un enfoque concreto para optimizar la propagacion
clonal en viveros comerciales.

Palabras clave: Persea americana Mill., propagacién clonal, portainjertos,
auxinas, bioestimulantes, enraizamiento.
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GENERAL ABSTRACT

SOME CONVENTIONAL AND MODERN APPROACHES TO PROMOTE
VEGETATIVE PROPAGATION OF AVOCADO ROOTSTOCKS (Persea
americana Mill.)

Clonal propagation of avocado rootstocks (Persea americana Mill.) is crucial to
ensure genetic uniformity and productivity in commercial orchards, but faces
critical challenges during rooting. This study evaluated strategies to optimize this
process through the use of auxins in etiolated shoots of ‘Duke 7’ (Chapters Il and
V) and the application of biostimulants (L-amino acids, seaweed extracts, and
Trichoderma harzianum) on mother plants and their impact on the rooting of four
rootstocks (Chapter IV). Chapter Il identified that 1-naphthaleneacetic acid (NAA)
at 34.4 mM was the most effective treatment for root induction (55.3 roots/shoot)
and rooting quality (RQI = 154.9 cm), albeit with high callus formation (74.6 %).
Meanwhile, indole-3-butyric acid (IBA) achieved moderate root development, and
the IBA+NAA combination (34.4 mM) showed an optimal balance between root
quality and architecture. Chapter IV demonstrated that L-amino acids significantly
increased scion production in mother plants and improved rooting in ‘Duke 7’ (100
%) and ‘Zutano’ (95.8 %), but did not overcome limitations in ‘Day’ (72.9 %) and
‘Velvick’ (31.2 %), while T. harzianum enhanced root quality specifically in ‘Duke
7’, evidencing rootstock-specific responses. Finally, Chapter V revealed that
auxins in potassium salt formulations achieved 100 % rooting and 99.28%
survival, but with less developed root systems (RQI = 134.99 cm). However, acidic
auxin formulations produced more vigorous roots (RQI = 323.53 cm) but lower
survival (56.66 %). Furthermore, the NAA:IBA ratio of 100:0 produced uniform
roots (78.3 roots/shoot) while the 0:100 ratio (pure IBA) showed more limited
performance (34.14 roots/shoot). These findings enable the design of
differentiated protocols according to the production objective and selected
rootstock, representing a concrete strategy to enhance clonal propagation in
commercial nurseries.

Keywords: Persea americana Mill., clonal propagation, rootstocks, auxins,
biostimulants, rooting.
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1. INTRODUCCION GENERAL

La produccion comercial de aguacate (Persea americana Mill) enfrenta desafios
criticos asociados a la heterogeneidad genética de los portainjertos propagados
por semilla, lo que genera variabilidad en el crecimiento, susceptibilidad a
patégenos como Phytophthora cinnamomi Rands y menor tolerancia a estrés
abidtico (salinidad, suelos alcalinos y compactacién) (Salazar-Garcia et al., 2004;
Medina-Urrutia et al., 2017). La propagacion clonal de portainjertos surge como
como una solucion estratégica para estandarizar la productividad, mejorar la
calidad de las cosechas y garantizar la sostenibilidad de los huertos (Ben-Ya’acov
& Zilberstaine, 1999; Cohen et al., 2023). Sin embargo, su implementacion a
escala comercial esta limitada por la baja eficiencia de formacion de raices
adventicias en la etapa de enraizamiento, proceso complejo en especies lefiosas

como el aguacate (Hiti-Bandaralage et al., 2017; Ernst. 1999).

El método clasico de propagacion clonal, basado en el enraizamiento de tejidos
etiolados (Flolich & Platt, 1972), mediante acodos (Ernst, 1999), depende
criticamente de la aplicacién de auxinas sintéticas (acido indol-3-butirico: AIB y
acido 1-naftalenacetico: ANA) para inducir raices adventicias (Lakehal & Bellini,
2019). No obstante, los protocolos actuales se sustentan en estudios pioneros
gue no consideran avances recientes en formulaciones (sales potasicas y
formulaciones &cidas), concentraciones éptimas ni interacciones entre auxinas
(Damodaran & Strader, 2019; Bhatla & Lal, 2023). Ademas, la calidad del material
vegetal, determinada por el manejo agronémico de las plantas madre donadoras
de vareta, influye de manera directa en el éxito del enraizamiento; sin embargo,
este aspecto ha sido poco estudiado en el cultivo de aguacate (Brighenti et al.,
2023; Kaur et al., 2024).



Esta investigacion tuvo como objetivo desarrollar y optimizar protocolos de
propagacion clonal para portainjertos de aguacate mediante la evaluacion de
estrategias basadas en auxinas y bioestimulantes, con el fin de mejorar la
eficiencia del enraizamiento, la calidad del material vegetal y la uniformidad

geneética, aspectos fundamentales para producir plantas vigorosas.

En el Capitulo Il se presenta una amplia revision de literatura que aborda las
limitaciones en la propagacién de portainjertos de aguacate mediante un enfoque
que integra las bases fisioldgicas del enraizamiento adventicio, los mecanismos
de accion y aplicaciones practicas de las auxinas, asi como las posibles sinergias
con bioestimulantes para optimizar el proceso. En el Capitulo Il se evalud
sistematicamente la eficacia de diferentes tipos de auxinas (AIB, ANA, acido
indol-3-acético: AlA, sal potasica de AIB: K-AIB) y concentraciones (24.6-44.2
mM) en brotes etiolados de ‘Duke 7’ a partir del analisis de variables clave como
porcentaje de enraizamiento, calidad radical y formacion de callo. Por su parte,
en el Capitulo IV se examiné el impacto de tres bioestimulantes (L-aminoacidos,
extractos de algas marinas y Trichoderma harzianum) en la productividad de
plantas madre y su relacién con el éxito de enraizamiento en cuatro portainjertos
de aguacate. Finalmente, en el capitulo V se profundiz6 en el estudio comparativo
de formulaciones de auxinas (acidas y sales potasicas), al evaluar su eficacia en
diferentes proporciones para optimizar la supervivencia y el desarrollo del
sistema radical en ‘Duke 7. Cada estudio empleo disenos experimentales
rigurosos que permitieron establecer protocolos diferenciados segun las

caracteristicas especificas de cada portainjerto.

Los aportes innovadores de esta investigacion incluyen: criterios técnicos para la
seleccion de auxinas y formulaciones segun objetivos especificos, por ejemplo,
el uso de ANA para induccién abundante de raices frente a AIB para equilibrio
entre supervivencia y calidad radical; evidencia solida sobre el efecto de los
bioestimulantes en la produccion de varetas (manejo de plantas madre) y su
efecto diferenciado en el enraizamiento segun el genotipo; y protocolos

mejorados que superan las limitaciones de los métodos tradicionales que se



utilizan a nivel comercial, con aplicaciones directas para desarrollar e impulsar la
industria de viveros en México. Estos hallazgos representan un importante
avance para disminuir las limitaciones tecnolégicas en la produccion de
portainjertos clonales, y constituyen un componente fundamental para enfrentar

los retos fitosanitarios y climaticos que enfrenta la produccién de aguacate.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Introduccién
2.1.1 Importancia de los portainjertos clonales de aguacate

Los portainjertos en el cultivo de aguacate (Persea americana Mill.) desempefian
un papel critico en la productividad, uniformidad y sustentabilidad de los huertos
(Hiti-Bandaralage et al., 2017). Tradicionalmente, se han utilizado portainjertos
propagados por semillas, pero los métodos de propagacion clonal han tomado
relevancia debido a su capacidad para abordar varias limitaciones que presentan

los portainjertos convencionales (Alberti et al., 2018).

Los portainjertos propagados por semilla se derivan de material genéticamente
heterocigoto, lo que genera alta variabilidad en las plantas (Garcia et al., 2022).
Esta diversidad genética se manifiesta en diferencias morfologicas, fisioldgicas y
bioguimicas que en dUltima instancia se refleja en arboles que presentan
diferencias en resistencia a patégenos (van den Berg et al.,, 2021), vigor y
capacidad productiva, que dan lugar a huertos heterogéneos con rendimientos

poco predecibles (Cohen et al., 2022).

En contraste, la propagacion clonal garantiza uniformidad genética al replicar
portainjertos élite con caracteristicas Optimas. Este método permite un
desempefio homogéneo en el huerto, que asegura consistencia en productividad,
adaptacion al estrés abidtico y respuesta a enfermedades (Hiti-Bandaralage et
al., 2017).



2.1.2 Métodos de propagacion clonal empleados en aguacate

Aunque los portainjertos clonales ofrecen ventajas, su propagacion a gran escala
representa un desafio importante. El aguacate, en particular, tiene una capacidad
limitada de enraizamiento (Gleeson et al.,, 2016). Sin embargo, se han
desarrollado técnicas para optimizar su propagacion (Frolich & Platt, 1972; Ernst,
1999).

El enraizamiento de estacas fue uno de los primeros métodos explorados para
efectuar la propagacion clonal del aguacate, su uso surgié en programas de
mejoramiento genético durante el siglo XX (Kadman & Ben Ya’acov, 1965). Sin
embargo, a gran escala no demostré viabilidad econémica debido a bajas tasas
de enraizamiento (<30 % en promedio) y heterogeneidad de respuesta entre
portainjertos, particularmente de las razas antillana y guatemalteca (Hofshi,
1996). Aunque estudios en la década de 1970 lograron incrementar el
enraizamiento hasta 62 % mediante etiolacion y reguladores de crecimiento como
el &cido indol-3-butirico (AIB), estos resultados solo fueron reproducibles bajo
condiciones controladas de humedad relativa (70-80 %), temperatura (16—32 °C)
y exclusivamente en portainjertos de la raza mexicana, genéticamente mas
predispuestos a la rizogénesis (Frolich & Platt, 1972; Pliego-Alfaro et al., 2020).
La recalcitrancia de los tejidos maduros, sumada a los elevados costos logisticos
y de infraestructura especializada, dificulté su adopcién comercial, por lo que su
aplicacion se limité principalmente a programas experimentales (Hiti-

Bandaralage et al., 2017).

Ante estas limitaciones, surgieron técnicas innovadoras como el método
‘Brokaw’, desarrollado en California (EE.UU.) durante la década de 1970 como
adaptacion del protocolo de Frolich y Platt (1972). Esta técnica super6 las
barreras del enraizamiento tradicional al emplear brotes etiolados que se
desarrollaron a partir del injerto del material a clonar sobre una semilla "nodriza"
y la colocacion estratégica de un anillo metalico en la base del brote para inducir

raices adventicias (Ernst et al., 2013). Su adopcidon masiva en paises como Israel



y Estados Unidos se debid a su relativa simplicidad operativa y costos
moderados, aunque presentaba debilidades criticas como la dependencia del
correcto estrangulamiento del anillo para separar los sistemas radicales clonal y
seminal. Esta condicidon generaba sistemas de raices con calidad inconsistente
(20-35 % de variabilidad entre lotes) asi como fallas en la desconexion fisioldgica

portainjerto-nodriza hasta en 15 % de los casos (De Villiers & Ernst, 2015).

Como respuesta a estos desafios, la técnica ‘Allesbeste’, desarrollada en
Sudafrica a finales de los 90 (Ernst, 1999), revoluciond el sector al introducir
contenedores de 55 mL para enraizar multiples brotes etiolados por nodriza y por
ciclo, lo que permitié reducir el tiempo de produccion en 50 %. Este método no
solo mejor6 la calidad sanitaria de las plantas al crear una zona de aislamiento
entre raices clonales y seminales que facilito la inspeccion de calidad y redujo las
pérdidas pos-transplante en 40 %, sino que también permitid la exportacion
global gracias al tamafio reducido (30-40 cm) y peso ligero (200—300 g por
planta) de los clones (De Villiers & Ernst, 2007). No obstante, su implementacién
requiere inversiones en camaras de etiolacion con control climético (+25 °C, 70
% HR) y manejo preciso de la fertilizacion (Ernst, 1999), lo que ha limitado su

adopcion en viveros pequefios con recursos técnicos insuficientes.

Ambas técnicas significaron avances importantes en la propagacion clonal de
aguacate, aunque ‘Allesbeste’, con su enfoque modular y adaptabilidad a
mercados globalizados, posiciondé a Sudafrica como lider en exportacién de
material vegetal certificado (Ernst et al., 2013). Pese a su éxito comercial, esta
técnica aun requiere el desarrollo de protocolos accesibles que logren un balance
entre eficiencia, costo operativo y estandarizacion, adaptable a diferentes
portainjertos comerciales (Hiti-Bandaralage et al., 2017).

A pesar de los avances en técnicas como ‘Brokaw’ y ‘Allesbeste’, persisten
desafios criticos en la propagaciéon clonal del aguacate. Los métodos
tradicionales, como el enraizamiento de estacas, muestran baja eficiencia, lo que
limita su escalabilidad (Frolich & Platt, 1972; Hiti-Bandaralage et al., 2017).
Ademas, la ausencia de protocolos estandarizados adaptados a portainjertos
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comerciales genera inconsistencia en la calidad de las raices y restringe la
adopcion de portainjertos clonales en los sistemas de produccion (De Villiers &
Ernst, 2015; Pliego-Alfaro et al., 2020).

Estas condiciones resaltan la necesidad de investigar estrategias integrales que
optimicen la rizogénesis en portainjertos comerciales de aguacate. La estrategia
requiere del manejo agrondmico de las plantas madre donadoras de vareta, y la
evaluacion sistematica de formulaciones auxinicas (tipos, concentraciones y
proporciones) que favorezcan el enraizamiento para desarrollar protocolos
estandarizados y reproducibles que contribuyan en la eficiencia de la

propagacion vegetativa de este cultivo.
2.1.3 Enfoque de larevision

Esta revision abordo las limitaciones en la propagacién clonal de portainjertos de
aguacate y otras especies lefilosas mediante un enfoque que integra aspectos
fisiologicos, bioquimicos y agrondmicos. Primero, se analizaron las bases
fisiol6gicas del enraizamiento adventicio, como la acumulacion de carbohidratos
(sacarosa, almidon), la sintesis endégena de auxinas y la expresion de genes
rizogénicos. En segundo lugar, se exploran los mecanismos y aplicaciones de las
auxinas como reguladores de crecimiento clave del enraizamiento adventicio.
Finalmente, se abordan los efectos de compuestos bioestimulantes en el
crecimiento de las plantas y la existencia de posibles sinergias entre auxinas y
bioestimulantes que pueden contribuir en mejoras al proceso de propagacion

vegetativa de aguacate.

Como obijetivo transversal, se busca reducir la brecha entre la investigacion y su
aplicacion en el ambito comercial de produccion de plantas, al priorizar
soluciones que maximicen la eficiencia en el enraizamiento mediante la
optimizacién del crecimiento de las plantas madre donadoras de vareta, asi como
de las formulaciones y concentraciones de auxinas que favorezcan la calidad del
sistema radical. Este enfoque multidimensional contribuira en el desarrollo de

mejores protocolos de multiplicacion que permitan posicionar a los portainjertos
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clonales como la base de huertos homogéneos y resilientes ante estreses

bidticos y abioticos.
2.2 Bases fisioldgicas y moleculares de la propagacion clonal

El enraizamiento adventicio en plantas lefiosas como el aguacate es un proceso
multifactorial, influenciado por la edad de la planta madre, reguladores
hormonales, perfiles genéticos y condiciones ambientales. Este proceso es
crucial para la propagacion vegetativa eficiente, especialmente en especies de
dificil enraizamiento. Algunos de los mecanismos mas importantes en el
enraizamiento adventicio de especies lefiosas como el aguacate se abordan a

continuacion.
2.2.1 Edad de la planta madre

El proceso de enraizamiento en plantas lefiosas esta significativamente
influenciado por la edad de las plantas madre, mientras que las plantas juveniles
suelen exhibir un mayor éxito de enraizamiento esta capacidad se ve limitada en
plantas adultas (Xu, 2024). Este declive se atribuye a cambios epigenéticos,
anatémicos y hormonales, como la reduccion en la sintesis de auxinas (indol-3-

acético: AlA) y el aumento de acido abscisico (ABA) (Li et al., 2024a).

En plantas juveniles, las auxinas inducen una expresion especifica de estos
genes en el parénquima vascular, lo que desencadena la formacion de primordios
de raices (Sanchez et al., 2007; Qiao et al., 2022). Estudios recientes han
identificado que la expresion de genes asociados a la organizacion del meristemo
radical, como SCARECROW-LIKE1 (SCL1) y SHORT-ROOT (SHR), varia
significativamente entre material juvenil y adulto de especies lefiosas
recalcitrantes. Las plantas adultas muestran una activacion difusa de SCL1/SHR
sin localizacion tisular definida, lo que reduce su capacidad de enraizamiento
(Stevens et al., 2018).

Este fendmeno se vincula a la regulacion dual de los factores de transcripcion de
la familia AUXIN RESPONSE FACTORS (ARF): mientras ARF17 (blanco de
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mMiR160) actia como represor al inhibir la sefalizacion auxinica en tejidos no
vasculares (Liu et al., 2019), ARF6 y ARF8 (regulados por miR167) promueven
la sintesis de proteinas como PIN1, clave en el transporte polar de auxinas (Li,
2021). La interaccion dinamica entre estos ARF y sus microARN reguladores
(miR160 y miR167) establece un equilibrio critico, donde ligeros cambios en sus

proporciones alteran drasticamente la rizogénesis (Abarca, 2021).

Mediante técnicas de “rejuvenecimiento” como el microinjerto y el injerto en serie
es posible lograr la restauracion temporal de rasgos juveniles en arboles adultos
y por lo tanto incrementar el enraizamiento; sin embargo, estos cambios pueden
ser muy efimeros, ya que los rasgos adultos pueden resurgir con el tiempo si el
material injertado no se mantiene continuamente en su estado rejuvenecido
(Husen & Pal, 2006; Vidoy-Mercado et al., 2021).

2.2.2 Mecanismos genéticos y moleculares

Una red de reguladores transcripcionales controla la activacion o represion de
genes en respuesta a sefiales hormonales, que modulan el desarrollo de nuevos
meristemos de raiz (Abarca, 2021). La identificacion de microRNAs (miARN) y
agentes remodeladores de cromatina es esencial para comprender esta red

reguladora del enraizamiento adventicio (Li et al., 2019).
2.2.2.1 Factores de respuesta a auxinas (ARF)

Distintos estudios han identificado factores de transcripcion que regulan el
enraizamiento adventicio. Los factores de respuesta a auxinas (ARF)
desempefan un papel central y diverso en el enraizamiento adventicio de plantas
lefiosas al integrar sefiales hormonales, epigenéticas y ambientales para
coordinar la formacion de raices. Estos factores de transcripcion se unen a
elementos de respuesta a auxinas (AuxRES) en promotores génicos, que activan
o reprimen la expresién de genes rizogénicos como LBD16 y WOX11, esenciales

para la iniciacion de primordios radicales (Li, 2021).



Los ARF ademas de modular la biosintesis y transporte de auxinas también
participan en respuestas a factores bioticos y abioticos. En especies como Malus
domestica, la desmetilacion de ADN en promotores de ARF6 bajo estrés hidrico
incrementa su expresion en 60 %, y en consecuencia mejora la eficiencia del
enraizamiento al modular la biosintesis de auxinas y la polarizaciéon de
transportadores PIN1 (Tahir et al.,, 2022; Wang et al., 2023). La plasticidad
fenotipica de este proceso depende de interacciones reciprocas de
retroalimentacion entre ARF, microARNs (miR160, miR167) y modificaciones
epigenéticas, que ajustan de manera continua la respuesta segun el estado

fisioldgico de la planta (Zhu et al., 2022).

En alamo (Populus spp.), la sobreexpresion de ARF1 incrementé la densidad de
raices adventicias al promover el incremento en los niveles de &cido indol-3-
acético (AlA) y la activacién significativa de las vias de sefializacion del AlA, el
acido jasmonico (JA) y el acido salicilico (SA) (Wang et al., 2020). Ademas, en
Eucalyptus grandis, los ARF responden a estimulos ambientales de salinidad y
sequia y coordinan redes de la interaccién hormonal de JA y citocininas, lo que
sugiere que también tienen un papel adaptativo clave al estrés abiotico (Yu et al.,
2014). Estas interacciones, aunque conservadas evolutivamente, presentan
variabilidad especifica, por ejemplo, en duraznero (Prunus persica), pPARF4
activa rutas metabdlicas exclusivas para el desarrollo de raices laterales,
mientras que en alerce japonés (Larix kaempferi), LKarf7/19 regulan
directamente a BABY BOOM 1 (LkBBm1l), un gen miembro de la familia
APETALA2/THYLENE RESPONSE FACTOR (AP2/ERF) critico para la
morfogénesis radical (Liu et al., 2023; Tao et al., 2023).

2.2.2.2 Genes SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE (SPL)

La familia de genes SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE (SPL)
también desempefian un papel multifacético en el enraizamiento adventicio de
especies lefiosas (He et al.,, 2022). La sefalizacion de estos factores de
transcripcion es regulada principalmente por miR156, que cumple una funcién

clave en la transicion de la fase juvenil a la adulta y en el mantenimiento de la
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competencia rizogénica durante esta misma fase (Li et al.,, 2021). En Malus
xiaojinensis, por ejemplo, la alta expresion de miR156 suprime genes SPL como
MxSpI26, lo que facilita la formacion de raices adventicias inducidas por el
estimulo de las auxinas, incluso en ausencia de moduladores clasicos como PIN
y ARF (Xu et al., 2017).

Ademas, los SPL interactuan no solo con auxinas, sino también con otras vias
hormonales. En Eucalyptus grandis, genes como EGspl9y EGspl23 regulan
respuestas al estrés abidtico mediante la modulacién JA y etileno, que influyen
indirectamente en la capacidad de enraizamiento (An et al., 2023). Estudios en
alamo (Populus trichocarpa) revelaron que los SPL forman parte de redes
poligénicas que coordinan el enraizamiento, con una funcion destacada en la
integracion de sefiales externas e internas (Nagle et al., 2022). La diversidad
funcional de la familia génica SPL trasciende su relacion en el enraizamiento
adventicio, al modular procesos ontogénicos clave como la floracién, el desarrollo

foliar (Fan et al., 2023) y la regeneracién de brotes adventicios (Li et al., 2022).
2.2.2.3 Genes SCARECROW (SCR)

Los genes SCARECROW (SCR), son reguladores del enraizamiento adventicio
de especies lefiosas, ya que coordinan la diferenciaciéon celular y el
establecimiento de patrones tisulares durante las etapas iniciales del desarrollo
radical (Sanchez et al., 2007). Estos genes actlan en respuesta a sefales
hormonales, principalmente auxinas, que inducen su expresion para activar
procesos como la formacion del centro meristematico, esencial para la
organizacioén celular de los primordios de raiz, ademas de regular la formacion de
la endodermis y mantener la estructura radical (Sbabou et al., 2010). En alamo
(Populus spp.), la interaccién entre pESCR y pEShR1 demostré su funcién
interactiva en la formacién de raices adventicias, al facilitar la divisién celular y la

diferenciacion de tejidos vasculares (Xuan et al., 2014).

La regulacion hormonal de los SCR es fundamental, en Pinus radiata y Castanea

sativa, la aplicacion exdgena de auxinas induce un incremento del 200-300 % en
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la expresion de estos genes, incluso antes de que inicie la division celular, lo que
sugiere su participacion temprana en la determinacion del destino celular
(Sanchez et al., 2007). Ademés, estudios de asociacion genomica (GWAS) en
Populus trichocarpa identificaron a los SCR como nodos centrales en redes que
integran sefalizacion hormonal (auxina-citocinina) y control del ciclo celular, lo
gue destaca su papel en la plasticidad fenotipica durante la propagacion

vegetativa (Nagle et al., 2022).
2.2.2.4 Genes WUSCHEL-related homeobox (WOX)

Los genes WUSCHEL-related homeobox (WOX) coordinan la iniciacién de los
primordios radicales, la regulacién del crecimiento y la ramificacion de raices, son
factores de transcripcion conservados evolutivamente y regulan etapas criticas
en la formacion de raices adventicias, especialmente WOX5, WOX11 y WOX13
(Li et al.,, 2017). En Eucalyptus spp., genes como EuPwoX1l, EupWox5 y
EuPWox13 se expresan durante etapas tardias del enraizamiento, inducen la
formacion de primordios y mejoran el enraizamiento en 30-40 %, ademas

modulan el alargamiento y la ramificacion de raices laterales (Chen et al., 2024).

En alamo (Populus spp.), PtoWox5a se localiza especificamente en apices
radicales, donde interactla con proteinas ciclinas tipo D (CYCD) para regular la
division celular y el mantener el nicho de células madre, lo que resalta su funcién
dual en iniciacion y control morfogenético (Li et al., 2017). Paralelamente,
PeWox1la/b promueven la formacion de raices adventicias y aumentan la
densidad radical mediante la activacion de genes como PIN1 y ARF (Xu et al.,
2015). Ademas, estos genes integran sefiales ambientales y hormonales: en
Populus tomentosa, PtoWUSA regula el transporte polar de auxinas, al alterar la
expresion de PIN3 que permite la generacion de gradientes locales de AIA

necesarios para la organogénesis radical (Li et al., 2020).
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2.3 Regulacion hormonal
2.3.1 Auxinas

Las auxinas influyen de manera determinante en la expresion génica y la
iniciacion radical (Pop et al., 2011; Varas et al., 2015). En especies de dificil
enraizamiento, la aplicacion exdgena de auxinas es indispensable para estimular
el enraizamiento adventicio (Munir et al., 2021; Adem et al., 2024). Este proceso
implica una secuencia coordinada de fases celulares, en primer lugar ocurre la
desdiferenciacién, donde células parenquimaticas pierden sus caracteristicas
especificas y recuperan su totipotencia mediante la activaciéon de genes como
WUSCHEL y SHR (Diaz-Sala, 2020), posteriormente en la fase de induccion
ocurre la formacion de iniciales radicales reguladas por ARF6/8 y LBD16, que
modulan la biosintesis local de auxinas (Zhang et al., 2023); en la fase de
iniciacidbn ocurren multiples divisiones periclinales que generan meristemos
radicales internos, organizados por la expresion de PLETHORA y SCR (Ayala et
al., 2022). En la fase final del enraizamiento, los meristemos radicales dan lugar
a tejidos especializados como epidermis y xilema que completan la arquitectura
de la raiz. Este proceso culmina con la emergencia radical, mediada por la accién

coordinada de expansinas e hidrolasas de pared celular (Ai et al., 2023).

La distribucion y transporte de auxinas durante la formacién de raices adventicias
estan regulados de manera precisa por mecanismos espaciotemporales (Shu et
al., 2018). Proteinas de eflujo de auxinas, como PIN1 y PIN3, dirigen su flujo
hacia células blanco y establecen gradientes locales que inducen la iniciaciéon de
primordios radicales (Song et al., 2024). Esta dinamica se complementa con la
sefalizacion mediada por receptores TIR1/AFB y ABP1r, que activan cascadas
de ubiquitinacion para degradar represores AUX/IAA, de esta manera se liberan
los factores de transcripcion ARF (ARF7, ARF19) que activan genes rizogénicos
como LBD16, WOX11 (Zhang et al., 2023).

No obstante, el balance hormonal es critico, concentraciones excesivas de

auxina pueden estimular la biosintesis de etileno, el cual inhibe el alargamiento
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celular (Bai et al., 2020). Este efecto bifasico (promotor-inhibidor) resalta la
necesidad de una regulacion precisa, donde pulsos controlados de auxina
maximizan la formacion de raices, mientras exposiciones prolongadas la reducen
(Bai et al., 2020).

2.3.2 Citocininas

Las citocininas, asociadas a la inhibicion de la formacion de raices adventicias,
antagonizan el efecto de las auxinas al reducir la sensibilidad a estas ultimas y
promueven el alargamiento celular prematuro, condicion que limita la iniciacién
radical (da Costa et al., 2013; Ricci et al., 2023). Sin embargo, su efecto es
concentracion-dependiente y el equilibrio preciso auxina/citocinina incrementa
las tasas de enraizamiento, esto indica que existen sinergias entre estos

reguladores (Tian et al., 2023).

La citocinina oxidasa/deshidrogenasa (CKX) es una enzima reguladora de la
degradacion metabdlica de las citocininas, algunos inhibidores especificos como
N,N'-bis(2,3-metilendioxifenil)urea al bloguearla permiten el incremento de los
niveles endégenos de citocininas que paraddjicamente, mejoran el enraizamiento
al potenciar la sefalizacion de auxinas mediante su interaccion con la proteina
ABP1 (Auxin Binding Protein 1) (Ricci et al., 2023). Este fendmeno sugiere que,
en concentraciones moduladas, las citocininas optimizan la interaccion hormonal,
facilitan la polarizaciébn de transportadores PIN1 y la acumulacion local de

auxinas en los sitios de iniciacién radical (Simaskova et al., 2015).
2.3.3 Giberelinas

Las giberelinas (GA) tienen un doble papel en la formacion de raices adventicias,
actian como promotoras e inhibidoras segun la concentracion y etapa de
enraizamiento (Du et al., 2024). A bajas concentraciones, las GAs mejoran el
enraizamiento al promover el alargamiento y diferenciacién celular. Sin embargo,
los niveles altos de GA pueden inhibir la formacion de raices al antagonizar los

efectos de la auxina (Xiong et al., 2024). Se ha demostrado que las GAs inhiben
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el enraizamiento adventicio al afectar el transporte polar de las auxinas (Mauriat
et al., 2014); ademas promueven la diferenciaciéon de cambium y xilema, lo que
desvia recursos necesarios para la formacioén de raices (Pizarro & Diaz-Sala,
2020). Los cambios dindmicos en los niveles de GA durante la formacion de
raices adventicias sugieren que las GAs juegan un papel importante en la

transicion de la etapa de iniciacion hacia la de alargamiento (Du et al., 2024).
2.3.4 Etileno

El etileno es una hormona gaseosa que ejerce un papel multifacético en el
enraizamiento adventicio, modula procesos que van desde la interaccidon
hormonal hasta la adaptacion ambiental. Su accidon promotora o inhibidora
depende de factores como la concentracion, la especie vegetal, la etapa de
desarrollo y las condiciones ambientales, lo que resalta su complejidad
regulatoria (Rasmussen et al., 2017; Castro-Camba et al., 2024). El etileno,
mediante su interaccion con las auxinas, promueve la formacion de raices
adventicias a bajas concentraciones; sin embargo, a concentraciones elevadas,
inhibe el alargamiento de la raiz principal (Bai et al., 2020). Sin embargo, en
algunas especies presenta efectos diferenciales dependientes de la madurez del
tejido vegetal al suprimir la formacién de raices en brotes maduros mediante la
reduccion en la expresion de PIN3 y la alteracion del flujo de auxinas, mientras
que en tejidos juveniles su efecto es marginal, lo que sugiere una pérdida de

homeostasis hormonal con la madurez (Castro-Camba et al., 2024).
2.3.5 Acido abscisico

El acido abscisico (ABA) desempefia distintas funciones en el enraizamiento de
especies lefilosas. En alamo (Populus spp.) la sobreexpresion de miR159a
aumenta la formacion de raices en un 40 % al reprimir pemyB33, un factor de
transcripcion pro-ABA, que reduce la sensibilidad a esta hormona. Por el
contrario, la inhibicibn de miR159a disminuye el enraizamiento en un 60 %, lo
que evidencia un equilibrio critico entre ABA y esta via microARN-gen blanco
(Zhao et al., 2024). Estudios transcriptomicos han revelado que el ABA tiene un
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efecto sinérgico con auxinas y etileno en etapas tempranas del enraizamiento, al
modular genes clave como ARF y ERF (Ethylene Response Factor), asi como

reguladores de estrés como NCED3 (Guan et al., 2015).

La interaccidén entre ABA y auxinas varia segun la especie. En abedul (Betula
spp.), concentraciones bajas de ABA promueven el alargamiento radical y el
incremento del nimero de raices laterales al estabilizar transportadores de
auxinas como PIN3, sin afectar el crecimiento de brotes (VaiCiukyné et al., 2018).
Sin embargo, en alamo, niveles elevados de ABA suprimen el enraizamiento al
reducir la disponibilidad de auxinas y bloquear la expresién de LBD16 (LATERAL
ORGAN BOUNDARY DOMAIN 16), un gen esencial para la iniciacion radical
(Pop et al., 2011). Esta dualidad subraya la importancia del contexto especifico
de cada especie. Por otra parte, los factores ambientales y estacionales ejercen
una notable influencia en la regulacién del acido abscisico (ABA) durante el
enraizamiento. Blake & Atkinson (1986) demostraron esta relacion en un estudio
con brotes de alamo procedentes de tocones, donde observaron que las bajas
concentraciones de ABA durante la primavera se asociaron con un enraizamiento
del 70 %, mientras que los niveles elevados caracteristicos del invierno redujeron

este porcentaje a 20 %.
2.4 Etiolacion

Factores ambientales como la luz afectan significativamente el enraizamiento
adventicio. La etiolacion, puede promover la formacién de raices al alterar los
equilibrios hormonales y los patrones de expresion génica (Munir et al., 2021). La
etiolacion es una técnica que consiste en promover el crecimiento de las plantas
en oscuridad para inducir el alargamiento celular y reducir la sintesis de clorofila
(Armarego-Marriott et al., 2020), esta técnica desempeiia un papel critico en la
propagacion clonal del aguacate (Gleeson et al., 2016) al mejorar
significativamente la formacion de raices adventicias, esenciales para el
desarrollo exitoso de los portainjertos clonales. Los mecanismos que promueven
el enraizamiento en tejidos etiolados de aguacate incluyen regulacion hormonal,
modificaciones celulares y ajustes metabdlicos, que son respaldados por
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estudios recientes en variedades como 'Hass', 'Dusa' y ‘VC 208’ (Alberti et al.,
2018; Duman et al., 2020)

2.5 Mecanismos fisioldgicos y moleculares

La etiolacion influye en la homeostasis de las auxinas, al modificar el equilibrio
entre acido indol-3-acético (AlA) libre y sus conjugados como el acido indol-3-
acetil-aspartico (IAAsp). Durante las primeras etapas del enraizamiento, se ha
observado un aumento de AIA y una disminucién progresiva de IAAsp, que facilita
la iniciacion de raices adventicias (Garcia-Gomez et al.,, 1994). Ademas, la
etiolacion modula el equilibrio entre auxinas y etileno, hormonas clave en la
rizogénesis adventicia. En portainjertos de aguacate, periodos cortos de
desetiolacién optimizan la sintesis y transporte de auxinas (AIA), mientras
regulan la sefializacion de etileno que favorece la iniciacion radical (Duman et al.,
2020) y potencian la expresion espacial de miR160, un microARN que suprime
genes inhibidores del enraizamiento (ARF10) con lo que se establece un
gradiente génico que no se presenta en plantas no etioladas (Gleeson et al.,
2016). Estos cambios se acompafian de modificaciones estructurales que
reducen la lignificacion y suberizacién de los tallos (Biasi, 1996) y permiten
aumentar la flexibilidad tisular mediante alteraciones en xiloglucanos y pectinas,
para facilitar la division celular durante la formacién de las raices (Duman et al.,
2020).

2.6 Ajustes metabdlicos y energéticos

La privacion de luz durante la etiolacion incrementa los niveles de azucares
solubles (glucosa, sacarosa), lo que implica una mayor disponibilidad de energia
y sustratos para la sintesis de biomoléculas. En teca (Tectona grandis), este
aumento se ha correlacionado con tasas de enraizamiento del 70 % (Husen &
Pal, 2001). Ademas, la etiolacibn modula la actividad de enzimas como
peroxidasas y polifenol oxidasas, cruciales en el metabolismo de auxinas y la

remodelacion de la pared celular (Lu et al., 2017). Estos ajustes aseguran que
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los tejidos etiolados mantengan un “estado juvenil’, propicio para la

organogeénesis radical (Husen, 2011).
2.7 Aplicaciones practicas en la propagacion de aguacate

La etiolacion se ha establecido como una técnica fundamental para mejorar la
propagacion de portainjertos de aguacate (Gleeson et al., 2016). Este método ha
demostrado incrementar significativamente la eficiencia del enraizamiento
adventicio, como se observd en la multiplicacién del portainjerto ‘Dusa’, que
alcanzo6 82 % de enraizamiento al combinar la aplicacién de AIB a 2500 ppm con
un sustrato compuestos por perlita y vermiculita en proporcion 1:1 (v/v) (Li et al.,
2024b). Ademas, la etiolacion afecta el contenido de clorofila y el desarrollo
vegetativo de las plantas clonadas, lo que resalta la importancia de optimizar su
duracion para maximizar sus beneficios (Esgrina & Tan, 2024).

La efectividad de la etiolacion depende criticamente de su duracion, de
tratamientos complementarios y del genotipo. En portainjertos de dificil
enraizamiento como ‘VC801’, un periodo breve de desetiolacion (1-2 semanas)
optimiz6 el enraizamiento de estacas al ajustar el balance hormonal
(auxina/etileno) y las propiedades celulares, para lograr un 20 % de éxito,
superior al observado en estacas con etiolacion continua; sin embargo, esta
respuesta es inferior a la observada en otros portainjertos como ‘VC804’ (32 %)
y ‘VC66’ (58 %) (Duman et al., 2020). Por otro lado, en variedades como ‘Colin
V-33’y ‘Fuerte’, la combinacion de etiolacion, anillado y aplicacion de AIB (10,000
ppm) + ANA (300 ppm) alcanzé valores de enraizamiento superiores al 90 %,

frente a solo 22—-27% con etiolacion sola (Barrientos-Priego et al., 1986).

Aunque la variabilidad genética persiste como un desafio en la propagacion de
portainjertos de aguacate y algunos genotipos responden eficientemente (‘Dusa’
y ‘Duke 7°), otros presentan un comportamiento recalcitrante con 0 % de
enraizamiento incluso bajo etiolacion, lo que resalta la necesidad del desarrollo

de protocolos especializados para cada genotipo (Gleeson et al., 2016).
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2.8 Auxinas: mecanismos y aplicaciones
2.8.1 Transporte

El transporte de auxinas es un proceso fundamental para el desarrollo vegetal,
regula funciones como el crecimiento, los tropismos y la diferenciacién celular
(Robert & Friml, 2009). Las auxinas enddgenas, como el acido indol-3-acético
(AIA) y el acido indol-3-butirico (AIB), dependen de un sistema especializado de
proteinas transportadoras para su distribucion polar (Lui et al., 2012). Entre estas
proteinas destacan las PIN-FORMED (PIN), que se localizan asimétricamente en
la membrana plasmatica y dirigen el flujo de auxinas mediante fosforilacion
(Janacek et al., 2024; Zhou & Luo, 2018). Los transportadores AUX1/LAX facilitan
la entrada de auxinas en células especificas, crucial para la carga en tejidos
vasculares y su descarga en raices (Marchant et al., 2002), mientras que los
transportadores ABCB regulan la salida y trabajan en conjunto con las proteinas
PIN para mantener gradientes tisulares (Hammes et al., 2021). El AIA exhibe un
transporte polar dominante en hipocotilos y raices, mientras que el AIB muestra
una menor movilidad que es dependiente de su conversion enzimatica a AlA
(Rashotte et al., 2003).

Las auxinas sintéticas, como el acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y el acido
naftalenacético (ANA), siguen vias de transporte similares, pero con diferencias
clave. Aunque utilizan los mismos transportadores (PIN, AUX1/LAX), la
interaccidn con estas proteinas es menos especifica, lo que afecta su patron de

transporte y efectos fisiologicos (Lin & Sauter, 2019).

Mientras las auxinas enddgenas regulan procesos naturales como la arquitectura
radical, las sintéticas se emplean para inducir respuestas controladas, como la
formacion de raices adventicias. Este proceso esta mediado por mecanismos
especificos para cada tipo de auxina. En estacas de té (Camellia sinensis), el
ANA reduce las concentraciones enddgenas de AlA y citocininas, mientras activa
genes rizogeénicos clave (ARF, GH3). Sin embargo, en dosis excesivas el ANA

pueden inhibir el crecimiento radical, lo que resalta la importancia de una
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concentracion precisa (Wang et al., 2022). Por el contrario, el AIB en la misma
especie eleva los niveles de AIA y citocininas, lo que sugiere vias regulatorias

distintas durante la formacion de raices (Zhou et al., 2025).

El pH desempefia un papel critico en el transporte de auxinas (Lomax, 1985). En
el apoplasto acido (pH ~5.5), las auxinas como AlA, AIB y ANA se encuentran en
su forma no ionizada (lipofilica), lo que permite su difusién pasiva a través de
membranas (Clark & Goldsmith, 1987). Al ingresar al citoplasma neutro (pH ~7.2),
se ionizan y para movilizarse requieren de simportadores de protones (Gutknecht
& Walter, 1980). Las formas ionizadas son exportadas por proteinas como PIN y
ABCB, dependientes de gradientes electroquimicos (Clark & Goldsmith, 1987).
Las diferencias en las velocidades de transporte de las auxinas (AlA: 7.5 mm/h;
ANA: 6.7 mm/h; AIB: 3.2 mm/h) reflejan su estabilidad y afinidad por los
transportadores (Epstein & Ludwig-Mduller, 1993).

En plantas lefiosas, el ANA es una herramienta valiosa para su propagacion.
Ademas de modular los niveles hormonales, también activa redes génicas
implicadas en la sefializacion del &cido jasmonico y el desarrollo radical (Du et
al., 2024). Estudios transcriptémicos en té identificaron genes Hub como CSLD2
y SAUR21, esenciales para la formacion de raices adventicias bajo tratamiento
con ANA. No obstante, su eficacia depende del equilibrio entre concentracion, pH
del medio y especificidad tisular (Wang et al., 2024).

2.8.2 Mecanismos moleculares y regulacion hormonal

El enraizamiento adventicio en especies lefiosas es un proceso coordinado por
mecanismos moleculares, regulacion hormonal y actividad enziméatica, donde las
auxinas (IAA, IBA y NAA) actian como eje central (Pacurar et al., 2014). A nivel
molecular, el AIA activa directamente genes como PIN1 (transportador de eflujo
de auxinas) y ARF8 (factor de respuesta a auxinas), esenciales para establecer
gradientes de auxinas y desencadenar la division celular que conduce a la
formacion de los primordios de raiz (Zhu et al., 2023). El AIB, precursor del AlA,

se convierte en auxina activa mediante -oxidacion en peroxisomas, este proceso
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libera AIA de forma sostenida que induce la expresion de genes PIN, cruciales
para el transporte auxinico, asi como genes WOX11 y WOXS5, vinculados a la
totipotencia celular (Song et al., 2024; Fattorini et al., 2017). Por su parte, el ANA,
al ser un analogo sintético, activa receptores como TIR1/AFB sin necesidad de
conversion, confiriendole una capacidad de regulacion masiva de genes
implicados en biosintesis de metabolitos secundarios y transduccién hormonal
(Munir et al., 2021).

La regulaciébn hormonal se basa en el equilibrio dinamico entre auxinas y otros
reguladores de crecimiento. El AIB incrementa los niveles endogenos de AlIA 'y
acido giberélico (AGs) mientras reduce el 4cido abscisico (ABA), para favorecer
una relacion AIA/ABA 6ptima para el enraizamiento (Shao et al., 2017; Khan et
al., 2024). En contraste, el ANA suprime la sintesis de AIA enddgeno y citocininas
para alterar el balance hormonal hacia un estado pro-enraizante (Wang et al.,
2022). Estas interacciones modulan la expresion de genes Aux/IAA, que actdan
como represores de la sefializacién auxinica hasta su degradacion, y permiten la

activacion de genes ARF (Feng et al., 2012).

La actividad enzimética complementa estos procesos. El AIB induce enzimas
antioxidantes como peroxidasa (POD) y polifenol oxidasa (PPO), que reducen
especies reactivas de oxigeno (ROS) durante la lignificacion celular, como se ha
seflalado en Magnolia biondii (Khan et al., 2024). Por su parte el ANA, en
concentraciones bajas, estimula AlA-oxidasa (IAAOx) y POD, pero en exceso las
inhibe y afecta la calidad de las raices (Faghihi et al., 2013). Ademas, todas las
auxinas modulan enzimas proteasas que degradan inhibidores hormonales
(Aux/IAA), y optimizan el ambiente celular para la formacion de los primordios de
raiz (Li et al., 2016; Yang et al., 2016; Vain et al., 2019).

2.8.3 Respuestas ambientales, estabilidad y aplicaciones

La eficacia de las auxinas en el enraizamiento adventicio de especies lefiosas
estd fuertemente relacionada con su estabilidad quimica y su sensibilidad a

factores ambientales. En particular, el AIA presenta una alta susceptibilidad a la
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fotodegradacion por exposicion a la luz y a la inestabilidad en medios con pH
alcalino, condiciones que favorecen su degradacion enzimatica por accion de
AlA-oxidasas, lo que limita eficacia cuando se aplica de forma exdgena en
protocolos de propagacion (Epstein & Ludwig-Muller, 1993). Sin embargo, en
algunas especies como Cedrela fissilis, los niveles enddgenos de AIA son
suficientes para activar mecanismos moleculares que logran un enraizamiento
exitoso (Ribeiro et al., 2021). El AIB, es una auxina mas estable y resistente a la
degradacion, se adapta mejor a entornos variables, su conversién gradual a AlA
en peroxisomas permite una liberacion sostenida, ideal para esquejes en
condiciones de etiolacion o sustratos acidos, como en Betula pendula (Wynne &
McDonald, 2002). Esta estabilidad ha favorecido el uso estandar de esta auxina
en la propagacion de frutales (Song et al., 2024). Por otro lado, el ANA, es
extremadamente estable y no depende de conversién enziméatica, es eficaz en
ambientes adversos (salinidad, sequia) y especies recalcitrantes como Robinia
pseudoacacia y Eucalyptus grandis, donde induce una expresion génica masiva
y activa vias de estrés (Munir et al., 2021; Abu-Abied et al., 2012). No obstante,
su potencia exige una dosificacion precisa, ya que concentraciones elevadas
inhiben enzimas antioxidantes (POD, PPO) y causan fitotoxicidad, como se ha

documentado en manzano (Faghihi et al., 2013).
2.8.4 Las auxinas en la propagacion clonal de aguacate

En la propagacion clonal de aguacate se han empleado auxinas en
concentraciones variables. El acido indol-3-butirico (AIB), destaca por ser la mas
utilizada, y se ha aplicado desde 500 hasta 10,000 ppm, en una variedad de
técnicas de aplicacion que van desde formulaciones liquidas (Rogel-Castellanos
et al., 2000; Mindéllo-Neto et al., 2006; Li et al., 2024b), pastas de lanolina
(Young, 1961), astillas de madera impregnadas (Barrientos et al., 1986) y polvos
0 geles comerciales (Cutting & Van Vuuren., 1988; Prabhu et al., 2017). El
extenso uso del AIB se caracteriza por la aplicacion en su forma acida y su sal
potasica (KAIB) (Gustafson & Kadman, 1969; Duman et al., 2020).
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Adicionalmente, se ha analizado el efecto de otras auxinas como el &cido
naftalenacético (ANA) y el indol-3-acético (AlA) (Gustafson & Kadman, 1969;
Salazar-Garcia et al., 2004). Sin embargo, la eficacia de estos compuestos ha
mostrado una notable variabilidad, condicionada por factores como la
concentracion utilizada, las técnicas de propagacion aplicadas y las

caracteristicas genéticas especificas de cada genotipo.

La eficacia del AIB varia drasticamente segun la concentracion empleada vy el
genotipo objetivo. Por ejemplo, en portainjertos de raza mexicana como ‘Gvar-
Am 13’, aplicaciones de 500 ppm de AIB en su forma de sal potasica (KIBA)
alcanzaron 70 % de enraizamiento, mientras que en genotipos antillanos como
‘Fuchs 20’, la misma concentracion solo logré 5 % de éxito (Gustafson & Kadman,
1969). Este contraste destaca la necesidad de ajustar las concentraciones segun
las caracteristicas fisiologicas y genéticas de cada genotipo ya que la relacion
entre la concentracion de AIB y el éxito de enraizamiento no sigue un patrén
lineal, sino que depende criticamente del genotipo. Por ejemplo, en ‘Duke 7’, con
una concentracion de 2,500 ppm de AIB se alcanzé 55 % de enraizamiento (Li et
al., 2024b), mientras que en ‘Fuerte’, una concentracion cinco veces menor (500
ppm) permitié lograr 47.5 % de efectividad (Mindéllo-Neto et al., 2006). Esto
indicé que, aunque la concentracién aplicada a ‘Duke 7’ fue significativamente
mayor, la mejora en el porcentaje de éxito fue marginal (+7.5 %), por lo tanto,
factores adicionales a la concentracion de auxinas como el raza del genotipo, y
condicion fisiolégica de la planta madre tendrian un papel determinante en el

enraizamiento.

Por su parte, el uso de ANA ha mostrado resultados variables, generalmente
inferiores al AIB, tanto en aplicaciones unicas como combinadas. En selecciones
de portainjertos de raza mexicana una mezcla de AIB (2,000 ppm) + ANA (1,000
ppm) logré un enraizamiento promedio de 66 %, con respuestas que variaron
entre 10 y 100 % segun el genotipo (Salazar-Garcia et al., 2004). No obstante,
en otras investigaciones el ANA a 500 ppm aplicado a ‘Gvar-Am 13’ (raza

mexicana), mostré 35 % de éxito frente al 70 % alcanzado con KIBA (Gustafson
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& Kadman, 1969). Este contraste se acentua en genotipos antillanos como ‘Fuchs
20’, donde el ANA mostrd una efectividad aun menor (15-40 %) bajo condiciones
similares (Gustafson & Kadman, 1969). Estos resultados sugieren que el ANA
puede ser complementario al AIB en ciertos contextos, pero su uso en solitario
se ha explorado poco, posiblemente debido a su limitado desempefio en

genotipos de dificil enraizamiento como ‘Hass’ (Khawas & Upadhyay, 2022).

En lo referente al acido indol-3-acético (AlA) ha demostrado ser la auxina menos
eficaz para la propagacion del aguacate. En ‘Hass’, aplicaciones de 2,000 ppm
de AIA en pasta de lanolina no indujeron enraizamiento alguno (Young, 1961).
Mientras que resultados limitados se observaron en ‘Fuerte’, donde el acodo
aéreo con AlA logré un 30 % de éxito, aunque este resultado fue inconsistente
en réplicas experimentales (Young, 1961). Esta variabilidad se acentua al
comparar razas. En ‘Gvar-Am 13’ (raza mexicana), el AIA mostré 30 % de
enraizamiento promedio en concentraciones de 10-500 ppm, mientras que en
‘Fuchs 20’ (raza antillana) su efectividad fue minima (10 %). La ineficacia del AIA
se atribuye a su rapida degradacion por enzimas como la AlA-oxidasa, cuya
actividad se ve exacerbada por altos niveles de manganeso (Mn) en los tejidos
foliares, particularmente cuando su concentracién supera 60 ppm (Reuveni &
Raviv, 1981). Estos resultados posicionan al AIA como una opcién secundaria,
que podria ser Gtil solo en combinaciones especificas o genotipos de alta facilidad

de enrizamiento.

La alta dificultad para propagar aguacate impulso, desde la década de 1970, una
transicion desde la dependencia exclusiva de auxinas hacia la integracion de
técnicas complementarias para mejorar el enraizamiento. Entre estas, la
etiolacion se ha posicionado como un factor determinante para incrementar la
eficiencia de las auxinas (Frolich & Platt, 1972). Por ejemplo, en ‘Dusa’, brotes
etiolados tratados con 2,500 ppm de AIB alcanzaron 82 % de enraizamiento,
frente a menos del 10 % en tejidos no etiolados (Li et al., 2024b). Un contraste
aun mas marcado se observé en ‘Fuerte’ y ‘Colin V-33’, mientras la aplicacion

individual de anillado o AIB + ANA (10,000 ppm + 300 ppm) no generd
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enraizamiento alguno (0 %), la combinacion de estos factores, junto con la
etiolacion, logro efectividad superior al 90 % (Barrientos et al., 1986). Este salto
drastico destaca que la eficacia en el enraizamiento de aguacate no radica en
componentes aislados, sino en su interaccién sinérgica, donde la etiolacién
potenciaria la absorcion de auxinas, el anillado acumula carbohidratos, y las
auxinas estimulan la diferenciacion celular (Reuveni & Raviv, 1981). Ademas,
también pone en evidencia que la respuesta final depende intrinsecamente del

genotipo (Gustafson & Kadman, 1969; Salazar-Garcia et al., 2004).
2.9 Bioestimulantes como potenciadores de la propagacion
2.9.1 Tiposy mecanismos

Los bioestimulantes son un grupo diverso de sustancias y microorganismos que
modifican los procesos fisioldgicos en las plantas para mejorar el crecimiento,
desarrollo y respuestas al estrés de las plantas sin proporcionar directamente

nutrientes como los fertilizantes tradicionales (Dubey & Sharma, 2023).
2.9.1.1 Inoculantes microbianos

Los inoculantes microbianos, compuestos por bacterias y hongos beneficiosos,
desempefian un papel clave en la mejora de la absorcion de nutrientes y el
crecimiento vegetal mediante el fomento de comunidades microbianas en la
rizosfera (Nehul et al., 2024). Entre estos, Trichoderma harzianum destaca por
sus multiples efectos positivos en las plantas (Gupta, 2020). Este hongo no solo
incrementa la ramificacion y el area superficial de las raices para mejorar la
absorcion de agua y nutrientes, sino que también solubiliza minerales del suelo y
libera reguladores de crecimiento, como compuestos similares al acido indol-3-
acético (AlA) y compuestos organicos volatiles que estimulan el desarrollo radical
(Gupta, 2020; Shahnaz et al.,, 2022; Contreras-Cornejo et al., 2024). Estas
caracteristicas lo convierten en un recurso valioso, especialmente en condiciones

de deficiencia nutrimental (Contreras-Cornejo et al., 2024).
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Ademas de sus beneficios en la nutricidbn vegetal, Trichoderma harzianum es
ampliamente reconocido por su capacidad para activar mecanismos de defensa
como la resistencia sistémica adquirida (RSA), mediante le modulacion de vias
hormonales clave como el acido salicilico, el &cido jasmonico y el etileno (Khan
et al., 2023). Ademas, estimula la produccién de proteinas relacionadas con la
patogénesis (PRP) y enzimas como la quitinasa, cuya accion permite degradar
la quitina de las paredes celulares de hongos fitopatdgenos, mecanismo
mediante el cual se inhibe su desarrollo (Xiao et al., 2023). Estas quitinasas, junto
con otros metabolitos antifUngicos como peptaiboles y gliotoxina, confieren a
Trichoderma un efecto biocontrolador frente a patdégenos de los géneros
Fusarium, Sclerotinia, Rhizoctonia y Pythium (Zeilinger et al., 2016; Almaghasla
et al., 2023).

En el cultivo de aguacate, diverso estudios han demostrado que Trichoderma
mejora significativamente la sanidad y el vigor vegetal. En condiciones
controladas y de campo, he mostrado eficacia en la supresion de Phytophthora
cinnamomi, agente causal de la tristeza del aguacate, mediante competencia por
espacio y nutrientes, micoparasitismo e induccién de respuestas de defensa de
la planta (Gastafiadui et al., 2021; Lépez-Lopez et al., 2022; Ayyandurai et al.,
2024). Ademas, ha mostrado potencial para mejorar el crecimiento radical, la
tolerancia el estrés abidtico y el rendimiento del cultivo (Natsiopoulos et al., 2024;
Ayyandurai et al., 2024).

En condiciones de estrés abidtico, como sequia o salinidad, T. harzianum ha
demostrado ser eficaz al regular vias metabdlicas asociadas al aumento de la
sintesis de compuestos antioxidantes (Mona et al., 2017; Singh et al., 2024).
Estudios recientes confirman su papel en la mejora de la tolerancia a la sequia,
gue permiti6 mayores rendimientos con menor demanda hidrica (Cs6t6 et al.,
2024). Sin embargo, pese a sus ventajas documentadas, los mecanismos
moleculares exactos aun no se comprenden en su totalidad. Asimismo, su

eficacia varia segun las condiciones ambientales y las especies vegetales, lo que
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sugiere la necesidad de desarrollar aplicaciones especificas para optimizar sus
beneficios (Shahnaz et al., 2022).

Otro tipo de hongos bioestimulantes con importantes efectos en el crecimiento
vegetal son las micorrizas, en particular los hongos micorricicos arbusculares se
destacan por establecer asociaciones simbidticas con las raices, estos hongos
expanden la superficie de absorcion radical, lo que se traduce en una mayor
captacion de nutrientes esenciales como fosforo, nitrdgeno y potasio (lgiehon &
Babalola, 2017; Akpodé et al., 2022). En cultivos basicos como maiz, se ha
documentado que la aplicacién de consorcios micorricicos increment6 en 45.87
% en rendimiento en comparaciéon de las plantas no inoculadas (Akpode et al.,
2022). Ademés, los hongos micorricicos arbusculares incrementan la tolerancia
de las plantas a condiciones de estrés abiético, como sequia, salinidad y metales
pesados e incluso actian como agentes bioprotectores frente a patdégenos del
suelo (Sun & Shahrajabian, 2023).

2.9.1.2 Acidos htimicos y fulvicos

Los acidos humicos vy fulvicos, derivados de la descomposicién de la materia
organica, desempefian un papel fundamental en la mejora de la estructura del
suelo, la disponibilidad de nutrientes y el desarrollo radical, ademés de contribuir
en la tolerancia de las plantas al estrés (Akdag et al., 2024). Estas sustancias al
optimizar la fertilidad del suelo facilitan el crecimiento de las raices (Atero-Calvo
et al., 2024; Martins et al., 2024). Estudios recientes demuestran que su
aplicacién aumenta significativamente la concentracion de nutrientes esenciales,
como potasio y fosforo, que se traduce en mejor sanidad e incrementos en la

productividad de los cultivos (Martins et al., 2024; Pillajo et al., 2024).

Ademas de sus efectos sobre el suelo, los acidos humicos y fulvicos modulan
vias hormonales clave en las plantas, particularmente aquellas relacionadas con
auxinas y citocininas, las cuales regulan procesos criticos de crecimiento y
desarrollo (Rathor et al., 2024). Esta modulacion promueve un mayor crecimiento
de raices y brotes, incluso en condiciones adversas (Atero-Calvo et al., 2024).
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Mediante la activacion de sistemas antioxidantes, estos compuestos también
mejoran la tolerancia de las plantas a estrés abidtico provocado por factores
como sequia, salinidad y exposicion a metales pesados (Veobides-Amador et al.,
2019; Hernandez-Campos et al., 2023; Atero-Calvo et al., 2024). A nivel
metabdlico, inducen cambios significativos, como el aumento en la sintesis de
aminoacidos y la optimizacién de las vias de produccion de energia, los cuales
sustentan tanto el crecimiento vegetal como la respuesta al estrés (Othibeng et
al., 2021). Asimismo, influyen en procesos fisioldgicos clave, que incluyen la
actividad enzimatica, el metabolismo proteico, la fotosintesis y la respiracion, por
lo tanto, pueden contribuir al vigor y rendimiento general de los cultivos (El-
Tahlawy & Ali, 2022).

2.9.1.3 Extractos de algas marinas

Los extractos de algas marinas se derivan de diversas especies de macroalgas
como Ascophyllum, Fucus y Laminaria (EL Boukhari et al., 2020). Estos pueden
ejercer una influencia sobresaliente en el metabolismo vegetal, al modificar
ciertas vias metabdlicas (Ali et al., 2021). Investigaciones recientes revelan que
promueven la acumulacién de metabolitos clave en el ciclo de los acidos
tricarboxilicos (TCA) y en el metabolismo del nitrdgeno, procesos esenciales para

la produccién de energia y el crecimiento vegetal (Tran et al., 2023).

En la accion de estos extractos en el crecimiento vegetal destacan mejoras en la
disponibilidad y absorcion de nutrientes mediante el estimulo del desarrollo
radical. Este efecto se debe en parte a la presencia de hormonas como auxinas
y citocininas, que favorecen el alargamiento y ramificacibn de las raices
(Fleurence, 2022). Ademas, se ha documentado que estos extractos enriquecen
la microbiota de la rizosfera, por lo que mejoran significativamente la fertilidad del
suelo. Esta doble accion sobre la planta y el suelo destaca su valor como

bioestimulantes integrales (Tejasree et al., 2024).

Los extractos de algas marinas contienen compuestos bioactivos de alto valor

fisiologico, destacan antioxidantes y osmoprotectores que cumplen una funcion
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destacada en la mitigacion del estrés oxidativo y el mantenimiento de la
homeostasis celular bajo condiciones de estrés (Tejasree et al., 2024). Entre
estos, los polisacdridos han demostrado capacidad para inducir respuestas
defensivas que incrementan la tolerancia vegetal a factores de estrés biotico o
abidtico (Ali et al., 2021). Adicionalmente, estos extractos exhiben propiedades
como inductores de resistencia sistémica adquirida (SAR), con la capacidad de
activar mecanismos enddgenos de defensa de las plantas frente a patégenos,
mediante este estimulo es posible reducir la desentendencia de pesticidas

quimicos en la produccién agricola (Tejasree et al., 2024).

Los efectos promotores del crecimiento de estos extractos son evidentes en
todas las fases del desarrollo vegetal, desde la germinacion hasta la
postcosecha. Su riqueza en nutrientes esenciales y reguladores del crecimiento
explica su impacto positivo en parametros agronomicos clave como el porcentaje
de germinacion, el desarrollo radical, rendimiento y calidad de frutos (Shayen et
al., 2023; Gautam et al., 2024). Estudios a nivel molecular han demostrado que
los extractos de algas marinas modifican significativamente los patrones de
expresion génica y los perfiles metabdlicos de las plantas, lo que explica su
capacidad para mejorar simultaneamente la productividad y la resistencia al
estrés (Sujeeth et al., 2022).

A pesar de estos avances, persisten importantes interrogantes sobre los
mecanismos moleculares precisos que regulan los efectos bioestimulantes de
estos extractos. La variabilidad observada en diferentes estudios podria atribuirse
a factores como la diversidad en los métodos de extraccion, las especies de algas
utilizadas y las variedades vegetales tratadas (EL Boukhariet al., 2020; Vaghela
et al., 2023).

2.9.1.4 Hidrolizados de proteinas y aminoacidos

Los hidrolizados de proteinas son mezclas de aminoacidos libres, oligopéptidos
y polipéptidos, resultantes de la hidrolisis parcial de proteinas de fuentes
animales o vegetales (Malécange et al., 2023). Estos compuestos optimizan la
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absorcion y uso eficiente de nutrientes mediante la estimulacion del metabolismo
del carbono y nitrogeno (Colla et al., 2017). Su aplicacion incrementa la actividad
fotosintética a través de la regulacion de vias metabdlicas y procesos redox, que
se traducen en mayor produccion energética y crecimiento vegetal (Sun et al.,
2024). Estudios recientes demuestran que aminoacidos como glutamina y
asparagina promueven la expansion foliar incluso en presencia de nitrato,
indicativo de la existencia de efectos sinérgicos con fertilizantes convencionales
(Lardos et al., 2024).

Estos compuestos mejoran la resistencia a estreses abidticos (salinidad, sequia,
metales pesados) mediante la activacion de mecanismos protectores como
sistemas antioxidantes y ajuste osmaético (Malécange et al., 2023). Aminoacidos
como prolina y metionina han demostrado una eficacia destacada para mitigar
efectos de la salinidad (Abdelkader et al., 2023). Ademas, presentan actividad
similar a hormonas como auxinas y giberelinas, al modular vias biosintéticas
cruciales que promueven el crecimiento de raices y brotes con lo cual mejoran la
productividad de los cultivos. Asimismo, se ha observado un enriquecimiento de
en rutas relacionadas con la respuesta celular al estrés oxidativo y a especies

reactivas de oxigeno (Colla et al., 2017; Barnabas et al., 2020).

Los hidrolizados de proteinas inducen una reprogramacion metabdlica que afecta
a metabolitos secundarios, lipidos y fitohormonas, que mejoran la resiliencia
vegetal (Zhang et al., 2023). Paralelamente, modifican favorablemente el
microbioma de la rizosfera, ya que actlan como sustrato para microbios
beneficiosos que crean relaciones simbioticas mediante las cuales las plantas
mejoran la absorcion de nutrientes y agua (Colla et al., 2017; Costa et al., 2024).
Sin embargo, su eficacia varia en funcion de factores como fuente proteica,
método de produccion y especie vegetal, por lo que las estrategias para su
aplicacién deben ser especificas (Costa et al., 2024). Aunque sus beneficios
estdn ampliamente documentados, persisten interrogantes sobre sus
mecanismos moleculares precisos (Malécange et al., 2023; Paskovi¢ et al.,
2024).
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2.9.2 Efectos delos bioestimulantes en plantas madre de especies lefiosas

El manejo adecuado de plantas madre es fundamental para garantizar el éxito en
la propagacion vegetativa de especies lefiosas. Estudios demuestran que la
fertilizacion tiene efectos diferenciados que mejoran significativamente la
acumulacion de biomasa y la capacidad de enraizamiento (Kaur et al., 2024),
ademas el manejo de las plantas madre puede optimizar parametros radicales
como longitud, area y volumen, especialmente durante periodos especificos del
crecimiento de las plantas (Martinez-Alonso et al., 2012)

Los bioestimulantes han emergido como herramientas valiosas para mejorar la
propagacion vegetativa. Estos compuestos han demostrado ser particularmente
efectivos para potenciar el enraizamiento adventicio, una limitante critica
frecuente en especies lefiosas. El &cido indol-3-butirico (IBA) en sinergia con
extractos de algas marinas han mostrado resultados promisorios en portainjertos
de vid (Brighenti et al., 2023) y en especies como Abies gracilis, donde redijeron
el tiempo de enraizamiento (Trofimuk et al., 2019) a partir de la modulacion de
hormonas enddgenas clave para el desarrollo radical (Kaur et al., 2024).

Ademas de promover el enraizamiento, los bioestimulantes juegan un papel
notable en la mitigacion del estrés abidtico. En condiciones adversas como
sequia o temperaturas extremas (>40 °C), estos compuestos mejoran
parametros fisioldgicos como la conductancia estomatica y el contenido relativo
de agua en las hojas, tal como se ha documentado en olivo (Graziani et al., 2022).
Sin embargo, su efecto antioxidante puede extenderse a la etapa de
enraizamiento. Sustancias como los acidos humicos han demostrado capacidad
para promover el enraizamiento mediante cambios enzimaticos antioxidantes y
los niveles hormonales enddgenos (Elmongy et al., 2018). A pesar de ello, es
importante considerar que la efectividad de estos compuestos muestra
variabilidad en relacién con multiples factores, que incluyen composicion, especie
vegetal objetivo y condiciones ambientales y no siempre logran efectos
destacados en la propagacion vegetativa de especies lefiosas (Popenoe et al.,
2017).
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2.10 Limitaciones

La propagacion clonal de portainjertos de aguacate enfrenta desafios
significativos que condicionan su adopcion a gran escala. En primer lugar, la falta
de protocolos estandarizados adaptados a portainjertos comerciales genera
inconsistencias en la eficiencia del enraizamiento y dificulta la reproducibilidad
para multiplicarlos de forma masiva. Este problema se acentla debido a la
variabilidad genética intrinseca de ciertos genotipos, como los pertenecientes a
las razas antillana y guatemalteca, que muestran respuestas heterogéneas a la
etiolacion y aplicacion de auxinas. Ademas, métodos tradicionales, como el
enraizamiento de estacas, presentan baja eficiencia (menos del 30 % en

promedio), lo que limita su uso a nivel comercial.

Por otro lado, los altos costos de produccién en los métodos comerciales
asociados a infraestructuras especializadas (camaras de etiolacion, sistemas de
control climatico) y manejo preciso de reguladores de crecimiento representan
una barrera econdémica, especialmente para viveros pequefios con recursos
técnicos limitados. Técnicas innovadoras como ‘Allesbeste’, aunque eficaces,
requieren inversiones sustanciales en tecnologia y capacitacion, lo que restringe
su implementacion en regiones con menor capacidad financiera. A esto se suma
la dependencia de condiciones ambientales controladas (humedad relativa del
70-80 %, temperaturas entre 16—32 °C), que incrementan los costos operativos

y reducen la flexibilidad en entornos variables.

Finalmente, la recalcitrancia al enraizamiento de tejidos maduros y la pérdida
progresiva de rasgos juveniles en plantas madre adultas condicionan la
disponibilidad de material vegetal 6ptimo para la propagacion. Aunque técnicas
que inducen el rejuvenecimiento temporal como el microinjerto y la re-injertacion
sucesiva podrian mitigar parcialmente este problema, su efecto efimero y la
necesidad de manejo continuo dificultan su integracion en sistemas productivos

a gran escala.
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2.11 Conclusiones

En el contexto de la produccion actual de aguacate, la propagacion clonal de
portainjertos se presenta como una estrategia clave para garantizar huertos
homogéneos, productivos y tolerantes a estreses bidticos y abibticos. Los
avances en técnicas como ‘Brokaw’ y ‘Allesbeste’ han revolucionado el sector al
mejorar la eficiencia de enraizamiento (hasta 82 % en genotipos como ‘Dusa’),
reducir tiempos de produccion y facilitar la exportacion de material vegetal
certificado. Sin embargo, su éxito depende criticamente de la sinergia entre
factores como la etiolacion, la aplicacion de auxinas (AIB predominantemente) y

el manejo agrondmico de plantas madre.

A nivel fisiolégico y molecular, se ha demostrado que el enraizamiento adventicio
esta regulado por una red compleja de hormonas (auxinas, citocininas, etileno),
genes rizogénicos (ARF, WOX, SCR) y microARNs (miR160, miR167), cuya
expresion varia segun la edad del tejido y las condiciones ambientales. La
etiolacion, optimiza la homeostasis hormonal y metabdlica, incrementa la
disponibilidad de carbohidratos y reduce la lignificacion, factores que en conjunto

favorecen la organogénesis radical.

No obstante, subsisten diferencias entre la investigacion y su aplicacion
industrial. Para nivelar estas diferencias, es prioritario desarrollar protocolos
estandarizados de alta efectividad que integren formulaciones auxinicas
adaptadas a cada genotipo y el manejo agrondmico de las plantas madre
donadoras de vareta a partir de alternativas novedosas como la aplicacion de
compuestos bioestimulantes (como Trichoderma harzianum o extractos de algas

marinas) que potencien la rizogénesis y la calidad del enraizamiento.

Los portainjertos clonales representan el futuro de la produccion moderna de
aguacate, su adopcién masiva demanda de investigacion para el desarrollo de
protocolos eficientes y asequibles adaptados a portainjertos especificos, que
junto con la transferencia tecnoldgica a viveros productores permitan asegurar la

sostenibilidad y competitividad de este cultivo.
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Abstract: Clonal propagation of avocado rootstocks through etiolated shoot rooting represents a key strategy to
enhance genetic uniformity, plant health, and productivity in commercial orchards. However, its success largely
depends on the rooting phase, where auxins play a critical role. This study evaluated the effect of auxin-based
rooting agents (types and concentrations) on root induction and quality in etiolated shoots of the ‘Duke 7’
rootstock. Five agents (IAA, NAA, IBA, K-IBA, and IBA + NAA combination) were tested at three concentrations
(24.6, 34.4, and 44.2 mM) under a completely randomized factorial design (5 x 3) with three replicates per
treatment. Morphological variables included rooting percentage, survival rate, root number/length/diameter,
secondary root development, callus formation, and root quality index (RQl). Results revealed significant effects of
agent type, concentration, and their interaction. NAA (34.4 mM) was the most effective for root number (55.3)
and RQI (154.9 cm), albeit with high callus formation and reduced secondary roots. The IBA + NAA combination
(34.4 mM) also showed high RQl (140.4 cm), with greater root length and less negative impact on root architecture.
IBA alone achieved 100 % rooting with moderate root development, balancing efficacy and physiological tolerance.
Overall, intermediate concentrations of NAA and IBA + NAA yielded optimal results. These findings can refine
clonal propagation protocols for ‘Duke 7’, with direct applications in commercial nurseries producing high-
performance rootstocks.

3.1 Introduction

Commercial avocado trees result from the combination of tissues from two distinct plants: a scion that
forms the canopy and a rootstock that provides the root system (Gleeson et al., 2016). This propagation
technique enables cultivars to achieve early productivity while preserving their phenotypic traits, even

when grafted onto juvenile plants (Melnyk, 2017).
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In Mexico, commercial avocado nursery production primarily relies on seed-propagated rootstocks
derived from native trees exhibiting broad yet poorly characterized genetic diversity (Salazar-Garcia et al.,
2004a). This genetic variability leads to heterogeneous tree growth (Medina-Urrutia et al., 2017) and
increased susceptibility to diseases, pests, and abiotic stressors such as drought, salinity, or nutrient
imbalances (Salazar-Garcia et al., 2004a). Furthermore, rootstock type has been documented to directly
influence key agronomic parameters including yield, tree size and vigor, as well as fruit quality and

postharvest life (Barrientos-Priego, 2017).

The most effective strategy to mitigate issues arising from genetic heterogeneity involves using clonal
rootstocks (Salazar-Garcia et al., 2004b; Cohen et al., 2023). Although avocado trees grafted onto clonal
rootstocks are more expensive than those on seedling rootstocks (Cohen et al., 2023), certain Mexican
production areas affected by Phytophthora cinnamomi Rands (Sanchez-Gonzalez et al., 2019), clay soils
(Salazar-Garcia et al., 2015), alkaline pH, and soil salinity (Medina-Urrutia et al., 2017) would significantly

benefit from their implementation.

While clonal rootstocks can standardize production, they present inherent technical limitations,
particularly during the rooting phase (Ernst, 1999; Gleeson et al.,, 2016). Current commercial
methodologies for clonal propagation of avocado species are primarily derived from the technique
established by Frolich and Platt (1972). This approach, albeit with potential minor modifications, involves
performing air layering on an etiolated shoot, separating it from the mother plant once a root system
develops, and grafting the commercial cultivar during the rooting phase when stem diameter permits

(Ernst, 1999).

The formation of adventitious roots in woody species such as avocado is regulated by the balance of
growth regulators, with auxin application being one of the most effective strategies to promote rooting

(zhao et al., 2022). Synthetic auxins like indole-3-butyric acid (IBA) and 1-naphthaleneacetic acid (NAA)
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serve as the primary regulators of adventitious root formation through complex interactions that

modulate metabolic, transport, and signaling processes (Lakehal and Bellini, 2019).

Recent studies demonstrate that auxin type and concentration influence rooting quality through
mechanisms such as molecular stability, transport, and metabolite conjugation (Damodaran and Strader,
2019; Gomes and Scortecci, 2021). However, current avocado propagation protocols remain based on
classical work (Frolich and Platt, 1972), typically limited to IBA application at 7000 mg-L? (Ernst, 1999),
without considering the efficacy of other auxin types or concentrations. Furthermore, few recent studies

have explored these aspects (Li et al., 2024) for standard rootstocks like 'Duke 7'.

In this context, the objective of this study was to evaluate the effect of different auxin types and
concentrations on root induction and rooting quality in etiolated shoots of the 'Duke 7' rootstock. This
work aims to establish an efficient vegetative propagation protocol to enhance production of clonal
avocado rootstocks in Mexico, thereby improving genetic uniformity and resilience of commercial

plantations.

3.2 Materials and Methods

3.2.1 Experimental site and plant material
This study adopted the propagation method proposed by Hofshi (1996) and Ernst (1999), adapted to the
environmental conditions of a greenhouse located in Chapingo, Texcoco, State of Mexico (19.4904322, -

98.8734917) at 2264 meters above sea level. The research was conducted during 2022 and 2023.

Nurse plants were produced using West Indian avocado seeds (70 * 17.4 g) from Veracruz, a size
determined optimal for etiolated shoot development during rooting (Castro et al., 2021). Seeds were sown
on November 1, 2022, in 1000 cm? polyethylene bags filled with a 1:1:1 (v/v/v) substrate mixture of peat
moss, volcanic rock, and perlite. Plants received light irrigation and preventive applications of fungicide
(benomyl 1 g L™") and insecticide (imidacloprid 1 mL L™) until grafting.
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On February 17, 2023, nurse plants were grafted with mature 'Duke 7' buds at 5 cm above substrate level,
retaining only two buds per scion. Graft wounds were sealed with polyvinyl acetate resin to prevent
desiccation. During graft union formation, buds were covered with transparent polyethylene bags (5 x 8

cm) which were removed when plants were transferred to the etiolation chamber.

3.2.2 Experimental establishment

Once etiolated shoots reached 25-30 cm in length (Ernst, 1999), treatments were applied. At the base of
each shoot, air layering was performed using a cutting blade periodically disinfected with ethanol (70 %).
A wound of approximately 2 cm in length was caused, to which 100 pL of rooting hormone was applied.

Each treated shoot was then placed in a 150 cm?® transparent plastic container filled with coconut coir dust.
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Fig. 1 - Average monthly ambient temperature and relative humidity variation during the experimental
period.

The treated plants were maintained in a shaded area within the greenhouse and watered periodically to
maintain adequate moisture levels in both the air-layering substrate and the nurse plant's growing

medium. All rooting formulations were prepared fresh on the day of treatment application and were not
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stored for subsequent use, ensuring consistent hormone activity and concentration for each experimental
unit. During the study period, greenhouse conditions exhibited natural variability, with mean
temperatures gradually increasing from 16.3 to 23.7 °C while relative humidity fluctuated between 54 %

and 64 % (Fig. 1).

3.2.3 Experimental design

The study employed a completely randomized factorial design (5 x 3) with three replications per
treatment. Each experimental unit consisted of three air-layered plants. The first factor represented auxin
type with five levels, while the second factor comprised three concentrations: 24.6, 34.4, and 44.2 mM
(Table 1). This design enabled systematic evaluation of 15 treatment combinations under standardized

conditions.

Table 1- Experimental treatments: auxin types and concentrations evaluated in the rooting of ‘Duke 7'
avocado rootstock etiolated shoots.

Treatment
Rooting agent (auxin type) Concentrations (mM)
Indole-3-acetic acid (IAA, Sigma®) 24.6,34.4,44.2
1-naphthaleneacetic acid (NAA, Sigma®) 24.6,34.4,44.2
Indole-3-butyric acid (IBA, Sigma®) 24.6,34.4,44.2
Potassium salt of indole-3-butyric acid (K-IBA, Sigma®) 24.6,34.4,44.2
Combination of IBA + NAA (Dip’N Grow®) 24.6,34.4,44.2

For each treatment, 20 mL of solution was prepared using distinct protocols according to auxin type. The
potassium salt of indole-3-butyric acid (K-IBA) and commercial IBA+NAA formulation (Dip'N Grow®) were
prepared exclusively with distilled water. For other auxins (IAA, NAA, IBA), a two-step dissolution was
employed: initial solubilization in 96 % ethanol (5 mL for 24.6 mM, 7 mL for 34.4 mM, or 9 mL for 44.2
mM) followed by volume completion with distilled water. This methodology ensured complete auxin

solubility while maintaining precise target concentrations across all experimental treatments.
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3.2.4  Evaluated variables

Eighty days after treatment application, the air-layered shoots were carefully separated from nurse plants
and the substrate adhered to the roots was removed through water immersion with intermittent manual
agitation. Quantitative assessments included: shoot survival (percentage of viable shoots), rooting success
(proportion of shoots that emitted at least one root of 0. 5 cm in length or more), root number (mean per
rooted shoot), root dimensions (length and diameter of five primary roots measured with Mitutoyo®
digital caliper, £0.01 mm precision), secondary root development (percentage of shoots with secondary
roots), callus formation (percentage of shoots showing callus at wound site), and the Root Quality Index
(RQl) calculated as the product of mean root number and average length (cm). This comprehensive
evaluation protocol enabled systematic comparison of treatment effects on both root initiation and

development.

3.2.5 Statistical analysis

For statistical analysis, mean values per experimental unit were used. The data were processed using the
GLM procedure in SAS® statistical software (SAS OnDemand for Academics, version 3.1.0; SAS, 2021).
Variables expressed as proportions or percentages were subjected to arcsine square root transformation

of the original decimal fraction values to meet assumptions of normality and homogeneity of variances.

Following analysis of variance (ANOVA), when significant differences (P<0.05) were detected for treatment
effects or their interactions, means were compared using Tukey's test. Data values were back-transformed

to their original units for presentation and interpretation.

The statistical model applied was as follows:

Yij=u+Ai+Cj+ACij+gij

where: Y;; is the value of the variable evaluated with the i-th rooting agent and the j-th concentration; u

is the overall mean; E; is the fixed effect of the i-th rooting agent; C; is the fixed effect of the i-th
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concentration; AC;; is the fixed effect of the interaction of the i-th rooting agent with the j-th

concentration; and &j is the experimental error.

3.3 Results and Discussion

The experimental results demonstrate the significant influence of auxin type and concentration on root
development in etiolated shoots of avocado rootstock 'Duke 7'. Our findings reveal distinct morphological
responses to different auxin treatments, with particular combinations showing optimal performance in
root initiation and development. These outcomes are analyzed through three critical lenses: their
physiological implications for adventitious root formation, practical applications for commercial clonal
propagation systems, and comparative relevance to established literature in avocado propagation. The
data presentation focuses on treatment efficacy across measured parameters including rooting
percentage, root architecture features, and callus formation patterns, providing a comprehensive

evaluation of auxin effects on this economically important rootstock cultivar.

3.3.1 Analysis of variance

Analysis of variance revealed significant differences (P<0.05) among treatments for most evaluated
variables, confirming the influence of auxin type and concentration on adventitious root development in
etiolated avocado shoots. Specifically, the rooting agent type showed highly significant effects on root
quality index (P<0.001), root number (P<0.001), root length (P<0.01), and callus formation (P<0.01).
Concentration significantly affected only root number (P<0.01), while the Rooting agent x Concentration
interaction was significant for survival rate, rooting percentage, root length and diameter, and secondary

root presence (P<0.05) (Tables 2 and 3).
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Table 2- Mean squares obtained in the analysis of variance to evaluate the effect of five rooting agents
and three concentrations on variables related to the rooting of etiolated shoots of avocado
rootstock 'Duke 7'.

Rooting
Variation source DF SSP - PCP
Percentage Quality Index
Rooting agent (A) 4 0.135NS 0.133 NS 89156.6 *** 0.987 **
Concentration (C) 2 0.067 NS 0.046 NS 8474.8 NS 0.488 NS
AxC 8 0.269 * 0.135 * 12153.5 NS 0.183 NS
Experimental error 30 0.253 0.057 40686.9 0.230

DF: degrees of freedom; SSP: Shoot survival percentage; PCP: Percentage of callus presence; NS: Not significant (P>0.05); *
Significant (P<0.05); **Significant (P<0.01); ***Highly significant (P<0.001); x: Interaction between factors.

These findings demonstrate that both the composition of the rooting agent and its concentration distinctly
influence various aspects of the rooting process, and that their interaction can substantially modify the

morphological response of etiolated shoots.

Table 3- Mean squares obtained in the analysis of variance to evaluate the effect of five rooting agents
and three concentrations on variables related to the rooting of etiolated shoots of avocado
rootstock 'Duke 7'.

o Roots
Variation source DF Number Length Diameter SRP
Rooting agent (E) 4 2545.16 *** 1.154 ** 0.106 NS 2.133 ***
Concentration (C) 2 675.16 ** 0.018 NS 0.012 NS 0.020 NS
ExC 8 128.08 NS 0.460 * 0.283 * 0.431 *
Experimental error 30 133.93 0.120 0.123 0.144

DF: Degrees of freedom; SRP: Secondary roots presence; NS: Not significant (P>0.05); *Significant (P<0.05); **Significant (P<0.01);
***Highly significant (P<0.001); x: Interaction between factors.

3.3.2  Effect of the rooting agent

The rooting agent type exerted a decisive influence on multiple root development parameters in etiolated
'‘Duke 7' shoots. Although all treatments achieved rooting rates exceeding 94 % (Table 4), significant
variations were observed in three critical aspects: 1) post-treatment survival rates, 2) root system quality
(including architecture and developmental patterns), and 3) callus formation intensity at wound sites.

These differential responses highlight the importance of precise auxin selection in clonal propagation
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protocols, where optimal root system architecture must be balanced with minimal callus interference for

successful transplant establishment.

Among the evaluated rooting agents, 1-naphthaleneacetic acid (NAA) promoted the highest root number
(55.3) and root quality index (154.9 cm) (Table 4), confirming its efficacy as a potent inducer of adventitious
root formation. This response likely stems from NAA's enhanced stability in plant tissues, reduced
susceptibility to enzymatic degradation, and prolonged persistence at the application site (da Costa et al.,
2013; Raggi et al., 2020). However, this treatment also reduced shoot survival to 98.1 % (Table 4),
suggesting phytotoxic effects potentially linked to ethanol solvent use, and the heightened sensitivity of
etiolated tissues to elevated auxin concentrations (Amri, 2010; Grossmann, 2009; Ludwig-Mdiller, 2020).
These findings underscore the need to balance rooting efficacy with tissue tolerance, particularly for
etiolated shoots whose cell walls exhibit modified xyloglucan and pectin composition. Such alterations
increase tissue flexibility but also enhance susceptibility to apoplastic pH imbalances when critical auxin

thresholds are exceeded (Duman et al., 2020; Wang et al., 2025).

Table 4- Average values by type of rooting agent for the variables: percentage of shoot survival, percentage
of rooting, rooting quality index, and percentage of callus presence in the rooting of etiolated
shoots of the avocado rootstock 'Duke 7'

. Rooting

Rooting agent SP (%) Percentage Quality Index (cm) PCP (%)
IAA 100.0 &* 94.2 a 40.1 ¢ 68.86 ab
NAA 98.1b 96.0a 1549 a 87.89 a
IBA 100.0 a 100.0 a 100.2 b 13.74 b
IBAK 100.0 a 94.2 a 340¢c 68.86 ab
IBA + NAA 100.0 a 100.0 a 98.3b 83.56 a
CV (%) 5.94 16.44 43.07 50.88
HLSD 1.57 10.20 50.36 37.09
Average 99.93 98.46 85.51 65.33

ZAverage values in the same column followed by different letters indicate statistical differences (Tukey, P<0.05). IAA: indole-3-
acetic acid; IBA: indole-3-butyric acid; NAA: 1-naphthalene acetic acid; IBAK: indole-3-butyric acid potassium salt; SP: Survival
percentage; PCP: Percentage of callus presence; CV: Coefficient of variation; HLSD: Honest least significant difference.
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In contrast, indole-3-acetic acid (IAA) and indole-3-butyric acid potassium salt (K-IBA) exhibited maximum
survival rates (100 %) but produced limited root formation (14.9 and 14.4 roots, respectively; Table 5) and
significantly lower root quality indices (Table 4). This reduced efficacy likely stems from IAA's inherent
instability, being rapidly degraded by peroxidase enzymes and light exposure (Roussos, 2023; Yun et al.,
2023). Furthermore, IAA readily forms biologically inactive conjugates with amino acids and sugars,

substantially reducing its bioavailability and root-promoting activity (Pincelli-Souza et al., 2024).

Table 5- Mean values by rooting agent type for the variables number, length, and diameter of roots, and
presence of secondary roots in the rooting of etiolated shoots of the avocado rootstock 'Duke 7'.

Roots
Rooting agent - SRP (%)
Number Length (cm) Diameter (mm)
IAA 1492 ¢ 229 b 1.49 a 80.7 a
NAA 55.29 a 2.83 ab 1.59 a 398 b
IBA 34.07 b 2.90 a 1.53 a 95.8 a
IBAK 14.40 c 227 b 1.6 a 58.7 a
IBA + NAA 3211 b 3.03 a 1.77 a 58.7 a
CV (%) 38.37 16.77 22.06 44,17
HLSD 15.82 0.61 0.48 24.59
Average 30.16 2.67 1.59 57.33

zAverage values in the same column followed by different letters indicate statistical differences (Tukey, P<0.05). IAA: indole-3-
acetic acid; IBA: indole-3-butyric acid; NAA: 1-naphthalene acetic acid; IBAK: indole-3-butyric acid potassium salt; SRP: Secondary
roots presence; CV: Coefficient of variation; HLSD: Honest least significant difference.

While potassium indole-3-butyric acid potassium salt (K-IBA) offers greater stability than IAA and
eliminates the need for organic solvents in solution preparation (Lesmes-Vesga et al., 2021), its efficacy as
a rooting inducer appears constrained by distinct physiological transport limitations (Yang et al., 2022). In
its ionic form, K-IBA demonstrates restricted apoplastic diffusion, significantly impeding passive transport
to target cells near the application site in etiolated shoots. Effective mobilization instead requires active
transport mechanisms (Roussos, 2023) mediated by specialized carrier proteins, including AUX1/LAX
family influx transporters and PIN-FORMED (PIN) and ABCB efflux transporters, which collectively regulate

auxin distribution across cellular membranes (Hammes et al., 2021). Crucially, K-IBA must undergo
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conversion to its non-ionic (protonated) form to cross plasma membranes and subsequently trigger
adventitious root formation (Pincelli-Souza et al., 2024), adding a metabolic conversion step that may

delay or limit its biological activity compared to more mobile auxin forms.

In contrast, both IBA and the commercial IBA + NAA combination (Dip'N Grow®) demonstrated an optimal
balance between shoot survival and root quality (Table 4), establishing them as viable candidates for clonal
avocado propagation protocols. These rooting agents produced consistent, reliable responses particularly
valuable for nurseries requiring both high rooting success and preservation of etiolated shoot viability. The
observed performance suggests these formulations effectively navigate the critical compromise between
root induction efficacy and minimal phytotoxicity, a decisive advantage for commercial scale production

of 'Duke 7' rootstock.

The evaluation revealed significantly higher callus formation with NAA (87.9 %) and IBA+NAA (68.9 %)
treatments compared to IBA alone (13.7 %) (Table 4), consistent with previous reports of synthetic auxins
promoting unorganized tissue proliferation (Zhai and Xu, 2021). While callus formation may initially
facilitate root primordia initiation, excessive development can negatively impact rooting success through
three primary mechanisms: physical obstruction of emerging roots, disruption of normal root system
architecture, and competition for essential metabolic resources that would otherwise support root growth

(Chen et al., 2020).

The current study revealed that callus development was solely influenced by the type of rooting agent
applied, with no consistent correlation observed between callus presence and root quantity. While NAA
treatment produced both the highest callus formation (87.89 %) and root number (55.29), IBA which

generated minimal callus (13.74 %) still induced intermediate root formation (34.04) (Tables 4 and 5).

Contrasting with findings in woody Eucalyptus species where adventitious roots originate from callus

tissue (Fett-Neto et al., 2021; Zhang et al., 2022), our observations demonstrated direct root emergence
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from stem tissue above the auxin application site, without visible callus involvement (Fig. 2). This response
suggests etiolated 'Duke 7' shoots maintain an intrinsic capacity for direct rhizogenesis, a phenomenon

previously documented in other avocado rootstocks like 'VC801' (Duman et al., 2020).

Morphological analysis revealed significant suppression of secondary root growth following NAA
application (Fig. 2), likely due to auxin-induced temporal inhibition of lateral root development in primary
root tissues. This phenomenon aligns with observations in Arabidopsis thaliana (Biswas et al., 2019), where
supraoptimal auxin levels negatively affect lateral root formation through disruption of polar auxin
transport in pericycle cells, cell cycle arrest in lateral root primordia, and downregulation of lateral root-

promoting genes such as ARF7 and ARF19.

IAA NAA | IBA | IBA+NAA || K-IBA |

Callus formation

Secondary roots

Fig. 2- Influence of five rooting agents on callus formation and secondary root development in the rooting
of etiolated shoots of the avocado rootstock 'Duke 7'. IAA: indole-3-acetic acid; IBA: indole-3-
butyric acid; NAA: 1-naphthalene acetic acid; K-IBA: indole-3-butyric acid

While NAA effectively stimulates primary root formation in avocado rootstock 'Duke 7', our results indicate
that higher concentrations may delay optimal root system development by inhibiting secondary branching.
This architectural limitation presents key practical challenges: extended production timelines due to
delayed shoot separation from nurse plants, and potential requirement for additional agronomic

interventions (e.g., supplemental growth regulator treatments) to promote secondary root growth before
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transplanting. These findings suggest that while NAA remains a potent rooting agent, commercial nurseries
should carefully evaluate the trade-off between rapid root initiation and subsequent root system

complexity when selecting auxin formulations for clonal propagation.

The findings of this study offer valuable guidance for optimizing clonal propagation of avocado rootstocks
in commercial settings. For nurseries prioritizing root quantity, NAA emerges as the most effective option
despite its tendency to reduce secondary root development. IBA presents a balanced alternative,
producing intermediate root numbers (34.0) while maintaining excellent shoot survival rates (100 %),
making it particularly suitable for operations where plant viability is paramount. The commercial IBA +
NAA formulation (Dip'N Grow®) provides a practical ready-to-use solution that combines the benefits of
both auxins while simplifying nursery workflows. Importantly, the results demonstrate that IAA and K-IBA
are unsuitable for large-scale propagation due to their limited root induction capacity (14.9 and 14.4 roots
respectively) and inherent biochemical instability. These evidence-based recommendations allow
propagation specialists to select auxin treatments based on their specific production requirements,
whether the priority is maximizing root biomass, ensuring transplant success, or streamlining operational

efficiency.

These findings represent a significant advancement over traditional IBA-only protocols (Ernst, 1999), which
typically employ high concentrations (34.4 mM). The demonstrated benefits of auxin diversification align
with recent studies in other woody species like apple (Malus spp.) and mulberry (Morus alba), where
combined auxin treatments have outperformed IBA in promoting adventitious root formation (Wang et

al., 2024; Sourati et al., 2022).

The research confirms that auxin selection critically impacts not just rooting efficiency but also root system

morphology, both determining factors for successful clonal propagation of avocado rootstocks. These
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morphological qualities ultimately influence field establishment and long-term productivity of grafted

trees.

3.3.3 Effect of the concentration

The study revealed significant auxin concentration effects on key root development, particularly root
number. A clear dose-dependent response was observed, with progressive increases in root formation
corresponding to higher auxin concentrations: from 24.6 roots per shoot at 24.6 mM to 37.6 roots at 44.2
mM (Table 7). This pattern aligns with classical auxin response curves reported in the literature (Nissen,
1985), where rooting typically improves with increasing auxin concentrations up to an optimal threshold,

beyond which phytotoxic effects suppress root initiation (Nissen, 1985; Sahoo et al., 2021).

Historically, avocado clonal propagation has employed varying concentrations of auxins, particularly
indole-3-butyric acid (IBA) as the most commonly used rooting agent. Reported applications range from
500 to 10,000 mg L™, equivalent to approximately 2.5-51.3 mM (Rogel-Castellanos et al., 2000; Mindéllo-
Neto et al., 2006; Li et al., 2024). Significant cultivar-specific differences emerge from these protocols: in
'Duke 7', IBA application at 2,500 mg L™ achieved 56.6 % rooting success (Li et al., 2024), while 'Fuerte'
required five-fold lower concentrations (500 mg L™) to reach 47.5 % efficacy (Mindéllo-Neto et al., 2006).
Notably, the rootstock '‘Dusa’ demonstrated striking physiological-state dependence, with 82 % rooting in
etiolated shoots versus less than 10 % in non-etiolated tissue at 2,500 mg-L™ (Li et al., 2024), highlighting
the critical importance of the plant material's physiological condition in propagation success. These
collective findings underscore the dual influence of genetic factors and tissue physiology in determining

optimal auxin protocols for different avocado cultivars.

These historical precedents contrast sharply with the findings of the current study, where the tested
concentration range (24.6 to 44.2 mM) achieved rooting success rates exceeding 95 % while maintaining

shoot survival rates in most treatments (Table 3). Furthermore, the results demonstrate that precise
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concentration adjustments can simultaneously maximize rooting efficiency and improve root system
quality without inducing the severe adverse effects (particularly phytotoxicity) typically observed when
exceeding optimal NAA dosages (Yan et al.,, 2014). This refined approach represents a significant
improvement over traditional protocols, as it achieves near-universal rooting success while avoiding the
compensatory trade-offs between root quantity and plant viability that characterize many existing
methods. The study specifically identified 34.4 mM as the most balanced concentration for commercial
applications, combining high rooting percentages (98.1 %) with excellent root architecture development

and minimal callus formation (Tables 6 and 7).

Table 6- Mean values by rooting agent concentration for the variables: Survival percentage, rooting
percentage, quality index, and callus presence percentage in the rooting of etiolated shoots of the
avocado rootstock 'Duke 7'.

Rooting
Concentration SP (%) PCP (%)
Percentage Quality Index (cm)
24.6 mM 100.00 a’ 98.91 a 71.74 a 75.00 a
34.4 mM 100.00 a 99.33 a 80.56 a 74.66 a
44.2 mM 99.30 a 96.55 a 104.24 a 58.42 a
CV (%) 5.94 16.44 43.07 50.88
HLSD 0.68 4,51 33.15 17.46
Average 99.93 98.46 85.51 65.33

zAverage values in the same column followed by different letters indicate statistical differences (Tukey, P<0.05). PS: Survival
percentage; PCP: Percentage of callus presence; CV: Coefficient of variation; HLSD: Honest least significant difference.

The clonal propagation of 'Duke 7' rootstock has presented particular difficulties. Previous studies
reported limited success, with only 26 % rooting after 180 days when using non-etiolated shoots treated
with Dip'N Grow® at 3,000 mg L™ (approximately 15.2 mM equivalent) (Salazar-Garcia et al., 2004b).
Alternative approaches using IBA-saturated wood chips (10,000 mg L™) on etiolated shoots improved
rooting to 60 % (Escobedo and Escobedo, 2011). In marked contrast, the current study demonstrates that

optimized auxin selection and concentration in etiolated shoots can achieve 100 % rooting efficiency with

75



superior morphological quality, results that substantially surpass all previously reported values for this
challenging rootstock. This breakthrough reflects both the importance of physiological preconditioning

(etiolation) and precise auxin formulation in overcoming the historical propagation barriers for 'Duke 7'.

Table 7. Mean values by rooting hormone concentration for the variables number, length, and diameter
of roots and presence of secondary roots in the rooting of etiolated shoots of the avocado
rootstock 'Duke 7'.

Roots
Concentration Number Length Diameter SRP (%)
(cm) (mm)
24.6 mM 24.62 b? 2.65 a 156 a 61.5
34.4mM 28.24 ab 2.65 a 1.60 a 55.23
44.2 mM 37.62 a 271 a 1.62 a 55.23 a
CV (%) 38.37 16.77 22.06 44.17
HLSD 10.42 0.40 0.32 11.22
Average 30.16 2.67 1.59 57.33

ZAverage values in the same column followed by different letters indicate statistical differences (Tukey, P<0.05). SRP: Secondary
roots presence; CV: Coefficient of variation; HLSD: Honest least significant difference.

From a physiological perspective, the enhanced efficacy observed at higher auxin concentrations may stem
from increased hormone availability at the application site, promoting activation of key genes involved in
cellular differentiation (such as WOX11/12, ARF, and LBD) that are essential for adventitious root
formation (Lakehal and Bellini, 2019; Li et al., 2022). However, this concentration-dependent effect was
not uniform across all measured parameters. Callus formation, root length and diameter, and secondary
root development showed no significant differences between concentrations (Tables 6 and 7), suggesting
that structural root system quality may be modulated by additional factors beyond concentration alone,
including auxin type, formulation characteristics, and local hormonal interactions (Druege et al., 2016;
Lakehal and Bellini, 2019). These differential responses highlight the complex regulatory networks
governing root organogenesis, where concentration primarily drives root initiation while other factors

determine subsequent root architecture development.
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3.3.4 Interactive effects of rooting agent type and concentration

The significant interaction between auxin type and concentration across multiple key rooting variables
demonstrates that the morphogenic response of etiolated 'Duke 7' shoots depends not merely on the
auxin type or applied dose in isolation, but rather on their specific combination (Tables 1 and 2). This
interaction was particularly pronounced for critical parameters including: survival rate, rooting

percentage, root length and diameter, and secondary root presence (Fig. 3).
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Fig. 3- Interaction of auxin type and concentration on rooting of etiolated shoots of avocado rootstock
'Duke 7'. IAA: indole-3-acetic acid, NAA: 1-naphthalene acetic acid, IBA: indole-3-butyric acid, K-
IBA: indole-3-butyric acid potassium salt, IBA + NAA: indole-3-butyric acid + 1-naphthalene acetic
acid (Dip'N Grow?®).

The non-additive effects reveal complex phytohormonal regulation where certain auxin-concentration
combinations synergistically enhance rhizogenesis while others exhibit antagonistic relationships,

suggesting tissue-specific saturation thresholds for different auxin formulations. These findings
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necessitate a dual-parameter optimization approach for clonal propagation protocols, as neither factor

alone sufficiently predicts rooting performance.

In contrast to other treatments, increasing IAA concentrations showed a positive correlation with rooting
percentage, improving from 66.6 % at 24.6 mM to 88.8 % at 34.4 mM, and reaching 100 % at 44.2 mM.
For both IBA and the IBA + NAA combination (Dip'N Grow®) maintained consistent 100 % rooting across
all three tested concentrations, indicating a broad efficacy window for these formulations. NAA exhibited
optimal performance at 24.6 mM and 34.4 mM (100 % rooting), but efficacy declined to 77.7 % at 44.2
mM, likely reflecting phytotoxic effects at higher doses. Notably, K-IBA performed best at the lowest
concentration (100 % at 24.6 mM), with progressively reduced rooting at higher levels (88.8 % at 34.4 mM
and 66.6 % at 44.2 mM). These results clearly demonstrate the significant impact of the auxin type x

concentration interaction on the rhizogenic response of etiolated avocado shoots (Fig. 3).

Previous studies have demonstrated that the transport and physiological activity of auxins can vary
significantly depending on their structure and molecular form. For example, IBA undergoes conversion to
both IAA and IBA conjugates during plant tissue transport, resulting in prolonged, multiphasic rooting
promotion (Damodaran and Strader, 2019). In contrast, externally applied IAA tends to remain in its free
form during transport, making it more susceptible to enzymatic inactivation and oxidative degradation
(Hayashi et al., 2021). This difference may explain why IBA shows higher efficacy at lower concentrations,

while 1AA requires higher doses to induce comparable rooting responses.

NAA exhibits superior chemical stability compared to other auxins, allowing prolonged activity in plant
tissues (da Costa et al., 2017). This stability stems from its synthetic molecular structure and likely involves
specialized transporters that facilitate its movement and accumulation at target sites (Napier, 2021; Yang
et al.,, 2006). Studies report that NAA resists rapid degradation or conjugation in plant tissues, enhancing

its capacity to induce abundant root formation (Gomes and Scortecci, 2021; Nissen and Sutter, 1990) (Fig.
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4). However, at 44.2 mM, NAA application resulted in the highest root numbers but reduced rooting
percentage (77.8 %) and suppressed secondary root development (Fig. 4). These findings suggest that
while certain formulations effectively promote primary root formation, they may also cause unintended
effects like lateral root inhibition, potentially due to localized hormonal imbalance at the rooting site

(Lakehal and Bellini, 2019; Bhalerao et al., 2002).

The interaction between auxin type and concentration significantly influenced primary root length. The
greatest average length (31.19 mm) was achieved with the IBA + NAA combination (Dip'N Grow®) at 34.4
mM, suggesting a synergistic effect favoring root elongation. In contrast, the shortest roots formed with
K-IBA at 34.4 mM (17.46 mm) and IAA at 24.6 mM (17.22 mm), indicating reduced efficacy in promoting
cellular elongation under these specific conditions. For the remaining treatments, no statistically
significant differences were observed, with an average length of 27.83 mm, suggesting a more uniform

response across these combinations (Fig. 3).

Root diameter was similarly affected by concentration, particularly in the case of IAA. At 24.6 mM, |AA
produced thinner roots (0.97 mm), while at 34.4 mM, it generated thicker roots (2.05 mm), demonstrating
a dose-dependent response in radial root expansion. The other auxins, regardless of concentration,
produced roots of intermediate diameter, averaging 1.60 mm with no statistical differences between

treatments, indicating more stable growth patterns in terms of root thickness (Fig. 3).

The rooting agent type and concentration interaction exerted a clear effect on secondary root formation.
NAA consistently restricted lateral root development across all three tested concentrations (Fig. 4), likely
due to its potent hormonal activity and potential induction of apical dominance or excessive local
accumulation in basal tissues (Aloni et al., 2006). Recent studies indicate that synthetic auxins like NAA
exhibit enhanced stability and tissue persistence, creating strong but localized hormonal signaling that

may suppress lateral root initiation through downregulation of LATERAL ORGAN BOUNDARIES DOMAIN
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(LBD) transcription factors critical for adventitious rooting, and prolonged activation of AUX/IAA repressor
proteins that inhibit auxin-dependent gene expression by blocking ARF transcription factors (Lakehal and
Bellini, 2019; Jing and Strader, 2019). This dual regulation at the genetic level explains NAA's capacity to

simultaneously promote primary root growth while inhibiting secondary root formation.

In contrast, IAA demonstrated a positive and progressive effect on secondary root formation as
concentration increased, likely attributable to its lower stability. This auxin undergoes rapid metabolic
conversion or conjugation, preventing excessive accumulation while enabling dynamic tissue transport,

characteristics that facilitate lateral root differentiation (Casanova-Sdez et al., 2021; Zhang et al., 2023).

These findings underscore the importance of developing tailored propagation protocols that carefully
consider both auxin type and optimal concentration for specific plant materials. For commercial nurseries
where consistency and productivity are paramount, pre-mixed formulations such as IBA+NAA (Dip'N
Grow®) may serve as practical solutions, though they require precise concentration adjustments to
prevent phytotoxic effects in sensitive etiolated tissues. Critical implementation considerations include
establishing appropriate concentration thresholds for different auxin combinations, accounting for tissue-
specific sensitivity variations, and carefully balancing the trade-offs between root quantity and overall root
system quality. The research demonstrates that successful clonal propagation depends on this

multifaceted optimization approach rather than relying on standardized auxin applications.

The significant interaction between auxin type and concentration conclusively refutes the concept of a
"universal dose" suitable for all rootstocks or growing conditions. This research instead provides empirical
evidence supporting the development of customized propagation protocols through careful refinement of
auxin formulations, adjustments based on the physiological state of plant material, and optimization of

multiple interdependent parameters.
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Fig. 4- Rooting of etiolated shoots of ‘Duke 7’ rootstock with the application of IAA (indole-3-acetic acid),
NAA (1-naphthalene acetic acid), IBA (indole-3-butyric acid), K-IBA (indole-3-butyric acid
potassium salt) and IBA + NAA (indole-3-butyric acid + 1-naphthalene acetic acid) at three
concentrations. ANR: average number of roots; Scale bar: 1.0 cm.
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These insights prove particularly valuable for enhancing clonal propagation of difficult-to-root rootstocks
such as 'Duke 7', where well-balanced root system architecture critically determines subsequent field
performance. The data-driven methodology established in this study could be effectively adapted to
improve propagation protocols for other commercially significant avocado cultivars, potentially

revolutionizing nursery production standards through science-based precision agriculture approaches.

3.4 Conclusions
The results demonstrated that auxin type and concentration significantly and differentially influenced
adventitious root induction in etiolated shoots of 'Duke 7' avocado rootstock. These effects were evident

in both rooting percentages and the morphological quality of the root system.

NAA promoted the highest root number and quality index, but also induced substantial callus formation
and reduced secondary root development, suggesting potential phytotoxicity at elevated concentrations.
In contrast, IAA showed a more balanced dose-dependent response and enhanced secondary root growth,

while IBA and its commercial formulation with NAA (IBA + NAA) provided stable and reliable performance.

Auxin concentration modulated rooting efficiency, with dose-dependent physiological responses being
most pronounced for IAA and K-IBA. The tested concentration range (24.6—-44.2 mM) proved effective for

rooting (>95 %) while maintaining shoot survival in most treatments.

A clear auxin type x concentration interaction was observed, emphasizing the need for genotype (and
physiological state) specific optimization of both factors. The responses documented are not universal and

must be considered when designing propagation protocols for avocado rootstocks.

The combination of etiolated shoots with properly selected and dosed auxins achieved 100 % rooting in
certain treatments, surpassing results from traditional protocols. These findings represent significant

progress toward standardizing and optimizing clonal propagation of 'Duke 7' for commercial production.
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Practical Implications

This study provides experimental evidence for developing more efficient, reproducible, and economically
viable protocols applicable in commercial nurseries. By improving the availability of clonal avocado
rootstocks, these advances will enhance the sustainability and competitiveness of avocado production
systems. The optimized protocols specifically address three industry needs: consistent rooting success,
superior root system architecture, and scalable production methods. Future research should explore
applications to other commercially important rootstock varieties while maintaining the precision

agriculture approach demonstrated here.
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Resumen

La propagacion clonal de portainjertos de aguacate es fundamental para garantizar
la uniformidad y tolerancia del cultivo a factores adversos, aunque enfrenta desafios
importantes durante la etapa de enraizamiento. En este estudio se evaluo el efecto
de tres bioestimulantes (L-aminoé&cidos, extractos de algas marinas y Trichoderma
harzianum) sobre el vigor y productividad de plantas madre donadoras de vareta,
asi como en el enraizamiento de los portainjertos ‘Duke 7, ‘Zutano’, ‘Day’ y ‘Velvick'.
El objetivo fue determinar si estos tratamientos pueden mejorar el rendimiento, la
calidad del material vegetal y su respuesta en la fase de enraizamiento. Los
resultados mostraron que la aplicacion de L-aminoacidos promovio incrementos
significativos en el nimero de varetas por planta, el nUmero de yemas por vareta y
namero total de injertos obtenidos por planta donadora, en comparacién con el
testigo. En cuanto al enraizamiento, la respuesta fue dependiente del genotipo:
‘Duke 7’ y ‘Zutano’ alcanzaron porcentajes elevados (100 % y 95.8 9%,
respectivamente), mientras que ‘Day’ (72.9 %) y especialmente ‘Velvick’ (31.2 %)
presentaron limitaciones importantes en la formacion de raices. Los tres
bioestimulantes incrementaron tanto el nimero como la calidad de raices en ‘Duke
7’; en ‘Zutano’, el tratamiento con L-aminodacidos fue el mas efectivo; sin embargo,
en ‘Day’ y ‘Velvick’ los tratamientos no mostraron efectos positivos relevantes. En
conjunto, esta investigacion demostré que la aplicaciéon de L-aminoacidos y T.
harzianum mejora significativamente el rendimiento y calidad de las plantas madre
donadoras de vareta, o que representa una contribucién relevante al manejo
agronomico de los portainjertos evaluados.

Palabras clave: propagacion clonal, enraizamiento, L-aminoacidos, Trichoderma
harzianum, extractos de algas marinas
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OPTIMIZATION OF AVOCADO CLONAL PROPAGATION BY
APPLICATION OF BIOSTIMULANTS TO THE MOTHER PLANT

Abstract

The clonal propagation of avocado rootstocks is imperative to ensure genetic
uniformity and tolerance to adverse environmental conditions. However, this process
poses significant challenges during the rooting phase. The present study evaluated
the effects of three biostimulants (L-amino acids, seaweed extracts, and
Trichoderma harzianum) on the vigor and productivity of mother plants used as scion
wood donors, as well as on the rooting performance of four rootstock genotypes:
'‘Duke 7', 'Zutano', 'Day’, and 'Velvick'. The objective of this study was to ascertain
the potential of these treatments to enhance plant yield, scion quality, and rooting
capacity. The results demonstrated that L-amino acids significantly augmented the
number of scions per plant, buds per scion, and total graftable shoots per donor plant
in comparison to the control. The responses to rooting exhibited a clear genotype-
dependent pattern. In this regard, 'Duke 7' and 'Zutano' demonstrated high rates of
rooting (100 % and 95.8 %, respectively), while 'Day' (72.9 %) and, most notably,
‘Velvick' (31.2 %) exhibited significant limitations in this process. The application of
all three biostimulants resulted in enhanced root proliferation and quality in the 'Duke
7' cultivar. However, the efficacy of L-amino acids was particularly pronounced in the
'Zutano' cultivar. In contrast, none of the treatments significantly enhanced rooting
in 'Day' or 'Velvick'. This study demonstrates that the application of L-amino acids
and T. harzianum can enhance the productivity and quality of scion-donor mother
plants. This finding provides a foundation for the agronomic management of avocado
rootstocks.

Keywords: clonal propagation, rooting, L-amino acids, Trichoderma harzianum,
seaweed extract

4.1 Introduccién

La propagacion de portainjertos clonales de aguacate (Persea americana Mill.) es
crucial para asegurar la uniformidad de las plantas (Mickelbart et al., 2007; Ben-
Ya’acov & Zilberstaine, 1999a) y desempefia un papel fundamental en la solucion
de diversos desafios en la produccion de este cultivo. Estos desafios incluyen la
ocurrencia de Phytophthora cinnamomi Rands (Menge et al., 2012; Wolstenholme,
2003), la presencia de sales (Acosta-Rangel et al., 2019) y otros factores de estrés
del suelo, como la alcalinidad y la falta de aireacion (Ben-Ya'acov et al., 1992a).

Ademas, la propagacion clonal permite mejoras en la eficiencia de la absorcion de
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nutrientes (Lazare et al., 2019) y también contribuye a obtener mayores

rendimientos y una mejor calidad de la fruta (Menzel & Le Lagadec, 2014).

La eficacia de la propagacion clonal en portainjertos de aguacate presenta una
variabilidad considerable, que depende de las metodologias y condiciones
ambientales (Platt, 1976; Ernst, 1999; Tripathi & Karunakaran, 2019). Los
portainjertos clonales de aguacate muestran una diferencia significativa en sus
capacidades de enraizamiento (Hiti-Bandaralage et al., 2022), y varias
investigaciones destacan la importancia de la etiolacion (Gleeson et al., 2016) y el
uso de auxinas para lograr el éxito en su multiplicacién (Li et al., 2024; Rogel-
Castellanos et al., 2000). EI método de propagacion vegetativa utilizado a nivel
mundial para producir portainjertos clonales de aguacate se basa en las técnicas de
etiolaciéon y acodo (Darrouy et al., 2010). Este método presenta su propio conjunto
de desafios, y la etapa de enraizamiento es considerada la mas critica, lo que ha

incentivado la busqueda continua de estrategias para mejorarla (Estay et al., 2016).

Un enfoque poco explorado para mejorar el proceso de enraizamiento de los
cultivares de aguacate usados como portainjertos es el manejo de las plantas
donadoras de vareta, porque puede influir en la formacion de raices adventicias,
debido a que la nutricion de las plantas donadoras determina la calidad del material
vegetal que se utiliza en el proceso de clonacion (Santos et al., 2011). Ademas, se
ha sefalado que los carbohidratos en el enraizamiento tienen un papel regulador
importante (Corréa et al., 2005) y su acumulacién en las plantas donadoras también
seria dependiente del manejo que reciban. Una alternativa para promover una mejor
calidad de varetas en las plantas donadoras de diferentes cultivares de aguacate es
la aplicacion de bioestimulantes a las plantas madre lo que podria aumentar el vigor
y la productividad del material vegetal, y a su vez conduciria a mayores porcentajes

de éxito en la propagacién clonal.

Estudios recientes han demostrado que ciertos bioestimulantes pueden mejorar el
enraizamiento (Pacholczak & Nowakowska, 2020) al promover mayor vigor en las
plantas madre y mejorar su equilibrio hormonal (Kim et al., 2019). El objetivo fue
evaluar los efectos de tres bioestimulantes sobre el vigor y rendimiento de las
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plantas madre donadoras de vareta de ‘Duke 7’, ‘Zutano’, ‘Day’ y ‘Velvick’, asi como

determinar la influencia de la bioestimulacion en el proceso de propagacion clonal.
4.2 Materiales y Métodos

4.2.1 Ubicacion del experimento y material vegetal

El presente trabajo se llevo a cabo de 2021 a 2024 en un invernadero ubicado en
Chapingo, Texcoco, Estado de México (19.4904322, -98.8734917), a 2264 m de
altitud. Para producir las plantas madre (donadoras de vareta) se utilizé un lote de
semillas de aguacate antillano procedente de Veracruz. Las semillas se sembraron
el 10 de agosto de 2021 en bolsas de polietileno de 1000 cm? de capacidad, llenadas
con un sustrato conformado por una mezcla de arena de rio y suelo agricola 1:1
(v:v) desinfestada con un tratamiento térmico (vapor de agua a >90 °C) durante 60
minutos. Cuando los tallos alcanzaron un didmetro de aproximadamente 6 mm, se
injertaron con varetas de los portainjertos ‘Duke 7°, ‘Zutano’, ‘Day’ y ‘Velvick’ el 26
de octubre de 2021. Durante el periodo de prendimiento los injertos se cubrieron
con bolsas de plastico trasparente para evitar la deshidratacion del tejido vegetal.
Desde el momento de la brotacion de los injertos y hasta que alcanzaron una altura
aproximada de 80 cm, las plantas donadoras recibieron riegos periddicos para
mantener la humedad y la prevencion de dafios por plagas y enfermedades se
realiz6 con aplicaciones de insecticida (lambdacialotrina 0.04 mL-L') y fungicida
(benomilo 1.0 g-L1).

4.2.2 Establecimiento y manejo de las plantas madre

Las plantas madre se establecieron el 19 de diciembre de 2022, en contenedores
de policloruro de vinilo (Air-grower de 28 L), en un sustrato que consistio en una
mezcla de roca volcanica, turba, perlita, corteza de pino compostada y suelo
agricola (2:1:1:1:1; v:v:v:v:v) con un pH de 7.0 y conductividad eléctrica (CE) de 0.5
dS mL. Las macetas se ubicaron a una distancia de 60 x 30 cm para mantener la
humedad y disponibilidad de nutrimentos en el sustrato, las plantas se fertilizaron
periédicamente, con solucion nutritiva balanceada (Cuadro 1) con un pH de 6.0 y
CE de 1.2dS m?,
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Cuadro 1. Solucién nutritiva utilizada para el cultivo de plantas de aguacate durante
el ciclo del experimento.

Macronutrimentos (mg L) Micronutrimentos (mg L)

NO;~ H2POs~ SO42~ K* Ca?* Mg? Fe Mn Cu Zn B Mo
80 16 56 136 90 24 3.1 05 0.03 0.05 0.5 0.05

La sanidad de las plantas se supervis6 durante el experimento y se hicieron
aplicaciones foliares de fungicida (oxicloruro de cobre 2.5 g-L?) alternadas con
insecticida (imidacloprid 1.0 mL-L?) para prevenir el dafio por plagas. Las plantas
se dejaron crecer libremente durante siete meses antes de iniciar la aplicacion de
los tratamientos de bioestimulacion. Durante la aplicacién y evaluacion del efecto
de los tratamientos, la temperatura media dentro del invernadero fue de 18.7 °C y
presento su valor minimo durante enero de 2024 (13.2 °C) y maximo durante mayo
del mismo afio (23.6 °C); mientras que la humedad relativa se mantuvo entre el 42.2

y 83.6 % durante esta investigacion (Figura 1).
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Figura 1. Fluctuacion de la temperatura y humedad relativa dentro del invernadero
durante la evaluacion experimental.
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4.2.3 Disefio experimental y aplicacion de tratamientos

Se realiz6é un arreglo factorial 4 x 4 en un disefio experimental completamente al
azar con tres repeticiones. El factor bioestimulante consistié en cuatro niveles (B1.:
Testigo, B2: L-aminoacidos, B3: extractos de algas marinas (EAM) y B4:
Trichoderma harzianum vy el factor cultivar en cuatro niveles (C1: ‘Duke 7°, C2:
‘Zutano’, C3: ‘Day’ y C4: ‘Velvick’). La unidad experimental fue de tres plantas

donadoras de vareta.

Los tratamientos bioestimulantes (Cuadro 2) se aplicaron durante siete meses (junio
a diciembre de 2023), semanalmente se suministré un volumen de 250 mL de las
soluciones respectivas, en la base del tallo de las plantas correspondientes. Las
dosis de aplicacion fueron B1: 0 mL-L?; B2: 2.0 mL-L%; B3: 3.0 g-Lty B4: 3.0 mL-L
L. Los valores de pHy CE (dS m™) se determinaron en cada aplicacién y presentaron
los valores promedio: B1: 5.8, 0.24 dS-m™; B2: 6.3, 1.28 dS-m?; B3: 7.0, 1.43 dS-mr
1. B4:5.8,0.22 dS-m™. Previo a la preparacién de las soluciones, el agua se acidifico

a 5.8 con un regulador de pH (0.5 mL-L).

Cuadro 2. Composicion de los bioestimulantes evaluados.

Bioestimulante Composicion y concentracion (%)

Testigo Agua de riego acidificada (pH: 5.8)

Glicina (15.13), alanina (6.91), acido glutamico (6.61),

prolina (6.20), lisina (5.02), acido aspartico (2.44), leucina
L-aminoé&cidos (2.10), valina (1.77), fenilalanina (1.27), isoleucina (0.62),
metionina (0.52), arginina (0.36), tirosina (0.31), serina
(0.29), treonina (0.20), cisteina (0.20), histidina (0.15).
Extractos de: Ascophylum nodosum, Sargassum,
Laminaria, Macrosistis pirifera Egregia menziez (82.54),
potasio (5.30), acido alginico (5.0), azufre (3.5), nitrdgeno

Extractos de algas

marinas (3.0), calcio (0.4), magnesio (0.15), fésforo (0.10), hierro
(0.0025), boro (0.0030), cobre (0.0002).
I“ChOderma 1.0 x 10t esporas viables de T. harzianum (0.45).
arzianum
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4.2.4 Evaluacion de enraizamiento

En enero de 2024 (05 al 12) se colectaron varetas de las plantas donadoras y se
injertaron en plantula nodrizas de aguacate antillano. De cada tratamiento de
bioestimulacion se injertaron 20 plantas, la unidad experimental estuvo conformada
por cinco plantas y se evaluaron cuatro repeticiones. Para los injertos se emplearon
secciones de vareta con dos yemas, que se cubrieron con bolsas de polietileno
transparente de 5 x 8 cm. Las heridas de corte de los segmentos de vareta se

cubrieron con la aplicacion de pegamento blanco.

Desde el 01 de febrero de 2024, cuando las yemas de los injertos iniciaron la
brotacién, las plantas se colocaron en un cuarto de etiolacién (con temperatura
promedio de 25.8 °C y humedad relativa de 64.5 %) y se mantuvieron en
condiciones de oscuridad hasta que los brotes etiolados alcanzaron una longitud de
25 a 30 cm, a partir del 21 de febrero de 2024. Desde este momento los brotes
etiolados se lesionaron con una segueta de corte, en la base de cada uno, se
provocO una herida de aproximadamente 2 cm de longitud y sobre el corte se
aplicaron 50 pL de enraizador (Dip’N Grow: 5000 mg L de &cido indolbutirico +
2500 mg L' de &cido naftalenacético). Cada brote se colocé dentro de un
contenedor de plastico trasparente con 150 cm?® de capacidad que fue rellenado con
polvillo de coco hiumedo. Las plantas acodadas se mantuvieron en un espacio con
sombra y se regaron periddicamente. La evaluacion del enraizamiento se realizé 85

dias después de la aplicacion del enraizador y se inicio el 16 de mayo de 2024.

425 Variables evaluadas

Al concluir el periodo de aplicacion de los bioestimulantes, se evaluaron las
siguientes variables: nimero de varetas por planta, nimero de yemas por vareta,
namero de injertos por vareta, nimero de injertos por planta donadora, longitud de
vareta (cm), didmetro de vareta (mm), nimero de entrenudos y longitud de

entrenudos.

Durante el periodo de injerto y etiolacion del proceso de propagacion clonal de los

cultivares se registraron las variables: longitud de las yemas brotadas en los injertos
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(mm), tiempo de prendimiento del injerto (dias), porcentaje de prendimiento y tiempo
de etiolacion (dias). Finalmente, se analiz6 el enraizamiento de los brotes acodados
mediante la evaluacion del porcentaje de enraizamiento, nimero de raices, longitud
de raices (cm), didmetro de raices (mm) y el indice de calidad del enraizamiento

(cm) que se calcul6 al multiplicar el nimero de raices por su longitud promedio.

4.2.6 Andlisis estadistico de los datos

En el andlisis estadistico se utilizaron los valores promedio por unidad experimental
con el procedimiento GLM del paquete estadistico SAS® (SAS OnDemand for
Academics) version 3.1.0 (SAS, 2021). Para la comparacion de medias se utilizé la
prueba de Tukey (P < 0.05). Las variables porcentaje de prendimiento de injerto y
porcentaje de enraizamiento fueron transformadas con la funcion arcoseno de la
raiz cuadrada del valor original (expresado en fraccion decimal) y después del
analisis de varianza los valores promedio fueron retransformados a sus unidades

originales.
El modelo de andlisis de varianza utilizado fue el siguiente:

donde Y;; es el valor de la variable evaluada con el i-€simo cultivar y el j-ésimo
bioestimulante; p es la media general; C; es el efecto fijo del i-ésimo cultivar; B; es
el efecto fijo del j-ésimo bioestimulante; CB;; es el efecto fijo de la interaccion del i-

ésimo cultivar con el j-ésimo bioestimulante; y ¢;; es el error experimental.

4.3 Resultados y Discusion

Los analisis estadisticos demostraron que el portainjerto ‘Duke 7’ presento6 el mayor
namero de varetas por planta donadora (25.86), seguido por ‘Zutano’ (19.02);
mientras que ‘Velvick’ (12.83) mostr6 el menor valor (Cuadro 3). De manera similar,
‘Duke 7’ y ‘Day’ destacaron en cuanto al numero de yemas por vareta, con valores
de 15.20 y 16.35, respectivamente. En cuanto al nimero de injertos por planta
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donadora, ‘Duke 7’ nuevamente obtuvo el mayor valor (77.81), significativamente
superior a ‘Velvick’ (37.46).

Cuadro 3. Andlisis de varianza y prueba de comparacién de medias del efecto de la
bioestimulacion sobre el nimero de varetas e injertos por planta donadora y el
namero de yemas e injertos por vareta en cuatro cultivares de aguacate empleados
como portainjertos clonales.

Varetas por Injertos por

planta planta Yemas por Injertos por

donadora donadora vareta vareta
Cultivar (C)
‘Duke 7’ 25.86 aZ 77.81 a 15.20 a 2.95
‘Zutano’ 19.02 b 5493 b 11.70 ¢ 2.90
‘Day’ 1411 c 41.44 c 16.35 a 2.85
‘Velvick’ 12.83 ¢ 37.46 c 13.72 b 2.90
DMSH 3.14 9.16 1.17 0.29
Valor F 47,98 *** 53.60 *** 39.52 *** 0.27 ns
Bioestimulante (B)
Testigo 15.72 ¢ 37.27 ¢ 1245 b 237 c
L-aminoacidos 21.08 a 73.83 a 15.75 a 3.47 a
EAM 18.00 ab 52.06 b 13.60 b 290 b
T. harzianum 17.02 b 48.50 b 15.17 a 285 b
DMSH 3.13 9.15 1.17 0.29
Valor F 7.17 * 37.87 **x 22.12 *** 33.34 ***
Interaccion C x B
Valor F 0.86 ns 2.79 ** 2.75 ** 0.84 ns
CVv 28.49 28.20 20.05 24.06
Media 17.96 52.92 14.24 2.90

ZValores promedio en una misma columna seguidos por diferente letra indican diferencias
estadisticas (Tukey, P < 0.05).

ns: No significativo; *, ** ***. significativo a P < 0.05, 0.01 6 0.001, respectivamente. DMSH:
Diferencia minima significativa honesta; EAM: Extractos de algas marinas; CV: Coeficiente de
variacion.

Respecto a los bioestimulantes, el tratamiento con L-aminoacidos incremento
significativamente el numero de varetas por planta, el niumero de yemas de las
varetas y consecuentemente, el nimero de injertos por planta donadora, hasta

alcanzar 21.08 varetas por planta, 15.75 yemas por vareta y 73.83 injertos por cada
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planta. Comparativamente, el testigo mostro los valores mas bajos en todas las
variables evaluadas, por lo tanto, estos resultados indicaron una mejora significativa
atribuible a la aplicacion de bioestimulantes (P < 0.001). La aplicacion de extractos
de algas marinas (EAM) y Trichoderma harzianum, aunque mejoro el crecimiento y
rendimiento del material vegetal de las plantas donadoras de vareta, no indujo un

beneficio mayor que la aplicacion de L-aminoacidos (Cuadro 3).

Estos resultados destacaron los beneficios del uso de bioestimulantes para mejorar
el crecimiento y la productividad de las plantas donadoras de vareta y demostraron
gue su aplicacion podria ser una estrategia valiosa para optimizar las practicas de
manejo agronomico y la eficiencia del proceso de produccion de portainjertos

clonales de aguacate.

Diversas investigaciones han sefalado el efecto de la aplicacion de aminoacidos en
el crecimiento de las plantas al promover la asimilacion de nutrientes ayudan a
incrementar el rendimiento (Sun et al., 2024). Estos beneficios se atribuyen a su
impacto en el metabolismo como fuentes de nitrégeno y a la mejora de las
respuestas fisiolégicas de las plantas (Rahman et al., 2024). En la composicion del
bioestimulante a base de L-aminoacidos que se evalué en esta investigacion
destaca la presencia de glicina (15.13 %), alanina (6.9 %), acido glutamico (6.6 %),
prolina (6.2 %) y lisina (5.0 %), que pueden participar en diferentes procesos

fisiologicos de las plantas donadoras de vareta de aguacate.

La alanina, a su vez, juega un papel importante en la prevencion del estrés oxidativo
y el aumento de la tasa de respiracién nocturna (Guek et al., 2023). Ademas, el
acido glutdmico sirve como intermediario crucial en los procesos metabolicos del
nitrogeno y es indispensable para la biosintesis de clorofila, lo que influye
directamente en la capacidad de la planta para realizar la fotosintesis (Liao et al.,
2022). La prolina, por su parte es importante en la osmorregulacion y puede actuar
como una molécula de sefializacién para modular las funciones mitocondriales, y
desencadenar la expresion de genes para la recuperacion de las plantas en
condiciones de estrés (Szabados & Savouré, 2010). En tanto que, la lisina influye
en la adaptacion de las plantas a condiciones de estrés osmdético y salinidad (Yang
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et al., 2020). El efecto conjunto de estos aminoacidos y otros que se encuentran en
menor concentracion en el bioestimulante aplicado incidié directamente sobre el
crecimiento de las plantas donadoras de vareta, al incrementar el rendimiento del

material vegetal.

Este aumento en la productividad no fue exclusivo de las plantas tratadas con L-
aminoacidos, ya que los tratamientos de bioestimulacion a base de EAM y T.
harzianum también mostraron mejoras significativas en comparacién con aquellas

plantas que solo recibieron un manejo convencional de fertirriego (Figura 2).
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Figura 2. Efecto de tres tratamientos bioestimulantes sobre variables de crecimiento
en plantas madre de cuatro cultivares empleados como portainjertos clonales de
aguacate: a) numero de varetas por planta donadora, b) nimero de yemas por
vareta, ¢) niumero de injertos por vareta, d) numero de injertos por planta donadora.
Las barras de error indican el error estandar. Letras diferentes sobre las barras
destacan diferencias estadisticas (Tukey, P < 0.05).
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La propagacion clonal de portainjertos es laboriosa y costosa (Ernst, 1999), donde
el aumento del numero de varetas que produce una planta y el nUmero de yemas
gue posee cada vareta es crucial para mejorar la eficiencia general de este proceso
de produccién y reducir sus costos. En este contexto, la aplicacion de L-aminoécidos
aumento la productividad de las plantas tratadas (Figura 2) al promover un mayor
namero de injertos por vareta producida y consecuentemente un mayor numero de
injertos por planta donadora (Figura 2b). En contraste con el testigo, las plantas
madre de ‘Duke 7’, Zutano, ‘Day’ y ‘Velvick’ incrementaron su productividad en
116.0, 93.6, 98.4 y 70 %, respectivamente. Para dimensionar de una manera mas
clara el efecto positivo de estos tratamientos, es preciso sefialar que, con plantas
donadoras de vareta bioestimuladas durante siete meses con L-aminoacidos se
logré un aumento en la productividad tal que, para producir 1000 injertos destinados
a la clonacion solo se requeriria de 14 plantas donadoras, y sin este tratamiento
(testigo) se necesitarian al menos 27, que representan casi el doble de plantas. Este
notable aumento en la productividad de las plantas donadoras no sé6lo optimizaria
el uso de los recursos en los viveros, sino que contribuiria también en la rentabilidad
de proceso de produccién al reducir costos y maximizar el rendimiento por planta

donadora.

4.3.1 Longitud, didmetro de vareta y entrenudos

La longitud de las varetas no mostré diferencias significativas entre cultivares (P >
0.05); mientras que el diametro de estas fue mayor en el portainjerto ‘Velvick’ (6.83
mm). De los cuatro genotipos evaluados, ‘Zutano’ presentd los entrenudos mas
largos (20.73 mm) y el menor numero de entrenudos (8.52). Entre los
bioestimulantes, el tratamiento con L-aminoacidos resultdé en un incremento
significativo en la longitud (28.10 cm) y el diametro de las varetas (6.91 mm), asi
como en el nimero de entrenudos (9.10), que destaco frente al testigo que mostro

los menores valores (P < 0.001) (Cuadro 4).

Los tres tratamientos bioestimulantes afectaron el tamafio de las varetas; sin
embargo, la respuesta de los portainjertos fue diferencial (Figura 3), lo que indico

qgue la efectividad de la bioestimulacién puede variar en funcion del genotipo
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utilizado. Por ejemplo, en el caso de ‘Duke 7’ la aplicacion de L-aminoacidos produjo
un aumento del 4.44 % en el diametro de las varetas, mientras que los tratamientos
con extractos de algas marinas y T. harziamum no mostraron diferencias
estadisticas en comparacién con el testigo. En contraste, los tres bioestimulantes
promovieron el incremento entre 15.1 % y 21.5 % en el diametro de las varetas de

‘Zutano’, ‘Day’ y ‘Velvick’ (Figura 3b).

Cuadro 4. Andlisis de varianza y prueba de comparacién de medias del efecto de la
bioestimulacion en variables relacionadas con el vigor de vareta en plantas de
cuatro cultivares de aguacate empleados como portainjertos clonales.

Longitud de Diametro E d Longitud de

vareta de vareta htrenudos entrenudos

(cm) (mm) (mm)
Cultivar (C)
‘Duke 7’ 23.21 6.10 c? 11.80 a 16.14 b
‘Zutano’ 25.04 6.60 ab 852 b 20.73 a
‘Day’ 24.92 6.36 bc 11.55 a 15.09 b
‘Velvick’ 24.36 6.83 a 11.10 a 21.89 a
DMSH 1.91 0.32 0.98 1.84
Valor F 2.55 ns 12.40 *** 31.93 *** 44,21 ***
Bioestimulante (B)
Testigo 21.03 ¢ 6.02 ¢ 12.10 a 17.57 b
L-aminoacidos 28.10 a 6.91 a 9.10 c 21.31 a
EAM 23.48 b 6.43 b 10.32 b 17.57 b
T. harzianum 2491 b 6.53 b 11.47 a 17.30 b
DMSH 1.91 0.32 0.98 1.84
Valor F 31.80 *** 17.27 *** 24.41 *** 14.22 ***
Interaccion C x B
Valor F 2.60 ** 2.66 ** 2.53 ** 6.40 ***
CVv 19.20 12.21 22.28 24.41
Media 24.39 6.48 10.75 18.47

2Valores promedio en una misma columna seguidos por diferente letra indican diferencias
estadisticas (Tukey, P < 0.05).

ns: No significativo; *, ** ***. significativo a P < 0.05, 0.01 6 0.001, respectivamente. DMSH:
Diferencia minima significativa honesta; EAM: Extractos de algas marinas; CV: Coeficiente de
variacion.

Las giberelinas y auxinas, son reguladores clave del crecimiento de los entrenudos

(Tanimoto, 2005). Las giberelinas promueven el alargamiento celular en los

entrenudos, por lo que altos niveles de estas hormonas resultan en entrenudos mas
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largos (Claeys et al., 2014). Las auxinas, aunque también pueden favorecer el
alargamiento, interactlan con otras hormonas para controlar el crecimiento y
desarrollo equilibrado de la planta (Swarup et al.,, 2002). La longitud de los
entrenudos en los cultivares evaluados fue influenciada significativamente por la
aplicacion de L-aminoacidos, extractos de algas marinas y T. harzianum, lo que
podria ser resultado de su incidencia en la abundancia de reguladores de
crecimiento como giberelinas y auxinas. Sin embargo, existe evidencia de que estas

respuestas pueden ser variables para cada genotipo (Figura 3d).
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Figura 3. Efecto de tres tratamientos bioestimulantes sobre variables de crecimiento
de las varetas de cuatro cultivares empleados como portainjertos clonales de
aguacate: a) longitud de vareta, b) diametro de vareta, c) nimero de entrenudos por
vareta, c) longitud de entrenudos. Las barras de error indican el error estandar.
Letras diferentes sobre las barras destacan diferencias estadisticas (Tukey, P <
0.05).

Los entrenudos de las plantas tratadas con bioestimulantes en ‘Day’ presentaron

una reduccién de su longitud entre 12.18 % y 30.29 % en comparacién con el testigo
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(Figura 3d). Esto fue consecuencia del desarrollo de un nimero mayor de yemas
(Figura 2c) y podria ser indicativo de un cambio en la distribucion de fotosintatos
hacia la formacion de yemas en lugar del alargamiento de entrenudos, dado que la
disminucion del crecimiento de los brotes se ha asociado con un aumento en la
formacion de meristemos (Robbie et al., 1993). En contraste, ‘Velvick’ logré una
mayor disponibilidad de recursos para el crecimiento, que estimuldé tanto la

formacién de yemas como el alargamiento de entrenudos (Figura 3d).

4.3.2 Prendimiento y etiolacién

Con respecto a la longitud de las yemas de los injertos (previo a etiolacion) se
observaron diferencias entre los portainjertos (P < 0.001), donde ‘Zutano’ produjo
las yemas mas vigorosas (12.66 mm), ademas de que también logroé el periodo de
prendimiento mas breve (31.62 dias). En cuanto al porcentaje de prendimiento, no
se observaron diferencias significativas entre los diferentes portainjertos (P > 0.05),
con valores cercanos a 100 %, lo que indic6 una alta compatibilidad de los
portainjertos con las plantas nodrizas. Sin embargo, el tiempo de etiolacion mostré
variaciones relevantes, donde ‘Velvick’ presentd el tiempo de etiolacion mas
prolongado (33.62 dias); mientras que ‘Zutano’ completd este proceso en menos
tiempo (19.72 dias) (Cuadro 5). Estos resultados mostraron que, aunque el
porcentaje de prendimiento fue alto en todos los genotipos, el tiempo de
prendimiento y etiolaciébn puede variar significativamente, y en consecuencia el
tiempo total de duracion del proceso de propagacion seria diferente para cada

portainjerto.

En lo que concierne al efecto de los bioestimulantes, los resultados mostraron un
incremento en el vigor de las yemas con la aplicacién de L-aminoacidos (11.92 mm),
seguido de la aplicacion de T. harzianum (11.03) y EAM (10.99 mm). El testigo y el
tratamiento con T. harzianum mostraron los tiempos de prendimiento mas largos,
con 34.47 y 36.98 dias, respectivamente, sin mostrar diferencias significativas entre
ellos. Por otro lado, el tratamiento con extractos de algas marinas logro reducir el

tiempo de prendimiento a 33.72 dias (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Analisis de varianza y prueba de comparacion de medias del efecto de la
bioestimulacion en variables relacionadas la calidad y porcentaje de prendimiento y
la duracion de las etapas de prendimiento y etiolacion de cuatro genotipos de
aguacate empleados como portainjertos clonales.

Longitud Tiempo de Prendimiento  Tiempo de
de yema prendimiento (%) etiolacion
(mm) (dias) (dias)
Cultivar (C)
‘Duke 7’ 10.14 b? 41.05 a 97.50 2342 b
‘Zutano’ 12.66 a 31.62 c 100.00 19.72 ¢
‘Day’ 10.80 b 34.60 b 98.75 22.03 bc
‘Velvick’ 10.59 b 3552 b 96.25 33.62 a
DMSH 0.76 2.51 5.08 2.56
Valor F 28.04 xx 32.91 *** 1.43 ns 74.92 ***
Bioestimulante (B)
Testigo 10.21 ¢ 37.47 a 100.00 24.40
L-aminoacidos 11.92 a 34.98 ab 98.75 23.81
EAM 10.99 b 33.72 b 98.75 25.54
T. harzianum 11.03 b 36.98 a 95.00 24.43
DMSH 0.76 2.51 5.08 2.56
Valor F 11.60 *** 6.18 *** 2.57 ns 0.68 ns
Interaccion C x B
Valor F 2.85 ** 1.76 ns 1.62 ns 237 *
CcVv 16.72 17.04 8.19 24.75
Media 11.04 35.74 99.81 24 .55

ZValores promedio en una misma columna seguidos por diferente letra indican diferencias
estadisticas (Tukey, P < 0.05).

ns: No significativo; *, **, ***: significativo a P < 0.05, 0.01 6 0.001, respectivamente. DMS: Diferencia
minima significativa; EAM: Extractos de algas marinas; CV: Coeficiente de variacion.

En conjunto, estos resultados sugieren que el cultivar presentd un efecto mas
marcado en el tiempo de prendimiento y etiolacion que el uso de bioestimulantes
(Figura 4). El prendimiento de los injertos requiere que la vareta y el portainjerto
estén estrechamente relacionados taxondmicamente, para aumentar su
compatibilidad y reducir el riesgo de falla (Rasool et al., 2020). Durante el periodo
de evaluacion de esta investigacion no se identificaron problemas de compatibilidad

de los genotipos y las plantulas nodrizas utilizados (raza antillana).
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Figura 4. Efecto de tratamientos bioestimulantes en variables clave del injerto y
etiolacién en cuatro portainjertos clonales de aguacate: a) longitud de yemas de los
injertos al momento de ingreso a etiolacién, b) tiempo de prendimiento de los
injertos, c) porcentaje de prendimiento, d) tiempo de etiolacion. Las barras de error
indican el error estandar. Letras diferentes sobre las barras destacan diferencias
estadisticas (Tukey, P < 0.05).

Se sabe que la etiolacion es fundamental para lograr el enraizamiento adventicio en
aguacate (Frolich & Platt., 1972) ya que puede modificar las condiciones fisiologicas
y moleculares de las plantas al alterar las propiedades de la pared celular y los
niveles hormonales a través de un equilibrio favorable auxina-etileno (Duman et al.,
2020) y al facilitar un gradiente en la abundancia de microARN (miR160) (Gleeson
et al., 2016) que, en conjunto favorecen la formacion de raices. En esta
investigacion se encontré evidencia de que la etiolacion fue afectada directamente
por el genotipo injertado y la bioestimulacion no habria incidido en su duracion
(Cuadro 5; Figura 4).
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En el transcurso del periodo de etiolacion, las yemas crecen con ayuda de las
reservas acumuladas en los cotiledones de las plantas nodrizas (Ernst, 1999) y con
reservas suficientes, el tiempo requerido para que los brotes alcancen un tamafio
adecuado podria relacionarse con el origen genético de los cultivares evaluados;
mientras que ‘Duke 7’ y ‘Zutano’ presentaron caracteristicas predominantes de la
raza mexicana (Crane et al.,, 2025), en ‘Day’ (VC-207) y ‘Velvick’ sobresalen

caracteristicas de la raza antillana (Ben-Ya'acov et al., 1992b; Crane et al., 2025).

4.3.3 Desarrollo de raices y calidad de enraizamiento

En cuanto al porcentaje de enraizamiento, ‘Duke 7’ y ‘Zutano’ mostraron los valores
mas altos (100 y 95.83 %, respectivamente), y contrastaron de manera
sobresaliente con ‘Velvick’, que exhibio el menor porcentaje (31.25 %) (P < 0.001).
De manera similar, el numero de raices fue mayor en ‘Duke 7’ (66.60), seguido por
‘Zutano’ (26.89); mientras que, ‘Velvick’ presentd el menor nimero de raices (1.39),
‘Day’ podria considerarse intermedio con 11.5 raices y 72.91 % de enraizamiento.
Estos resultados indican una gran capacidad de ‘Duke 7’ para promover la

formacion de raices adventicias y la escasa respuesta de ‘Velvick’ (Figura 5).

‘Velvick’ ha mostrado una eficacia excepcional como portainjerto en regiones
subtropicales humedas. Mejora el vigor, la productividad y la calidad de la fruta,
ademas de que exhibe tolerancia a la pudricion de la raiz provocada por
Phytophthora cinnamomi Rands (Wolstenholme, 2003). No obstante, es un
portainjerto de dificil enraizamiento (Hiti-Bandaralage et al., 2022) con una alta
tendencia a formar callo en las heridas realizadas en los brotes para aplicar el
tratamiento de auxinas (Whiley & Whiley, 2005). Estas caracteristicas también
fueron observadas en esta investigacion (Figura 6) y evidencian la necesidad de
contar con protocolos especializados para la multiplicacion clonal de portainjertos
como ‘Velvick’ y ‘Day’, cuya capacidad de enraizamiento limitada (Cuadro 6). De no
desarrollarse dichos protocolos, su uso comercial seria muy restringido e incluso
podria llegar a descartarse en contextos de investigacion (De Villers & Ernst, 2015).
En contraste ‘Duke 7’, que es considerado el portainjerto estandar comercial de

aguacate (Kremer-Kohne & Duvenhage, 2000) posee una tolerancia moderada a P.
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cinnamomi pero induce una elevada productividad de fruta (Bender et al., 2013) y
puede alcanzar un alto porcentaje de enraizamiento (Figura 5a) lo que en conjunto
ha promovido su uso en diversos paises productores de aguacate (Douhan et al.,
2011).

Por otra parte, ‘Zutano’ es un portainjerto de uso comun en paises como Australia
(Thorp & Sedgley., 1993), Nueva Zelanda (Dixon et al., 2007) y Estados Unidos
donde fue seleccionado (Crane et al., 2025) y aunque es muy susceptible a la
pudricién de raices provocada por P. cinnamomi permite una produccion abundante
y consistente en areas frias debido a su tolerancia a las heladas (Crane et al., 2025).
Sin embargo, su propagacion clonal no esta tan extendida y en varios casos se
prefiere su propagacion mediante semillas (Rengrudkij & Partida, 2003; Belisle et
al., 2019), a pesar de que presenta una buena respuesta a la propagacién clonal
(Cuadro 6).

En cuanto a ‘Day’, es un portainjerto con capacidad de adaptacién a multiples
factores del suelo (Barrientos-Priego et al., 2015), como P. cinnamomi (Douhan et
al., 2006), salinidad (CE 2.5 dS m!) (Bender et al., 2013), cloruros (Cesped, 2003),
presencia de carbonatos de calcio y textura arenosa (Ben-Ya’acov & Zilberstaine.,
1999b). A pesar de estos atributos, su propagacion clonal requiere de atenciéon para
mejorar el porcentaje de enraizamiento e incrementar la formaciéon de un mayor
namero de raices (Cuadro 6). En lo que se refiere al didmetro de las raices, se
observo que el portainjerto ‘Zutano’ alcanzé el mayor valor (1.59 mm), mientras que
‘Duke 7’ y ‘Velvick’ mostraron diametros significativamente menores, con 1.08 mm
y 1.01 mm, respectivamente. Por otro lado, el indice de calidad del enraizamiento
(ICE) fue notablemente superior en ‘Duke 7’ (211.57 cm), seguido por ‘Zutano’
(119.28 cm), y ‘Day’ (49.84 cm); mientras que ‘Velvick’ presentd el menor valor (4.03
cm) (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Analisis de varianza y prueba de comparacion de medias del efecto de la
bioestimulacién en el enraizamiento de cuatro cultivares de aguacate empleados
como portainjertos clonales.

Enraizamiento  Numero de Diametro In(_1|ce de
(%) raices de raices Cal.'dad 'de
enraizamiento
(mm) (cm)
Cultivar (C)
‘Duke 7’ 100.00 a? 66.60 a 1.08 ¢ 211.57 a
‘Zutano’ 95.83 a 26.89 b 1.59 a 119.28 b
‘Day’ 7291 b 11.50 c 1.37 b 49.84 c
‘Velvick’ 31.25 ¢ 1.39 d 1.01 ¢ 403 d
DMSH 14.66 9.29 0.18 39.55
Valor F 65.33 *** 134.65 *** 31.43 *** 73.92 ***
Bioestimulante
(B)
Testigo 68.75 19.09 b 1.21 b 62.11 c
L-aminoacidos 72.91 33.06 a 1.44 a 133.84 a
EAM 79.16 25.50 ab 1.17 b 83.08 bc
T. harzianum 79.16 28.77 a 1.31 ab 105.69 ab
DMSH 14.66 9.29 0.18 39.55
Valor F 0.18 ns 571 ** 491 ** 8.58 ***
Interaccion C x B
Valor F 0.76 ns 4.03 ™ 1.01 ns 471 ™
CcVv 20.79 37.14 14.36 43.70
Media 75.00 26.60 1.28 96.18

ZValores promedio en una misma columna seguidos por diferente letra indican diferencias
estadisticas (Tukey, P < 0.05).

ns: No significativo; *, **, ***: significativo a P < 0.05, 0.01 6 0.001, respectivamente. DMSH:
Diferencia minima significativa honesta; EAM: Extractos de algas marinas; CV: Coeficiente de

variacion.

Para asegurar que los portainjertos clonales presenten un crecimiento homogéneo,
las plantas deben poseer un sistema de raices uniformes, de otra manera, aunque
se trate de un mismo cultivar, los arboles podrian mostrar variabilidad en su
crecimiento (De Villers & Ernst, 2015), este aspecto es clave para asegurar la
calidad de las plantas de cultivares como ‘Day’ y ‘Velvick’ que presentaron un
sistema de raices escaso y heterogeneo (Figura 6). Se ha identificado desde hace

varios afios que los portainjertos de las razas mexicana y guatemalteca, en general,
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presentan altos porcentajes de enraizamiento y los de raza antillana, en su mayoria,
son muy dificiles de propagar vegetativamente (Kadman & Ben- Ya’acov., 1965).
Este comportamiento tendria relacion con los resultados observados en esta
investigacion puesto que los portainjertos con caracteristicas predominantes de la
raza mexicana (‘Duke 7’ y ‘Zutano’) enraizaron de mejor manera que los de la raza

antillana (‘Day’ y ‘Velvick’).
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Figura 5. Comparacion del efecto de tratamientos de tratamientos bioestimulantes
en variables del enraizamiento de portainjertos cuatro portainjertos clonales de
aguacate. Las barras indican el error estandar. Letras diferentes sobre las barras
destacan diferencias estadisticas (Tukey, P < 0.05).

Los tratamientos bioestimulantes no presentaron diferencias estadisticas
significativas en el porcentaje de enraizamiento (P > 0.05). No obstante, los
tratamientos con L-aminoé&cidos y T. harzianum promovieron un incremento notable
en la formacion y vigor de raices. En comparacion con el testigo, el nimero de raices

se increment6 entre 50.7 % y 73.1 %, mientras que la longitud promedio de las
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raices aumento entre 8.2 % y 19.0 %, segun el bioestimulante aplicado (Cuadro 6).
Mientras tanto, el indice de calidad de enraizamiento fue mayor con la aplicacion de
L-aminoacidos (133.84 cm), seguido de T. harzianum (105.69 cm) lo que indicaria
una mejora sustancial en el proceso de propagacion clonal de aguacate mediante
la aplicacion de estos bioestimulantes a las plantas madre donadoras de varetas
(Figura 5). Este manejo promovio la formacion de un sistema de raices mas robusto
y mejor calidad del enraizamiento, lo cual podria mejorar la eficiencia de absorcion
de nutrientes de los clones y permitiria mitigar las mermas de proceso de
produccion, en la etapa de separacion de los acodos enraizados de la planta nodriza
(Ernst, 1999). Es importante sefialar que, estos beneficios no fueron homogéneos
en los cultivares evaluados. La bioestimulacion solo favorecio a ‘Duke 7’ y ‘“Zutano
(Figura 5).

Algunas investigaciones han sefialado un impacto positivo de la aplicacion de
aminoacidos en el enraizamiento de portainjertos mediante la sintesis y
metabolismo de carbohidratos junto con la acumulacion de prolina en hojas y raices
(Sarropoulou et al., 2016). Aminoacidos, como la glicina y el acido glutamico,
ayudan a regular la sensibilidad a las auxinas (Liao et al., 2022), en esta
investigacion estos aminoacidos se encontraron en una alta concentracion en la

composicion del bioestimulante aplicado (.
Cuadro 1).

Por otra parte, el transporte de las auxinas también puede ser beneficiado por
aminoéacidos (Bennett et al., 1998). La interaccion entre el efecto de los aminoacidos
y los mecanismos de transporte y sensibilidad a las auxinas sugiere un efecto
sinérgico que podria mejorar la distribucion en la formacion de raices, tal como se
pudo apreciar en esta investigacion, los brotes enraizados provenientes de plantas
tratadas con L-amino&cidos presentaron una mejor distribucién en la formacién de
raices adventicias, en contraste el tratamiento testigo aunque permitiéo el
enraizamiento de los brotes, las raices se formaron unicamente en sitios cercanos
al sitio de aplicacion de las auxinas y en los casos donde aparecieron mas alejadas
del sitio de aplicacion del enraizador (‘Duke 7’) su formacion fue escasa y
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heterogénea (Figura 6), o que indicaria que el transporte del enraizador en el brote
etiolado fue afectado por los tratamientos de bioestimulacion aplicados a las plantas

donadoras de vareta.

L-aminoacidos T. harzianum

X
L
2
@)
&

Figura 6. Influencia de cuatro tratamientos de bioestimulacion en el enraizamiento
de cuatro genotipos de aguacate empleados como portainjertos clonales. EAM:
extractos de algas marinas. T: Trichoderma.

Referente al efecto positivo que mostré la aplicacion de T. harzianum, se sabe
desde hace varios afios que este hongo puede inducir respuestas beneficiosas

sobre el crecimiento de las plantas al mejorar su resistencia a agentes bibticos y
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abidticos (Hermosa et al., 2012). Esta mejora en el crecimiento de las plantas se
atribuye a diversos mecanismos, entre ellos la optimizacién de la captacion de
nutrimentos (Yedidia et al., 2001), la produccién de fitohormonas (Martinez-Medina
et al., 2011) que colectivamente contribuyen a mejorar el desarrollo de las raices (Li
et al., 2015). Especialmente en ‘Duke 7’, las plantas madre donadoras de vareta
tratadas con T. harzianum, mejoraron la calidad de las raices en los acodos
realizados, para el resto de cultivares este beneficio fue limitado o nulo,
posiblemente debido a su limitada capacidad para formar raices adventicias, ya que
T. harzinum si influy6 en el crecimiento de las varetas de las plantas donadoras de

los cuatro cultivares evaluados en esta investigacion (Figura 3).

Por ultimo, la aplicacién de extractos de algas marinas también contribuy6 en la
mejora de la formacion de raices y el indice de calidad de enraizamiento en
comparacion del testigo (Cuadro 6), y este efecto fue particularmente pronunciado
en ‘Duke 7’ (Figura 5, Figura 6). Los extractos de algas marinas poseen una
composicién rica en carbohidratos, proteinas, minerales, polifenoles, acidos grasos
insaturados, esteroles y hormonas vegetales (Gorka et al., 2018). En esta
investigacion, la composicion de los extractos de algas marinas aporté nutrimentos
esenciales como potasio, azufre, calcio, magnesio y fosforo. Estos nutrientes juegan
un papel crucial en la mejora del crecimiento y desarrollo de las plantas (Maathuis,
2009), lo que en ultima instancia conduciria a un mejor crecimiento vegetativo de
las plantas donadoras de vareta. Ademas, la aplicacion de estos extractos puede
aportar a su vez numerosas betainas y compuestos similares a las betainas
(MacKinnon et al., 2009) que minimizan el estrés osmético provocado por la sequia
y la salinidad (Dell’Aversana et al.,, 2021), y proporcionan mayor tolerancia a
condiciones de estrés (Ahmed et al., 2022). Aunque los beneficios de la aplicacion
de extractos de algas marinas fueron heterogéneos, la tendencia indicé un efecto
positivo que puede potenciar el enraizamiento de ‘Duke7’ y mejorar el vigor y la
productividad de las plantas donadoras de vareta de los cuatro cultivares evaluados

en esta investigacion.
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4.4 Conclusiones

La aplicacion de bioestimulantes, particularmente L-aminoacidos y Trichoderma
harzianum, mejoraron significativamente el vigor y la productividad de las plantas
madre donadoras de vareta en cuatro cultivares de aguacate usados como
portainjertos clonales. Estos tratamientos aumentaron el niamero de yemas, Yy
varetas producidas por una planta donadora, lo que favorecié al incremento del

rendimiento del material vegetal destinado a la propagacion clonal.

El incremento en el numero de injertos que se pueden realizar con la vareta
producida por una planta donadora fue dependiente del tipo de bioestimulante
aplicado y superé al tratamiento testigo desde 70 hasta 116 % en funcion del tipo
de cultivar. Los tratamientos con L-aminoacidos y Trichoderma harzianum
favorecieron la formacion de raices méas vigorosas y de mejor calidad,
especialmente en ‘Duke 7’ y ‘Zutano’, mientras que ‘Day’ y ‘Velvick’, aunque
lograron beneficios en el crecimiento y vigor de las varetas, presentaron un nulo
efecto de los tratamientos bioestimulantes en el enraizamiento de sus brotes

etiolados y acodados.
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LA FORMULACION Y EL TIPO DE AUXINA DETERMINAN LA
CALIDAD RADICAL EN EL PORTAINJERTO DE AGUACATE
‘DUKE 7’

Resumen

La propagaciéon clonal del aguacate es un proceso laborioso que presenta
obstaculos asociados a la dificultad de enraizamiento de varios portainjertos. El
estudio evalué las auxinas &cido 1-naftalenacético (ANA) y acido indol-3-butirico
(AIB), en sus formulaciones acida y de sal potésica, aplicadas en diferentes
concentraciones (24.6, 34.4 y 44.2 mM) y proporciones (ANA:AIB -100:0, 50:50,
0:100) sobre la formacién de raices adventicias de brotes etiolados del
portainjerto ‘Duke 7°. En un disefio factorial 2x3x3, se evaluaron porcentajes de
supervivencia y enraizamiento, y la calidad del sistema radical, mediante el indice
de calidad de enraizamiento (ICE), la distribucion (BDRH) y el nUmero promedio
de raices por brote. Los resultados mostraron que la eficacia del enraizamiento
dependid criticamente de la interaccion entre los factores estudiados. Las sales
potasicas promovieron un desempefio superior en supervivencia (hasta 99.28 %)
y enraizamiento (100 %), aunque con sistemas radicales menos desarrollados
(ICE =134.99 cm); mientras que las formulaciones acidas produjeron raices mas
vigorosas (ICE = 323.53 cm) pero baja supervivencia (£56.56 %) a
concentraciones iguales o superiores a 34.4 mM. La proporcion ANA:AIB 100:0
(ANA puro) fue la més efectiva para desarrollo radical uniforme (BDRH = 97.5 %,
78.3 raices por brote) pero con una supervivencia regular (80.04 %), y la 0:100
(AIB puro) maximizo la supervivencia (91.4 %). La combinacion 50:50 mostré
efectos antagobnicos y presentd el peor desempefio de las proporciones
evaluadas.

Palabras clave: Persea americana Mill., propagacion clonal, raices adventicias,
reguladores de crecimiento.
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FORMULATION AND TYPE OF AUXIN DETERMINE ROOT
SYSTEM QUALITY IN ‘DUKE 77 AVOCADO ROOTSTOCK

Abstract

Clonal propagation of avocado is a laborious process that presents obstacles
associated with the rooting difficulties of various rootstocks. The study evaluated
the auxins 1-naphthaleneacetic acid (NAA) and indole-3-butyric acid (IBA), in their
acid and potassium salt formulations, applied at different concentrations (24.6,
34.4 and 44.2 mM) and ratios (NAA:IBA -100:0, 50:50, 0:100) on adventitious root
formation in etiolated shoots of the rootstock ‘Duke 7’. In a 2x3x3 factorial design,
survival and rooting percentages, and the quality of the root system were
evaluated using the rooting quality index (RQI), the distribution (BDRH) and the
average number of roots per shoot. It was found that rooting efficiency depended
critically on the interaction between the factors studied. Potassium salts promoted
superior performance in survival (up to 99.28 %) and rooting (100 %), although
with less developed root systems (RQI = 134.99 cm), while acidic formulations
produced more vigorous roots (RQI = 323.53 cm) but low survival (£56.56 %) at
concentrations equal to or higher than 34.4 mM. The ANA:AIB 100:0 ratio (pure
ANA) was the most effective for uniform root development (BDRH = 97.5 %, 78.3
roots per shoot) but with regular survival (80.04 %), and the 0:100 (pure AIB)
maximized survival (91.4 %). The 50:50 combination showed antagonistic effects
and showed the worst performance of the ratios evaluated.

Keywords: Persea americana Mill, clonal propagation, adventitious roots, growth
regulators.
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5.1 Introduccién

El aguacate (Persea americana Mill.) se ha consolidado como un cultivo frutal de
relevancia global (Aguirre-Lopez et al., 2024), con un consumo creciente en
fresco y como producto procesado (Del Castillo-Llamosas et al., 2021). Este
aumento responde no solo a sus beneficios nutricionales, sino también a su
creciente popularidad en los mercados internacionales (Aguirre-Lopez et al.,
2024). Sin embargo, su produccion enfrenta desafios criticos asociados a
patégenos y suelos con limitaciones fisicoquimicas (Pérez-Jiménez, 2008).

Los portainjertos clonales han surgido como una estrategia clave para superar
estas limitaciones, ya que mejoran el establecimiento de los huertos, confieren
resistencia a patégenos del suelo (Dohuan et al., 2006; De Villers & Ernst, 2015)
y pueden mitigar estrés abidtico, como la salinidad (Ben-Ya'acov & Michelson,
1995; Celis et al., 2018). Pese a estas ventajas, la propagacion clonal de
aguacate sigue limitada por la dificultad del enraizamiento de esta especie (Hiti-
Bandaralage et al., 2017), un obstaculo que urge resolver para garantizar la
sostenibilidad del cultivo, especialmente en zonas con condiciones agricolas

severas.

Las auxinas como reguladores de crecimiento vegetal son compuestos
fundamentales para inducir la formacion de raices adventicias en la propagacion
de numerosas especies (Geiss et al., 2009). En aguacate, se han utilizado el
acido indol-3-butirico (AIB), su sal potasica (K-AIB) y el acido 1-naftalenacético
(ANA) (Gustafson & Kadman, 1969; Barrientos-Priego et al., 1986) para promover
el enraizamiento. Aunque predomina el uso de AIB (Ernst, 1999; Escobedo &
Escobedo, 2011), seguido de K-AIB (Duman et al., 2020) y combinaciones
AIB:ANA (Prabhu et al.,, 2017), existen pocos estudios comparativos bajo

condiciones estandarizadas que evallen su eficacia en portainjertos clonales.

Este estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto de las auxinas sintéticas acido
indol-3-butirico (AIB) y acido 1-naftalenacetico (ANA) en sus formulaciones acida
y potasica aplicadas en diferentes concentraciones y proporciones, sobre la
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induccion de raices adventicias en brotes etiolados del portainjerto ‘Duke 7’ con
el proposito de optimizar un protocolo de propagacion clonal que maximice la

supervivencia y la calidad del sistema de raices.
5.2 Materiales y Métodos

5.2.1 Ubicacién del experimento y material vegetal

La investigacion se llevd a cabo durante los afios 2023 y 2024 en Texcoco,
México, en un invernadero de la Universidad Autonoma Chapingo (coordenadas
geograficas: 19°29'25.6 N, 98°52'24.6 O; altitud: 2264 metros sobre el nivel del
mar). Se empled el método de propagacion propuesto por Hofshi (1996) y Ernst
(1999), adaptado a las condiciones locales del invernadero. Durante el periodo
experimental, los parametros ambientales presentaron fluctuaciones naturales,
ya que no se utilizd un sistema de control activo de temperatura o0 humedad. Las
condiciones climaticas mostraron una variabilidad estacional, con temperaturas
medias que oscilaron entre 13.2 °C (diciembre de 2023) y 23.6 °C (mayo de
2024), y humedad relativa entre 83.6 % (diciembre de 2023) y 42.2 % (marzo de
2024) (Figura 7). Para mitigar el estrés hidrico asociado a los meses méas secos
(febrero-abril de 2024; humedad relativa <45 %), se establecié un programa de

riego sistematico para garantizar una humedad adecuada en el sustrato.

Para la produccion de plantas nodrizas, se emplearon semillas de aguacate
antillano (P. americana var. americana) provenientes del estado de Veracruz,
cuyo tamafo (68.9 £ 12.6 g) se ha documentado como adecuado para asegurar
un buen desarrollo del brote etiolado en la etapa de enraizamiento (Castro et al.,
2021).

Las semillas se sembraron el 24 de septiembre de 2023 en bolsas de polietileno
de 1000 cms3, se utilizé un sustrato compuesto por fibra de coco, roca volcanica y
perlita en proporcion 1:1:1 (en volumen). El manejo agronémico consistid en
riegos moderados para mantener la humedad del sustrato, asi como aplicaciones
preventivas cada 20 dias de oxicloruro de cobre (2.5 g-L'') como fungicida e
imidacloprid (1 mL-L*) como insecticida, hasta la fecha de injertacion.
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Figura 7. Variacion mensual promedio de la temperatura ambiente y la humedad
relativa durante el periodo experimental.

El 9 de enero de 2024, las plantas nodrizas se injertaron con varetas maduras
del portainjerto ‘Duke 7’, seleccionadas por presentar yemas sanas y vigorosas.
La técnica de injerto (hendidura) se realizé a 5 cm sobre el nivel del sustrato, en
cada injerto se emplearon secciones de vareta con al menos dos yemas viables
y las heridas de las secciones fueron selladas con pegamento de resina de
acetato de polivinilo para evitar su deshidratacion. Posteriormente, cada injerto
se cubri6 con una bolsa de polietileno transparente (5 x 8 cm) para mantener una
humedad relativa elevada (>90 %) durante el periodo de prendimiento. Una vez
que se observé la brotacion de al menos una yema, las bolsas protectoras se
retiraron y las plantas se trasladaron a una camara de etiolacién con temperatura
media de 23.94 °C y humedad relativa de 85 %. El proceso de etiolacién duré de

cinco a seis semanas y facilito el desarrollo de brotes aptos para el acodo aéreo.

A partir del 26 de marzo de 2024, se seleccionaron plantas con brotes etiolados
de 31.5 + 6.1 cm de longitud. En la base de cada brote, se practicé un acodo
aéreo que consistio en la realizacién de una herida de aproximadamente 2 cm de
longitud en su base, que fue efectuada con una segueta manual de 12 pulgadas

(18 dientes por pulgada) previamente desinfectada con etanol a 70 % (v/v). Las

126



soluciones de auxinas (AIB:ANA en formulacion acida o sal potasica) se aplicaron
directamente sobre la herida (50 pL) y se prepararon el mismo dia de su

aplicacion para garantizar la estabilidad de las auxinas.

El sistema de acodo se implementé mediante un soporte metélico insertado en
el sustrato de la planta nodriza, que sostuvo un contenedor transparente (150
cm3) con polvillo de fibra de coco previamente humedecido. Las plantas
acodadas se mantuvieron en una zona sombreada del invernadero, con riegos
periddicos (aproximadamente cada 48 horas) para conservar la humedad del

sustrato.

5.2.2 Disefo experimental

Se empled un disefio completamente aleatorio con un arreglo factorial 2 x 3 x 3,
en el que se evaluaron dos tipos de formulacién de auxina, tres concentraciones
y tres proporciones diferentes. La unidad experimental estuvo constituida por
cinco brotes acodados y de cada tratamiento se realizaron tres repeticiones. Las
auxinas evaluadas fueron acido 1-naftalenacético (ANA) y &acido indol-3-butirico
(AIB), cada uno presentado en dos formulaciones: sal potasica (F1) y acida (F2).
Las concentraciones aplicadas incluyeron 24.6, 34.4 y 44.2 mM; mientras que las
proporciones de auxina (ANA:AIB) se establecieron en tres niveles: 100:0 (P1),
50:50 (P2) y 0:100 (P3) (Cuadro 7). La asignacion espacial de las unidades

experimentales se aleatoriz6 en el sitio experimental.

Para cada formulacion se preparé un volumen de 20 mL. El acido 1-
naftalenacético (ANA, Sigma®) y el acido indol-3-butirico (AIB, Sigma®) se
disolvieron en una mezcla disolvente de alcohol etilico e isopropilico (70:30 en
volumen), donde los volumenes de disolvente agregados (5, 7 o0 9 mL) se
ajustaron segun la concentracion objetivo: 24.6 mM, 34.4 mM y 44.2 mM,
respectivamente. En cambio, la sal potasica de acido naftalenacético (K-ANA,
Sigma®) y la sal potasica de acido indol-3-butirico (K-AIB, Sigma®) se

solubilizaron en agua destilada.
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Cuadro 7. Descripcion completa del disefio factorial y la estratificacion de las
variables experimentales.

Formulacion: sal potasica Formulacién: acida
Auxina Auxina
Trat. Conc. (mM) ANA AlB Trat. Conc. (mM) ANA AlB
1 24.6 0.0 10 24.6 0.0
2 24.6 12.3 123 11 24.6 12.3 123
3 0.0 246 12 0.0 246
4 34.4 0.0 13 34.4 0.0
5 34.4 172 17.2 14 34.4 17.2 17.2
6 0.0 344 15 0.0 344
7 44.2 0.0 16 44.2 0.0
8 44.2 221 221 17 44.2 221 221
9 0.0 442 18 0.0 442

Trat.; Tratamiento; Conc.: Concentracion; ANA: &cido 1-naftalenacético; AIB: Acido indol-3-
butitico.

5.2.3 Variables evaluadas

La evaluacion se llevd a cabo 195 dias posteriores a la aplicacion de los
tratamientos. Para ello, los acodos aéreos fueron separados de la planta nodriza,
para posteriormente eliminar el sustrato adherido al sistema radical mediante
inmersion en un recipiente con agua y agitacion manual intermitente. La altura de
los brotes y la longitud de las raices se midieron con un flexdmetro de precision
(£0.1 cm); mientras que los didmetros de brotes y raices se determinaron con un
vernier digital Mitutoyo® (precision +0.01 mm). Las variables evaluadas
incluyeron: supervivencia (porcentaje de brotes vivos), enraizamiento (proporcién
de brotes con al menos una raiz 20.5 cm), crecimiento vegetativo (incremento
porcentual en altura y didmetro basal del brote, medidos desde la base),
desarrollo radical (numero, longitud y diametro de raices), presencia de raices
secundarias (escala binaria), porcentaje de brotes con distribucién de raices
homogénea (BDRH: brotes con raices distribuidas en >80 % de la seccion de
tallo acodado), formacion de callos (presencia-ausencia) y proporcion de brotes
con callos abundantes (porcentaje de tallos con callos de 25 mm de longitud).
Adicionalmente, para cuantificar la calidad del sistema radical, se calculé el indice

de calidad de enraizamiento (ICE) mediante la ecuacion
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ICE = (Raices (n) X Longitud promedio (cm))

5.2.4 Analisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 mediante el procedimiento GLM (General Linear
Model) del paguete estadistico SAS® (SAS On Demand for Academics, version
3.1.0; SAS Institute, 2021).

Los datos de las variables expresadas en porcentaje fueron transformados
mediante la funcion arco seno de la raiz cuadrada de la proporcion decimal [y =
arcsin(Nx), donde x = valor porcentual/100], con el fin de cumplir con los
supuestos de normalidad y homocedasticidad requeridos para los analisis
paramétricos. En la presentacién de resultados se mantuvieron los valores
porcentuales originales para facilitar su interpretacion. Las variables continuas

fueron analizadas sin transformacion previa.
El modelo de andlisis de varianza (ANOVA) utilizado fue:
Yijk =“+FL+C]+Pk+(FXC)l]+(Fxp)lk+(cXp)jk-l_(FXCXP)l]k-l_gl]k

Donde: Y;;, es la variable respuesta, u es la media general, F; es el efecto de la
formulacion de la auxina (i = sal potasica, acido), C; es el efecto de la

concentracion (j = 24.6, 34.4, 44.2 mM), P, es el efecto de la proporcién (k =

100:0, 50:50, 0:100) y ¢;;; es el error experimental.

La comparacion de medias se realizé con la prueba de Tukey (P<0.05), y los
valores que previamente fueron transformados se convirtieron a sus unidades
originales para su interpretacion. A partir de estas medias ajustadas, se
generaron mapas de calor para para las variables de supervivencia,
enraizamiento, porcentaje de brotes con callo, nimero de raices, brotes con callo
abundante, indice de calidad de enraizamiento y brotes con distribucion de raices
homogénea. Estos mapas fueron elaborados en el programa GraphPad Prism
(version 10.4.2), se utilizé una escala de color continuo (inferno) para representar

la intensidad relativa de cada variable. Para cada variable, los datos se
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organizaron en matrices de doble entrada que siguieron el disefio factorial del
experimento (formulacidon x concentracién x proporcién), con el fin de visualizar

patrones de respuesta especificos a cada tratamiento.
5.3 Resultados y Discusion

5.3.1 Analisis de varianza

El analisis de varianza (ANOVA) mostro efectos significativos de la formulacion
de auxinas (F), la concentracioén (C), la proporcién (P) y sus interacciones sobre
la supervivencia (Supv.) y el enraizamiento (Enr.) de los brotes etiolados de
aguacate ‘Duke 7’ (Cuadro 8). La formulacién presentd el mayor efecto sobre

supervivencia y enraizamiento (P<0.001).

Cuadro 8. Analisis de varianza (ANOVA) para supervivencia, enraizamiento y
crecimiento vegetativo en brotes etiolados de aguacate ‘Duke 7.

Cuadrados medios

Fuente de gl Crecimiento vegetativo
variacion Supv. (%)  Enr. (%) Altura Diametro
(cm) (mm)

Formulacion (F) 1 5.436™ 6.000™ 0.008"s 0.000"
Concentracion (C) 2 0.639™ 0.519™ 0.001"s 0.002"
Proporcion (P) 2 0.150° 0.095"s 0.114™ 0.023"
FxC 2 0.242" 0.180° 0.007"s 0.027"s
FxP 2 0.261" 0.280" 0.006"s 0.004"s
FxCxP 8 0.144" 0.141" 0.014ns 0.026"
Error 36 0.036 0.036 0.011"s 0.010
C.V. (%) 16.16 16.57 19.92 14.98

gl: grados de libertad; Supv.: Supervivencia; Enr.: Enraizamiento; C.V.: Coeficiente de variacion;
ns: No significativo; *, ™, Significativo a P <0.05, 0.01 6 0.001, respectivamente.

Las interacciones F x C y F x P fueron significativas para ambas variables
(P<0.01), lo que indicé que el efecto de la formulacién dependié de la
concentracion y la proporcién aplicada. La interaccién triple F x C x P también
fue significativa (P<0.01), lo que sugiere que la respuesta de los brotes estuvo
influenciada por la combinacion especifica de factores. Por el contrario, las
variables de crecimiento vegetativo (altura y diametro de brotes) no mostraron

diferencias entre tratamientos, con la excepcién de un efecto marginalmente
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significativo de la proporcion (P) sobre la altura (P<0.001) y de la interaccion F x
C x P en el diametro (P<0.05). Este hallazgo implica que los tratamientos
ejercieron una influencia minima sobre el crecimiento vegetativo (altura y

diametro de los brotes) bajo las condiciones experimentales de este estudio.

Por otra parte, el ANOVA también revelo efectos significativos de la formulacion
de auxinas (F), la concentracion (C) y la proporcion (P) sobre los parametros
relacionados con el sistema de raices y el indice de calidad de enraizamiento
(ICE) en los brotes etiolados del portainjerto de aguacate ‘Duke 7’ (Cuadro 9).

Cuadro 9. ANOVA para variables radicales e indice de calidad de enraizamiento
(ICE) en brotes etiolados de aguacate ‘Duke 7.

Cuadrados medios

Fuente de | Raices
variacion Nimero  Longitud Diametro ICE
(cm) (mm)

Formulacién (F) 1  4393.82™ 0.197"  0.256™ 41509.13™
Concentracion (C) 2 2004.35™ 0.279" 0.065™ 27681.44™
Proporcion (P) 2 8626.07™ 0.353" 0.074™ 76123.00™
FxC 2 202.49"s 0.052" 0.012" 712.68"
FxP 2 204.49" 0.047" 0.259™ 1622.83"
FxXCxP 8 671.83™ 0.202" 0.145™ 3963.33"
Error 36 148.21 0.066 0.011 1713.86
C.V. (%) 22.26 8.67 6.61 25.44

gl: grados de libertad; C.V.: Coeficiente de variacion; "s; No significativo; *, ™, Significativo a P
<0.05, 0.01 6 0.001, respectivamente.

En relacion con el numero de raices, la formulacion, la concentracion y la
proporcion mostraron efectos altamente significativos (P<0.001) y también los
resultados mostraron que la interaccion F x C x P fue altamente significativa
(P<0.001), lo que mostraria que combinaciones especificas de factores
maximizan la produccion de raices. Por su parte la longitud de raices solo
presentd efectos significativos para la proporcién (P<0.01), la concentracién
(P<0.05) y lainteraccion F x C x P (P<0.01). En lo referente al diAmetro de raices,
las fuentes de variacion principales (F, C, P) y las interacciones F x P (P<0.001)
y F x C x P (P<0.001) fueron altamente significativas. Mientras que el indice de
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calidad de enraizamiento fue influido significativamente por los tres factores
principales (P<0.001).

Se encontré efectos significativos de los factores experimentales sobre las
variables brotes con callo (BC, %), brotes con callo abundante (BCA, %) y brotes
con distribucion de raices homogénea (BDRH, %); mientras que brotes con
raices secundarias (BRS, %) solo presenté respuesta a la concentracion (P<0.01)
(Cuadro 10). La formulacion (F) de las auxinas influencié significativamente BCA
(P<0.001) y BDRH (P<0.001), pero no afect6 BRS (P>0.05). Por su parte, la
concentracion influyé en BRS (P<0.01), BC (P<0.01) y BCA (P<0.001) y la
proporcion (P) mostro efectos significativos en BC (P<0.01), BCA (P<0.001) y
BDRH (P<0.001). La interaccion F x C x P fue significativa para BC (P<0.05) y
BDRH (P<0.001), lo que evidencié que combinaciones especificas de factores

modularon estas respuestas.

Cuadro 10. ANOVA para brotes con raices secundarias (BRS), brotes con callo
(BC), brotes con callo abundante (BCA) y brotes con distribucion de raices
homogénea (BDRH) en brotes etiolados de aguacate ‘Duke 7.

Fuente de gl Cuadrados medios

variacion BRS (%) BC (%) BCA (%) BDRH (%)
Formulacion (F) 1 0.167™ 0.310° 2.640™ 1.779™
Concentracion (C) 2 0.438" 0.355" 0.564™ 0.020"s
Proporcion (P) 2 0.149m 0.305™ 2.793™ 2.234™
FxC 2 0.171m 0.141ns 0.060"s 0.300°
FxP 2 0.188™ 0.116"s 0.489" 0.008"s
FxCxP 8 0.092m 0.126" 0.095"s 0.215™
Error 36 0.073™ 0.049 0.064 0.061
C.V. (%) 19.50 17.16 35.10 24.60

gl: grados de libertad; C.V.: Coeficiente de variacion; "s; No significativo; *, *,”: Significativo a P
<0.05, 0.01 6 0.001, respectivamente.

5.3.2 Efecto de la formulacién

Las auxinas en su formulacién acida mejoraron el desempefio de variables
criticas para la propagacion clonal de ‘Duke 7. En comparacion con las sales
potasicas, la formulacion acida incremento el numero promedio de raices por
brote (63.71 contra 45.67), el indice de calidad del enraizamiento (ICE = 190.99
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cm contra 134.99 cm) y la proporcion de brotes con callo abundante (65.23 %
contra 22.81 %) (Cuadro 11; Figura 8c-d). Ademas, se observé una distribucion
mas homogénea de raices (BDRH = 86.21 %), lo que indica un sistema radical
mas funcional y uniforme. Por su parte, las formulaciones en sales potasicas
destacaron por presentar el mayor porcentaje de supervivencia (99.28), con un
enraizamiento igualmente alto (99.28 %), aunque asociado a brotes con raices

menos desarrolladas y mal distribuidas (BDRH = 54.19 %).

Cuadro 11. Comparacion de medias y diferencias minimas significativas
honestas (DMSH) entre formulaciones de auxinas en variables de respuesta de
brotes etiolados de aguacate.

Factor: formulaciéon

Variable Sal potéasica Acido DMSH Media

global
Supervivencia (%) 99.28 a 56.56 b 1.08 84.67
Enraizamiento (%) 99.28 a 53.37 b 1.11 83.49
Altura de brote (%) 25.66 a 23.51 a 0.32 24.58
Didmetro de brote (%) 38.03 a 37.70 a 0.30 37.86
Numero de raices (n) 45.67 b 63.71 a 6.72 54.70
Longitud de raices (cm) 2.89a 3.01la 0.14 2.96
Diametro de raices (mm) 1.49Db 1.62 a 0.06 1.56
ICE 134.99b 190.99 a 22.85 162.72
BRS (%) 94.16 a 98.25 a 2.20 96.49
BC (%) 87.85b 95.88 a 1.49 92.35
BCA (%) 22.81Db 65.23 a 1.93 43.39
BDRH (%) 54.19 b 86.21a 1.87 68.88

ICE: indice de calidad de enraizamiento; BRS: Brotes con raices secundarias; BC: Brotes con
callo; BCA: Brotes con callo abundante; BDRH: Brotes con distribucién de raices homogénea.
Letras distintas (a, b) indican diferencias significativas entre formulaciones (Tukey, a = 0.05).

Estas diferencias se explican en gran parte por las propiedades fisicoquimicas de
cada formulacién. Como acidos débiles, tanto el ANA (pKa = 4.24) como el AIB
(pKa = 4.70) existen en equilibrio entre sus formas ionizadas (ANA“/AIB™) y no
ionizadas (ANA-H/AIB-H), que depende del pH celular (Schénherr, 1976; Yang et
al.,, 2016). En condiciones acidas (pH <pKa), predominan las formas no
ionizadas, que son altamente lipofilicas por lo que tienden a difundirse

pasivamente a través de las membranas plasmaticas (Rubery & Sheldrake, 1974;
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Yang et al., 2016). Esta difusion pasiva permite una distribucién mas uniforme de
la auxina en el tejido de los brotes etiolados, lo que podria explicar la mayor
homogeneidad en la formacion de las raices adventicias (BDRH) observada con
formulaciones acidas (Figura 9d).

Por el contrario, las auxinas en formulacion de sal potasica se disuelven en
soluciones acuosas a un pH neutro o alcalino, lo que las mantiene en sus formas
ionizadas. En este estado, su absorcidén celular depende de transportadores
especificos como AUX/LAX; PINs, ABCBs, cuya expresion y localizacion varian
entre tejidos (Gutknecht & Walter, 1980; Zazimalova et al., 2010; Gomes et al.,
2021). Al depender de transporte activo mediado por proteinas especificas como
AUX1/LAX, responsables de la captacion, PIN para la distribucién polar, y ABCB
para el eflujo celular (Hammes et al., 2021) tendian una absorcién regulada, lo
gue explicaria su menor citotoxicidad (supervivencia = 99.28 %) y la disminucién
de su potencial morfogenético general un 139.6 % en comparacién de las
formulaciones acidas (ICE = 134.99 cm contra 323.53 cm), cuya sefializacion
auxinica se concentré en células proximas a la herida del acodo, en lugar de

promover una dispersién homogénea (Figura 9).

Ademas, la disminucion de la formacién de callos (BCA = 22.81 % contra 65.23
% en formulaciones acidas) implicaria que la entrada controlada de sales
potasicas a las células fomenté una division celular organizada y minimizo la

formacion de tejidos indiferenciados y raices adventicias (Figura 8).

En especies modelo como Arabidopsis thaliana, se ha identificado y estudiado la
funcidén especifica de transportadores y como su expresion diferencial podria
modular la eficacia en el transporte (Hammes et al., 2021). La expresion
diferencial de estos transportadores podria modular la eficiencia de absorcion y
actividad biolégica de las auxinas, donde las sales potasicas, cuya forma ionizada
no atraviesa liboremente la membrana plasméatica; mientras que las formas no
ionizadas de las auxinas acidas pueden difundirse pasivamente, lo que explicaria
su absorcion mas rapida y su efecto morfogenético mas amplio, aunque también

mas fitotdxico en concentraciones altas (Figura 8a). Esto refuerza la hipotesis de
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que la formulacién acida permite una sefializacidbn auxinica mas intensa y

sostenida, en cambio las sales potasicas inducen una respuesta mas localizada

y menos citotoxica.
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Figura 8. Supervivencia vs. eficacia: Mapas de calor del efecto de la formulacion
de auxinas en brotes acodados de ‘Duke 7’. a) Porcentaje de supervivencia. b)
Porcentaje de brotes con formacion de callo. c) Numero promedio de raices por
brote. d) Porcentaje de brotes con callo abundante. S: Auxina en formulacion de
sal potasica. A: Auxina en formulacion acida. ANA: Acido 1-naftalenacético. AlB:
Acido indol-3-butirico.

También en Arabidopsis thaliana, se ha observado que altas concentraciones de

auxinas inducen la formacién de callos, en tanto que niveles intermedios

promueven una organogénesis regulada (Sugimoto et al.,
2011; Ikeuchi et al.,

2013).

2010;

Iwase et al.,
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Figura 9. Valores de pH de las soluciones de &cido 1-naftalenacético e indol-3-
butirico en sus formulaciones de sales potasicas y acidas y su efecto en la
distribucién y capacidad de morfogénesis de raices adventicias en brotes de
‘Duke 7’. S: auxina en formulacion de sal potasica. A: auxina en formulacion
acida. ANA: acido 1-naftalenacético. AIB: acido indol-3-butirico. a) Mapa de calor
de valores de pH dependientes de la formulacién de las auxinas. b) Distribucién
de raices homogénea provocada por formulaciones de sales potasicas con pH
ligeramente acido. c) Distribucion de raices heterogénea provocada por
formulaciones de sales potasicas con pH ligeramente alcalino. d) Distribucion de
raices homogénea provocada por formulaciones acidas.

En este estudio se identific6 un comportamiento similar, las formulaciones acidas
estimularon callogénesis sobre la herida del acodo y enraizamiento vigoroso,

aunqgue también incrementaron el riesgo de necrosis y muerte de los brotes. En
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contraste, las sales potasicas atenuaron estos efectos, posiblemente debido a su

absorcion mas controlada y gradual por la naturaleza de su pH (Figura 9).

En conjunto, estos resultados indican que las auxinas en su formulacién acida
promueven sistemas de raices mas robustos y uniformes, aunque requieren un
manejo cuidadoso para evitar efectos fitotoxicos. Por su parte, con formulaciones
de sal potasica se tiene mayor seguridad fisiologica, especialmente bajo
condiciones ambientales no controladas, lo que las hace una opcion para
protocolos que busquen maximizar la supervivencia a gran escala, pero no
cuenten con infraestructura para controlar parametros de temperatura y humedad

durante el enraizamiento.

5.3.3 Efecto de la concentraciéon

Los resultados de este estudio indicaron una influencia significativa de la
concentracion de auxinas en el enraizamiento y el desarrollo radical (Cuadro 12).
La concentracion mas alta (44.2 mM) promovié el mayor nimero de raices
(64.05) y el valor maximo de ICE (197.76 cm), asi como un incremento en la
formacién de callos (BC = 98.35 %). Sin embargo, esta concentracion provoco
una disminucién significativa en la supervivencia (73.93 %) y el enraizamiento
(73.93 %), en comparacién con concentraciones mas bajas como 24.6 mM
(supervivencia = 96.55 %, enraizamiento = 95.07 %), lo que sugiere que, aunque
fue eficaz desde el punto de vista morfogénico, resultdé también fisiolégicamente
agresiva. En contraste, la concentracion intermedia (34.4 mM) mostré0 una
respuesta equilibrada entre supervivencia y eficacia, al lograr un ICE elevado
(170.05 cm), una calidad radical adecuada (longitud = 3.03 cm, diametro = 1.50
mm) y un porcentaje de supervivencia aceptable (78.31 %), posicionandose
como la dosis mas adecuada para protocolos de propagacion a nivel comercial.
La dosis mas baja (24.6 mM) maximizé la supervivencia (96.55 %), pero generd
un sistema de raices limitado (ICE = 120.36 cm) que podria comprometer el

desarrollo postrasplante de los clones.
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Por su parte, las variables de crecimiento vegetativo (altura y diametro del brote)
y la proporcién de brotes con distribucion homogénea de raices (BDRH) no
mostraron diferencias significativas entre concentraciones (P>0.05), lo que
indicaria que estas variables no fueron sensibles a la concentracion de auxinas
aplicada y que el principal efecto de la concentracion se manifiesta en la

induccion y arquitectura del sistema de raices.

Cuadro 12. Comparacion de medias y diferencias minimas significativas
honestas (DMSH) entre concentraciones de auxinas en variables de respuesta
de brotes etiolados de aguacate.

Variable Factor: concentracion

24.6 mM 34.4 mM 44.2 mM DMSH
Supervivencia (%) 96.55 a? 78.31Db 73.93 b 2.35
Enraizamiento (%) 95.07 a 77.38b 73.93 b 2.40
Altura de brote (%) 24.57 a 23.93 a 25.25 a 0.71
Didmetro de brote (%) 36.69 a 38.40 a 38.50 a 0.65
Numero de raices (n) 43.25b 56.79 a 64.05 a 9.92
Longitud de raices (cm) 281Db 3.03a 3.03a 0.21
Diametro de raices (mm) 1.57 ab 1.50b 1.62a 0.08
ICE 120.36 b 170.05 a 197.76 a 33.73
BRS (%) 89.09 a 99.93 a 95.95 ab 4.75
BC (%) 84.38 b 90.95 ab 98.35a 3.22
BCA (%) 26.53 b 58.05 a 66.38 a 4.17
BDRH (%) 68.03 a 73.65a 73.04 a 4.04

ICE: indice de calidad de enraizamiento; BRS: Brotes con raices secundarias; BC: Brotes con
callo; BCA: Brotes con callo abundante; BDRH: Brotes con distribucidon de raices homogénea.
2l etras distintas indican diferencias significativas entre formulaciones (Tukey, a = 0.05).

Esta respuesta bifasica observada en ‘Duke 7°, en la que se alcanzaron altos
porcentajes de supervivencia y enraizamiento de los brotes tratados a una baja
concentracion de auxinas (24.6 mM), para disminuir de manera pronunciada a
dosis mayores (44.2 mM) es consistente con un fendmeno de hormesis. En este
fendmeno, dosis bajas estimulan el desarrollo y dosis elevadas inducen estrés
fisiologico (de Klerk et al., 1997; Barreto et al., 2023). En concentraciones altas
(especialmente en formulacidn acida), se identifico la presencia de fitotoxicidad a
través de necrosis en los tejidos adyacentes al sitio de aplicacion (Figura 10a-b).

Estos efectos fueron atribuibles a la mayor lipofilia de las formulaciones acidas,
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que facilita su infiltracion en las membranas celulares (Schonherr, 2006), pero
puede provocar alteracion estructural y acumulacion excesiva de auxina en los
tejidos (Blythe et al., 2007; Bhatla & Lal, 2023). Este dafio estructural por dosis
excesiva de auxinas puede ser agravado por la presencia de alcohol en la
solucion enraizadora de las formulaciones acidas (Schonherr, 2006; Schwab et
al., 2021), y llega a ser perceptible al provocar necrosis tisular (Linke et al., 2010;
Hac-Wydro & Flasinski, 2015). En contraste, las auxinas en forma de sales
potésicas, al ser solubles en agua y carentes de solventes agresivos, son
absorbidas mediante transportadores especificos, posiblemente del tipo ABC,
AUX/LAX o PIN (Korasick et al., 2013; Hammes et al., 2021), lo que reduce su
impacto citotoxico (Figura 8a) y permite que presente una respuesta mas

controlada sin dafio visible, incluso a 44. 2 mM (Figura 10c).

Figura 10. Efectos de toxicidad contrastantes de las formulaciones &cida y
potasica de auxinas aplicadas en brotes de ‘Duke 7°. a) Brote tratado con ANA
(acido 1-naftalenacético) en formulaciéon &cida (34.4 mM en solucion
etanol:isopropanol, 70:30 v/v) donde se observa necrosis severa (flechas
amarillas) en la base del tallo, asociada al escurrimiento del enraizador aplicado
(50 pL). b) Ampliacion de la regidon necrotica en el mismo tratamiento, donde se
aprecia el dafio localizado por contacto directo con la solucién. c) Brote tratado
con ANA en formulacion potasica (44.2 mM en agua), sin evidencia de dafo
tisular, a pesar del mismo volumen aplicado.

Adicionalmente, se ha documentado que concentraciones excesivas de auxinas
inducen estrés oxidativo (Roussos, 2023), produccién de especies reactivas de

oxigeno (ROS) (McCarthy-Suarez, 2017), y senescencia foliar mediante las vias
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de biosintesis del etileno y acido abscisico (Wilkinson & Davies, 2002; Mittler et
al., 2004). Estos procesos podrian explicar la caida en supervivencia de los
brotes observada con 44.2 mM (73.93 %), a pesar de su alto nimero de raices
(64.05) y callos formados (BC = 98.35), donde esta dosis provocd un posible
desequilibrio redox, dafio estructural de membranas y fragmentacion del ADN
(Roussos, 2023; Mittler et al., 2004). Esta respuesta seria también indicadora de
desregulacion hormonal en la que se activan vias de proliferacion celular no
controladas (Figura 8b, d), como la generacién excesiva de callo (BCA = 66.38

%) sin generar una organogeénesis eficiente (Ikeuchi et al., 2013).

Por tanto, aunque concentraciones elevadas de auxinas incrementan el potencial
rizogénico, su aplicacion debe realizarse con precaucion. En el caso de la
propagacion de ‘Duke 7’, la concentracion de 34.4 mM resultd ser la mas
adecuada, al promover la formacién de un sistema radical abundante y vigoroso,
con una arquitectura funcional y viabilidad fisiologia adecuada. Esta
concentracion indujo la formacion de un sistema de raices bien distribuido, con
alta proporcion de raices secundarias (99.93 %), lo que favoreceria el
establecimiento en campo y reduciria el estrés asociado a la separacion del

acodo de la planta nodriza.

Ademas, es importante sefialar que el porcentaje de enraizamiento, por si solo,
no es un indicador suficiente del éxito de un protocolo de propagacion. Un
sistema radical escaso y mal distribuido puede limitar el desarrollo postrasplante
y derivar en perdidas comerciales. Este aspecto es particularmente relevante en
especies lefiosas de dificil enraizamiento como el aguacate (Davies et al., 1994;
Hartmann et al., 2014), donde la calidad del sistema radical es determinante para
la rentabilidad de la produccion clonal, ya que un sistema radical con una calidad
deficiente en etapas posteriores del proceso de produccion llega a significar
mermas (plantas muertas o para desecho). Por lo tanto, esta investigacion resalta
la necesidad de evitar protocolos conservadores que priorizan la supervivencia
durante la etapa de enraizamiento a expensas de la calidad y funcionalidad

radical (Gongalves et al., 1998).
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5.3.4 Efecto de la proporcion

La proporcion de auxinas (ANA:AIB) mostro un impacto significativo en la calidad
del sistema radical inducido en los brotes de ‘Duke 7’ (Cuadro 13). En general el
tratamiento con ANA puro (100:0) fue el més efectivo, con el mayor nUmero de
raices (78.34), el ICE mas alto (234.72 cm) y una distribucion de raices
homogénea (BDRH = 97.50 %).

Cuadro 13. Comparaciéon de medias y diferencias minimas significativas
honestas (DMSH) entre proporciones de auxinas en variables de respuesta de
brotes etiolados de aguacate.

Variable Factor: Proporcion
ANA:AIB ANA:AIB ANA:AIB DMSH
(100:0) (50:50) (0:100)

Supervivencia (%) 80.04 b? 81.37 ab 91.40 a 2.35
Enraizamiento (%) 80.04 a 80.49 a 89.22 a 2.40
Altura de brote (%) 21.01b 20.47 b 32.86 a 0.71
Diametro de brote (%) 34.04 a 38.89 a 40.71 a 0.65
Numero de raices 78.34 a 50.61b 35.14 ¢ 9.92
Longitud de raices (cm) 3.00b 2.80b 3.07 a 0.21
Diametro de raices (mm) 1.63a 1.56 b 1.50c 0.08
ICE (cm) 234.72 a 145.18 b 108.26 b 33.73
BRS (%) 93.36 a 95.31a 99.33 a 4.75
BC (%) 98.09 a 90.88 b 85.18 b 3.22
BCA (%) 84.18 a 30.76 b 15.71b 4.17
BDRH (%) 97.50 a 56.93 b 4742 b 4.06

ICE: indice de calidad de enraizamiento; BRS: Brotes con raices secundarias; BC: Brotes con
callo; BCA: Brotes con callo abundante; BDRH: Brotes con distribucidon de raices homogénea.
Z|_etras distintas indican diferencias significativas entre formulaciones (Tukey, a = 0.05).

La proporcion ANA:AIB (50:50) exhibié un equilibrio intermedio, con valores
moderados en numero de raices (50.61) e ICE (145.18 cm), pero una reduccién
significativa en callosidad (BCA = 30.76 %) y distribucibn homogénea de raices
(BDRH = 56.93 %) en comparaciéon con ANA:AIB (100:0). Por otro lado, la
proporcion ANA:AIB (0:100) destacé en supervivencia y altura de brotes, pero
registré el menor nimero de raices (35.14), diametro radical mas bajo (1.50 mm)
e ICE reducido (108.26 cm), lo que muestra una menor capacidad para inducir
un sistema radical adecuado (Cuadro 13).
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La evidencia experimental de esta investigacion refuerza la necesidad de
encontrar un balance entre la calidad radical (favorecida por ANA) y la
supervivencia (favorecida por AIB). La proporcion ANA:AIB (100:0) se considera
Optima para mejorar la formacion y la uniformidad de raices, a diferencia de la
proporcion ANA:AIB (0:100) se considera apropiada en condiciones de estrés
abidtico en las que la supervivencia inicial es primordial. La ausencia de
diferencias en el porcentaje de enraizamiento entre las diferentes proporciones
de auxinas implic6é que, a pesar de las variaciones en la calidad de las raices, la
capacidad de inducir raices adventicias se mantuvo estable en las tres

proporciones evaluadas.

El acido 1-naftalenacético (ANA) y el acido indol-3-butirico (AIB) son auxinas
ampliamente empleadas en el campo de la propagacion de plantas, cada una de
estas sustancias presenta distintos mecanismos bioquimicos y aplicaciones
practicas (Hartmann et al., 2014). Aunque se esperaria que la combinacion de
ambas auxinas produjera un efecto sinérgico, en el enraizamiento de ‘Duke 7’ el
comportamiento observado podria atribuirse a una posible interferencia en sus
rutas hormonales. Se ha documentado que la diferenciacion del tejido vascular y
la induccion de raiz adventicias dependen de una distribucion temporal y espacial
de auxinas altamente regulada (Péret et al., 2009; Ikeuchi et al., 2013). La
presencia simultanea de ANA y AIB podria desestabilizar esa distribucion y
alterar la expresion de genes clave como ARF, LBD y WOX, involucrados en el

proceso de formacién de raices adventicias (Du et al., 2024).

Ademas, la menor distribucion homogénea de raices en la proporcion 50:50
indicaria que la combinacion de auxinas puede inducir una respuesta
morfogénica heterogénea en células vecinas (Figura 12c,d). A nivel celular, esta
respuesta podria estar relacionada con diferencias en la afinidad, metabolismo o
transporte intracelular de ANA y AIB, lo cual alteraria la direccionalidad del flujo
hormonal y, por ende, la arquitectura del sistema radical (Korasick et al., 2013;
Simon & Petradek, 2011; Jan et al., 2024).
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Ambas auxinas son compuestos sintéticos y muestran una efectividad biologica
mayor en comparacion con el acido indolacético (AlA); este comportamiento se
ha atribuido a sus configuraciones moleculares que confieren resistencia a la
degradacion enzimética, lo que prolonga su actividad biolégica al evitar la
degradacion en los tejidos vegetales (Dobrev et al., 2023). Concretamente, el AIB
muestra un periodo prolongado de actividad en los tejidos vegetales con relacion
al AlA, lo que aumenta su eficacia para promover el desarrollo de raices (Epstein
& Ludwig-Muller, 1993). Ademas, la aplicacién de AIB favorece la formacién de
raices a través de la via de la B-oxidacion donde se transforma en AlA, lo que

incrementa la union de la auxina a sus receptores (Gonin et al., 2019).

Por el contrario, el ANA, que se metaboliza principalmente por conjugacion en
lugar de oxidacién, posee la capacidad de mantener una actividad mas
prolongada que el AIB en los tejidos vegetales (De Klerk et al., 2011; Epstein &
Ludwig-Mdiller, 1993). Esta caracteristica explicaria su eficacia para promover el
desarrollo de raices adventicias y la formacion de callos densos (De Klerk et al.,
1999).

La retencion prolongada del ANA en los tejidos vegetales puede aclarar la
arquitectura uniforme de las raices observada en la proporcién 100:0, BDRH =
97.5 %), asi como sus posibles efectos fitotoxicos. Es probable que esta
fitotoxicidad esté relacionada a la acumulacion de auxina libre, lo que resultaria
en la disminucion de los porcentajes de supervivencia (80.04 % en ANA frente a
91.40 % en AIB) (Hac-Wydro & Flasinski, 2015). Por el contrario, la rapida
degradacion del AIB por accidon de enzimas como las peroxidasas, puede
producir una sefializacion auxinica efimera, que minimiza el estrés oxidativo
(Ludwig-Mdller, 2011). Este fenoOmeno fue congruente con una mayor
supervivencia (91.40 %) y un mayor crecimiento vertical de los brotes acodados
(altura = 32.86 % con AIB frente a 21.02 % con ANA), ademas de una
organogeénesis radical restringida (35.14 raices con AIB frente a 78.34 raices con
ANA), que result6 en sistemas radicales escasos y posiblemente limitados para

promover un crecimiento vigoroso después de separarlos de la nodriza.
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En la horticultura, la seleccion entre ANA y AIB depende de los requisitos
especificos de cada especie, la metodologia de propagaciéon empleada y de sus
consideraciones practicas (Hartmann et al., 2014). La mayor estabilidad y eficacia
asociadas al AIB lo convierten en la opcion preferida para la propagacion de
numerosas especies lefiosas (Blythe et al., 2007). Sin embargo, el ANA puede
presentarse como una opcion econémicamente mas viable y ventajosa en casos

especificos (Gavilanes et al., 2006; Husen & Pal, 2006).

En el caso particular del portainjerto ‘Duke 7’, los hallazgos indican que, ANA en
su forma pura (100:0) se perfila como la auxina mas eficiente para promover
sistemas radicales mas robustos y funcionales, que podrian traducirse en un
mejor desarrollo vegetativo posterior. Sin embargo, en portainjertos con
sensibilidad marcada al ANA, el AIB puede ser una alternativa mas adecuada

debido a su perfil de menor toxicidad.

5.3.5 Efecto de lainteraccion de factores

La interaccion entre formulacion, concentracion y proporcién de auxinas influyé
significativamente en diferentes variables evaluadas, lo que evidencia que los
efectos de los tratamientos sobre el enraizamiento de ‘Duke 7’ no pueden
atribuirse a un solo factor de manera aislada, sino que dependen del ajuste

especifico de los factores estudiados.

En particular, se identificé que el numero de raices por brote, la longitud y el
diametro radical, el indice de calidad del enraizamiento (ICE), el porcentaje de
brotes con callo (BCA), la distribucion de raices (BDRH) e incluso la
supervivencia y el porcentaje de enraizamiento fueron regulados por condiciones

especificas de formulacion, concentracion y proporcion de ANA y AlB.

Este tipo de interaccion se refleja en las imagenes generadas por los mapas de
calor, que mostraron patrones de respuestas maximas y minimas bajo

condiciones especificas (Figuras 11-13).
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Las auxinas en su formulacion de sales potasicas mostraron un desempefio
superior en porcentaje de enraizamiento, con porcentajes altos (86.7 — 100 %),
en todas las combinaciones de concentracion y proporcion. En contraste, las
formulaciones &cidas fueron afectadas significativamente por la proporcién de
auxinas. La aplicacion de ANA puro (100:0) logro 86.7 % a 24.6, pero disminuy6

a 40 % en concentraciones superiores (34.4y 44.1 mM) (Figura 11a,b).

Estos resultados destacan una mayor funcionalidad de las sales potésicas frente
a las formulaciones acidas. En las proporciones 50:50, el enraizamiento fue
drasticamente afectado en las formulaciones acidas. Este patron es consistente
con una respuesta hormeética, caracterizada por la estimulacion del enraizamiento
a dosis bajas y toxicidad a dosis altas, como ha sido ampliamente descrito en
sistemas vegetales, donde el antagonismo de la mezcla de sustancias ocurre con

mayor frecuencia en la proporcién equimolar (Agathokleous et al., 2020).

Los efectos antagonicos de AIB y ANA en la proporcién equimolar pueden
deberse a la competencia por receptores o a diferencias en sus vias metabdlicas,
ya que el AIB se convierte en IAA en los tejidos vegetales (Lei et al., 2018);
mientras que ANA promueve el enraizamiento al tiempo que reduce los niveles
endogenos de acido indol-3-acético y citocininas (Wang et al., 2019). Por lo tanto,
la evaluacion de multiples proporciones molares puede proporcionar informacién

importante para obtener respuestas 6ptimas.

La supervivencia también mostré dependencia de la interaccion de factores, con
tendencias similares a las observadas en el enraizamiento (Figura 8a). Todos los
tratamientos con formulaciéon de sales potasicas mostraron supervivencias
elevadas (=86.7 %), independientemente de la concentracion o proporcion. En
contraste, las formulaciones acidas, mostraron una reduccion significativa de la
supervivencia (hasta 40 %), con la excepcién de la aplicacién de AIB puro (0:100),
gue mantuvo una supervivencia de 100 % incluso a concentraciones altas (44.2
mM). Aunque la concentracion y la formulacion, fueron los factores principales
gue determinaron esta respuesta, el tratamiento mas fitotoxico fue ANA 100:0 en

formulaciéon acida a 44.2 mM, el cual provoco necrosis en la base de los brotes
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enraizados debido al escurrimiento de la solucibn de auxina disuelta en

etanol:isopropanol (70:30; v/v).
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Figura 11. Efectividad de tratamientos y calidad estructural del sistema de raices:
mapas de calor y comparacion de medias (Tukey, a = 0.05). a) Porcentaje de
enraizamiento. b) Indice de calidad de enraizamiento.

Este patrén coincide con la menor toxicidad y mayor estabilidad del AIB, incluso
acompanado de solventes agresivos (Rademacher, 2015), en cambio, la

aplicacion de ANA afecto la integridad de los tejidos, posiblemente debido a su
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mayor permeabilidad cuticular (Schénherr, 2006) que le conferiria capacidad para
provocar desorganizacion de las membranas celulares (Hac-Wydro & Flasinski,
2015) y al combinarse con alcoholes seria mas agresivo quimicamente, asi como
por su menor afinidad a las proteinas transportadoras, lo que podria reducir su
control intracelular y aumentar su toxicidad (Calderdn-Villalobos et al., 2012;
Korasick et al., 2013; Hammes et al., 2021).

El andlisis del indice de calidad de enraizamiento (ICE) revel6 diferencias
significativas entre formulaciones y tratamientos. La formulacién de sal potasica
mostré un incremento progresivo del ICE con la proporcion ANA:AIB (100:0),
hasta alcanzar su valor maximo (277.05 cm) a la concentracion mas alta (44.2
mM), a diferencia de las proporciones 50:50 y 0:100 que mantuvieron valores

notablemente inferiores (£136.23 cm) en todas las concentraciones evaluadas.

En contraste, la formulacion acida destacé por registrar el ICE mas elevado del
estudio (323.53 cm) con la combinacion ANA:AIB (100:0) a 34.4 mM, seguido de
285.59 cm a 44.2 mM. Esta formulacion exhibi6 ademéas un efecto sinérgico
dependiente de la concentracion en la proporcion 50:50, donde el ICE aumenté
73.4 % al incrementar la dosis de 24.6 mM (134.85 cm) a 44.2 mM (228.67 cm).
Los valores mas bajos se observaron con la sal potasica en proporcion 0:100
(AIB puro) a 24.6 mM (ICE = 50.04 cm) (Figura 11c, d). Estos resultados
demostraron que la formulacion &cida a altas concentraciones (34.4-44.2 mM) y
predominancia de ANA (100:0) optimiza la calidad del sistema radical, en cambio
en formulacion de sal potasica se requiere exclusivamente de ANA puro en alta
concentracion (>34.4 mM) para alcanzar valores competitivos (Figura 11d), lo que
manifiesta diferencias notables en los mecanismos de accion de ambas
formulaciones. En el aspecto practico es destacable la importancia de identificar
la combinacién de factores que permitan balancear entre calidad radical y
viabilidad del material vegetal para implementar un protocolo de propagacion

exitoso (Gongalves et al., 2009; Hartmann et al., 2014).

Por otra parte, la distribucion de raices, otra variable relevante de esta

investigacion, presentd una marcada influencia de la interaccion de los factores
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evaluados (Cuadro 10; Figura 12). Para la formulaciéon de sal potasica, la
proporcion ANA:AIB (100:0) generd los mayores porcentajes de brotes con
distribucion de raices homogénea (BDRH), al alcanzar 86.7 % y 100 % en
concentraciones de 24.6 y 34.4 mM, respectivamente, aunque este desempefio

disminuyo significativamente (63.67 %) en la concentracion mas alta (44.2 %).

a b
24.6 mM O 34.4mM =] 44.2 mM
ANA:AIB (100:0) ANA:AIB (100:0) — ANA:AIB (100:0)
24.6 mM = 34.4mM = 44.2 mM
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Figura 12. Uniformidad el sistema de raices en ‘Duke 7’. a) Mapa de calor. b)
Comparacion de medias entre tratamientos (Tukey, a = 0.05). BDRH: Brotes con
distribucion de raices homogénea.

Las proporciones 50:50 y 0:100 mostraron resultados inconsistentes, con valores
de BDRH que fluctuaron entre 6.67 % y 60 %. En contraste, la formulacion acida
demostré superioridad consistente, con la proporcién 100:0 mantuvo valores de
BDRH entre 91.6 % y 100 % en todas las concentraciones, a diferencia de la
proporcion 0:100 se observo una variacion entre 33.33 % (34.4 mM) hasta 80 %
(44.2 mM). Estos patrones sugieren que la formulacion acida con ANA puro
(100:0) garantizé uniformidad radical, independientemente de la concentracion, y
que el AIB en formulacion acida puede inducir distribucion homogénea, pero solo
a concentraciones elevadas, respuestas que se explicarian por la capacidad de
difusién pasiva a través de las membranas celulares de las auxinas en su forma

acida (Lomax, 1985). Esta difusion pasiva es impulsada por gradientes de
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concentracion y no requiere energia ni proteinas de transporte especificas
(Lomax, 1985); sin embargo, las formulaciones con sales potasicas, al poseer un
pH mas alto se vuelven menos lipofilicas, dependen mas de mecanismos de
transporte activo para su absorcion celular (Reemmer & Murphy, 2013). Con
excepcion de la sal potasica de ANA que mantiene un pH acido (5.53), que
facilitaria su transporte pasivo de acuerdo al modelo quimiosmético del transporte
de auxinas (Bhatla & Lal, 2023), por lo tanto, lograria una mejor distribucion en la
formacion raices adventicias en comparacién del resto de tratamientos con sales

potasicas (Figura 12; Figura 13).

Formulacién: sal potasica Formulacién: acida
[ANA:AIB (100:0) ANA:AIB (50:50) ANA:AIB (0:100)] [ANA:AIB (100:0) ANA:AIB/(50:50) ANA:AIB (0:100)
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Figura 13. Efecto de formulaciones de ANA y AIB en la arquitectura radical de
‘Duke 7’: Interaccidn entre tipo de formulacién, concentracion y proporcion.
Supervivencia (porcentaje de brotes, rojo). Brotes con desarrollo de raices
homogéneo (porcentaje de brotes, azul). Cantidad de raices promedio (verde).

Para aplicaciones practicas, estas observaciones respaldan el uso preferencial
de la formulacion acida con ANA puro como la estrategia mas confiable para
lograr sistemas de raices uniformes y de buena calidad, en tanto que las sales

potasicas requeririan condiciones mas restrictivas (ANA puro a 34.4 mM) para
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optimizar este parametro (Figura 13). No obstante, la viabilidad de su aplicacion
esta sujeta al ambiente del sitio de propagacion, pues en condiciones de estrés
abidtico (baja humedad relativa), el AIB puro (0:100) demostré tener el mejor
desempeiio en supervivencia (91.4 %), a pesar de sacrificar calidad radical. Estos
resultados llevan a proponer dos protocolos diferenciados: uno basado en
formulacion acida a 24.6 mM para maxima calidad radical en ambientes
controlados, y otro con sales potésicas a 34.4 mM para produccion a gran escala,
ya que ambos logran un enraizamiento uniforme y eficiencia de recursos. La
eleccion entre estos sistemas debera ponderar no solo los indicadores
agronoémicos, sino también los costos operativos y las limitantes ambientales del

sitio de produccién.

Finalmente, el nimero y didmetro de raices también fue afectado por la
interaccidn de factores. El mayor nimero se registré en los tratamientos con ANA
puro (100:0) (Figura 14), donde se alcanzaron valores superiores a 58 raices por
brote, con un valor maximo en la concentracién 34.3 mM en la formulacion &cida
(116.3). Esta respuesta fue mas efectiva en comparacion con otras
combinaciones, lo que sugiere que esta auxina ofrece mayor estabilidad
fisiol6gica para la induccién de raices adventicias en los brotes de ‘Duke 7. En
contraste, el AIB exhibi6 una alta variabilidad; mientras que el tratamiento de AIB
puro (100:0) a 24.6 mM en formulacién potasica promovio la formacién de un bajo
namero de raices (13.6), la misma concentracion y proporcion en la formulaciéon
triplicd dicho valor (42.9). En todas las concentraciones, la combinacion de
auxinas fue mas efectiva para estimular la formacion de raices en comparacion
del AIB puro, pero en ningun caso supero la efectividad de ANA puro (Figura 14a,
b).

En cuanto al didmetro de raiz, se observo un patrén diferente al nimero de raices,
con diferencias significativas influenciadas por la interaccion de factores (Figura
14c, d). El mayor didametro promedio (2 mm) se registro en la formulacion acida
con ANA puro (100:0) a 44.2 mM, significativamente superior al resto de los

tratamientos (Figura 14c), seguido del tratamiento con AIB puro a 34.4 mM en la
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misma formulacién, lo que mostré que las auxinas en forma acida, inducen raices
mas engrosadas. En contraste, las formulaciones de sal potasica generaron

raices mas delgadas con diametros entre 1.1y 1.7 mm (Figura 14c, d).
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Figura 14. Numero y diametro de raices en brotes de ‘Duke 7’: mapas de calor y
comparacion de medias entre tratamientos. a) Numero promedio de raices por
brote. b) Diametro promedio de raices. Comparacion de medias (Tukey, a = 0.05).

En particular, AIB puro (0:100) generd las raices mas delgadas (1.1 mm), a

diferencia de las proporciones 50:50 que en las dos formulaciones evaluadas
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presentaron diametros intermedios (1.4 - 1.7 mm) (Figura 14b, c). Estos
resultados indican que las formulaciones acidas promovieron diametros mayores,
posiblemente debido a una mayor absorcion pasiva de las auxinas a través de
las membranas, lo que intensifica localmente la actividad hormonal (Lomax,
1985; Bhatla & Lal, 2023).

En el caso de ANA puro (100:0) en formulacién acida, el incremento progresivo
del didametro con la concentracién (de 1.6 a 2.0 mm), indica un efecto dosis-
dependiente, que podria asociarse con una mayor acumulacion de auxina en los
tejidos de los primordios y raices adventicias. Sin embargo, esta respuesta se
acompafd de un mayor riesgo fitotoxico, como se indicd previamente en la

variable supervivencia, lo que limita su aplicacion en protocolos comerciales.

Por otra parte, las auxinas en su formulacion de sal potasica mostraron un
comportamiento mas estable, lo cual podria atribuirse a su absorcién controlada
por mecanismos de transporte activo, favorecida por su menor lipofilia (Reemmer
& Murphy, 2013; Hammes et al., 2021). Esta caracteristica limitaria la difusion
pasiva en el tejido del brote etiolado de aguacate y permitiria una accion de las
auxinas mas gradual. Este patrén coincide con las respuestas observadas
cuando se aplicé AIB en forma de sal potasica a 26.6 mM, que no solo indujo el
menor numero de raices por brote, sino que también generé las raices mas
delgadas entre todos los tratamientos evaluados, lo que reflejaria una menor

intensidad de la respuesta rizogénica bajo estas condiciones.

5.4 Conclusiones

La formacion de raices adventicias en el portainjerto ‘Duke 7' dependio
significativamente de la interaccion entre tres factores: el tipo de formulacion
(sales potasicas frente a formulaciones acidas), la concentracion de auxinas
(24.6-44.2 mM) y la proporcion ANA:AIB (100:0 a 0:100). Se evidencié una clara
relacion inversa entre supervivencia y calidad radical segun la formulacion

empleada.
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Las sales potasicas mostraron los mejores porcentajes de supervivencia (hasta
99.28 %) y enraizamiento completo (100 %), pero produjeron sistemas radicales
menos desarrollados (ICE = 134.99 cm). Por el contrario, las formulaciones
acidas generaron los sistemas radicales mas vigorosos (ICE = 323.53 cm),
aunque con mayor riesgo de fitotoxicidad en concentraciones elevadas

(supervivencia reducida hasta 56.56 % a 234.4 mM).

La proporcion ANA:AIB 100:0 fue la méas efectiva para promover un desarrollo
radical uniforme (BDRH = 97.5 %) y abundante (78.3 raices por brote), aunque
con supervivencia moderada (80.04 %). En contraste, la proporciéon 0:100 (AIB
puro) maximizé la supervivencia (91.40 %), pero presentd limitaciones en la
calidad radical (BDRH = 47.42 %; ICE = 108.26 cm), por lo que su uso es
recomendable solo para condiciones de estrés abidtico severo. La combinacion
equimolar (50:50) mostré un efecto antagdnico que redujo la calidad radical (ICE

= 145.18 cm), descartdndose para uso comercial.

Para la produccion comercial de ‘Duke 7’ se establecieron dos protocolos éptimos
segun las condiciones de cultivo. La formulacion acida con ANA puro (100:0) a
24.6 mM, que combina buena supervivencia (86.67 %) con excelente calidad
radical (ICE = 179.11 cm; BDRH = 91.6 %), ademas de reducir en 30 % el uso
de auxinas; ideal para ambientes controlados. La sal potasica con ANA puro
(100:0) a 34.4 mM, que mantiene igual supervivencia (86.67 %) mientras
maximiza la uniformidad del enraizamiento (BDRH = 100%) sin requerir solventes
organicos, se recomienda para operaciones a gran escala y ambientes sin control

activo de temperatura y humedad.

Estos protocolos superan los métodos convencionales al ofrecer sistemas
radicales mas uniformes y funcionales, con menor riesgo de fitotoxicidad. La
eleccion entre ambas opciones debe considerar factores como los objetivos
productivos (calidad frente a supervivencia), recursos disponibles y condiciones
ambientales del vivero, y representan un avance significativo al ofrecer bases
solidas para la aplicacion de tratamientos enraizadores que mejoren la

propagacion clonal de aguacate.

153



5.5 Literatura citada

Agathokleous, E., Kitao, M., & Calabrese, E. J. (2020). Hormesis: highly
generalizable and beyond laboratory. Trends in Plant Science, 25(11),
1076-1086. https://doi.org/10.1016/j.tplants.2020.05.006

Aguirre-Lopez, J. M., Pefia-Sosa, O., Magallanes-Prado, V., & Jiménez-Carrasco,
J. S. (2024). Analysis of the structure of the global avocado (Persea
americana Mill) trade network. Agro Productividad, 13(3), 109-117.
https://doi.org/10.32854/agrop.v17i3.2691

Barreto, G. F., Arcanjo, M., Riberio, R., Oliveira, C., Castro, T. S., de, J., Maia, S.,
& Torres, L. (2023). Herbicide-induced hormesis and its effect on crop
development. Revista Agro  Mbiente  On-Line, 17, 1-19.
https://doi.org/10.18227/1982-8470ragro.v17i00.7654

Barrientos-Priego, A., Borys, M. W., & Barrientos-Pérez, F. (1986). Rooting of
Avocado cuttings (Persea americana Mill.) cvs. Fuerte and Colin V-33.
California Avocado Society Yearbook, 70, 157-164.

Bhatla, S. C., & Lal, M. A. (2023). Auxins. In Plant physiology, development and
metabolism (pp. 399-420). Springer. https://doi.org/10.1007/978-981-99-
5736-1_15

Blythe, E. K., Sibley, J. L., Tilt, K. M., & Ruter, J. M. (2007). Methods of auxin
application in cutting propagation: a review of 70 years of scientific
discovery and commercial practice. Journal of Environmental Horticulture,
25(3), 166—-185. https://doi.org/10.24266/0738-2898-25.3.166

Calderon-Villalobos, L. I. A., Lee, S., De Oliveira, C., lvetac, A., Brandt, W.,
Armitage, L., Sheard, L. B., Tan, X., Parry, G., Mao, H., Zheng, N., Napier,
R., Kepinski, S., & Estelle, M. (2012). A combinatorial TIR1/AFB—Aux/IAA
co-receptor system for differential sensing of auxin. Nature Chemical
Biology, 8(5), 477-485. https://doi.org/10.1038/nchembio.926

154



Castro, M., Fassio, C., & Cruz, R. (2021). Efecto del tamafio de la semilla nodriza
en el enraizamiento de paltos clonales. Memorias del VI congreso

latinoamericano del aguacate, 1-6.

Celis, N., Suarez, D. L., Wu, L., Li, R., Arpaia, M. L., & Mauk, P. (2018). Salt
tolerance and growth of 13 avocado rootstocks related best to chloride
uptake. HortScience, 53(12), 1737-1745.
https://doi.org/10.21273/HORTSCI13198-18

Davies, F. T., Kester, D. E., & Davis, T. D. (1994). Commercial importance of
adventitious rooting to horticulture. In T. D. Davis & B. E. Haissig (Eds.),

Biology of Adventitious Root Formation (pp. 53—-59). Springer.

De Klerk, G.-J., Brugge, J. T., & Marinova, S. (1997). Effectiveness of indoleacetic
acid, indolebutyric acid and naphthaleneacetic acid during adventitious
root formation in vitro in Malus ‘Jork 9. Plant Cell, Tissue and Organ
Culture, 49(1), 39-44. https://doi.org/10.1023/a:1005850222973

De Klerk, G.-J., Guan, H., Huisman, P., & Marinova, S. (2011). Effects of phenolic
compounds on adventitious root formation and oxidative decarboxylation
of applied indoleacetic acid in Malus ‘Jork 9’. Plant Growth Regulation,
63(2), 175-185. https://doi.org/10.1007/s10725-010-9555-9

De Klerk, G.-J., Van der Krieken, W., & De Jong, J. C. (1999). Review the
formation of adventitious roots: new concepts, new possibilities. In Vitro
Cellular & Developmental Biology - Plant, 35(3), 189-199.
https://doi.org/10.1007/s11627-999-0076-z

Del Castillo-Llamosas, A., del Rio, P. G., Pérez-Pérez, A., Yafez, R., Garrote, G.,
& Gullon, B. (2021). Recent advances to recover value-added compounds
from avocado by-products following a biorefinery approach. Current
Opinion in Green and Sustainable Chemistry, 28, Article 100433.
https://doi.org/10.1016/j.cogsc.2020.100433

155



Dobrev, P. I., Filepova, R., Lacek, J., Vondrakova, Z., Muller, K., Marsik, P.,
DraSarova, L., Talacko, P., HoSek, P., & Petrasek, J. (2023). Study of auxin
metabolism using stable isotope labeling and LCMS; evidence for in planta
auxin decarboxylation pathway. BioRxiv.
https://doi.org/10.1101/2023.06.02.543384

Du, Q., Song, K., Wang, L., Du, L., Du, H., Li, B, Li, H., Yang, L., Wang, Y., & Liu,
P. (2024). Integrated transcriptomics and metabolomics analysis promotes
the understanding of adventitious root formation in Eucommia ulmoides
Oliver. Plants, 13(1), 136—136. https://doi.org/10.3390/plants13010136

Duman, Z., Hadas-Brandwein, G., Eliyahu, A., Belausov, E., Abu-Abied, M.,
Yeselson, Y., Faigenboim, A., Lichter, A., Irihimovitch, V., & Sadot, E.
(2020). Short de-etiolation increases the rooting of VC801 avocado
rootstock. Plants, 9(11), Article 1481.
https://doi.org/10.3390/plants9111481

Epstein, E., & Ludwig-Muller, J. (1993). Indole-3-butyric acid in plants:
occurrence, synthesis, metabolism and transport. Physiologia Plantarum,
88(2), 382—389. https://doi.org/10.1111/j.1399-3054.1993.tb05513.x

Ernst, A. (1999). Micro cloning: a multiple cloning technique for avocados using

micro containers. Revista Chapingo Serie Horticultura, 5, 217-220.

Escobedo, V., & Escobedo, J. A. (2011). Adventitious root formation without
rooting medium in etiolated shoots of ‘Duke’ avocado (Persea americana)

growing on nurse plants. Acta Horticulturae, 923, 227-232.

Gavilanes, L. R., Rosero, N. C., Carriel, J. M., & Villacis, O. (2006). Empleo de
hormonas (ANA y AIB) estimuladoras del enraizamiento para la
propagacion vegetativa de Chlorophora tinctoria (L) Gaud (moral fino) en

el litoral ecuatoriano. Foresta Veracruzana, 8(1), 9-12.

Geiss, G., Gutierrez, L., & Bellini, C. (2009). Adventitious root formation: new
insights and perspectives. Annual Plant Reviews, 37, 127-156.
https://doi.org/10.1002/9781444310023.ch5

156



Gomes, G. L. B., & Scortecci, K. C. (2021). Auxin and its role in plant
development: structure, signalling, regulation and response mechanisms.
Plant Biology, 23(6), 894—904. https://doi.org/10.1111/plb.13303

Gongalves, J. C., Diogo, G., & Amancio, S. (1998). In vitro propagation of chestnut
(Castanea sativaxC. crenata): Effects of rooting treatments on plant
survival, peroxidase activity and anatomical changes during adventitious
root formation. Scientia Horticulturae, 72(3-4), 265-275.
https://doi.org/10.1016/s0304-4238(97)00136-2

Gonin, M., Bergougnoux, V., Nguyen, T. D., Gantet, P., & Champion, A. (2019).
What makes adventitious roots? Plants, 8(7), Article 240.

https://doi.org/10.3390/plants8070240

Gustafson, C. D., & Kadman, A. (1969). Effect of some plant hormones on the
rooting capacity of avocado cuttings. California Avocado Society Yearbook,
53, 97-100.

Gutknecht, J., & Walter, A. (1980). Transport of auxin (indoleacetic acid) through
lipid bilayer membranes. The Journal of Membrane Biology, 56(1), 65-72.
https://doi.org/10.1007/bf01869353

Hac-Wydro, K., & Flasinski, M. (2015). The studies on the toxicity mechanism of
environmentally hazardous natural (IAA) and synthetic (NAA) auxin — The
experiments on model Arabidopsis thaliana and rat liver plasma
membranes. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 130, 53-60.
https://doi.org/10.1016/j.colsurfb.2015.03.064

Hammes, U. Z., Murphy, A. S., & Schwechheimer, C. (2021). Auxin transporters—
a biochemical view. Cold Spring Harbor Perspectives in Biology, 14(2),
a039875-a039875. https://doi.org/10.1101/cshperspect.a039875

Hartmann, H. T., Kester, D. E., Davies, F. T., & Geneve, R. L. (2014). Techniques
of propagation by cuttings. In Hartmann & Kester’s plant propagation
principles and practices (pp. 362—432). Pearson Education Limited.

157



Hiti-Bandaralage, J. C. A., Hayward, A., & Mitter, N. (2017). Micropropagation of
Avocado (Persea Americana Mill.). American Journal of Plant Sciences,
08(11), 2898-2921. https://doi.org/10.4236/ajps.2017.811197

Hofshi, R. (1996). Experiments with cloning avocado rootstocks. California
Avocado Society Yearbook, 80, 103-108.

Husen, A., & Pal, M. (2006). Metabolic changes during adventitious root
primordium development in Tectona grandis Linn. f. (teak) cuttings as
affected by age of donor plants and auxin (IBA and NAA) treatment. New
Forests, 33(3), 309-323. https://doi.org/10.1007/s11056-006-9030-7

Ikeuchi, M., Sugimoto, K., & Iwase, A. (2013). Plant callus: mechanisms of
induction and repression. The Plant Cell, 25(9), 3159-3173.
https://doi.org/10.1105/tpc.113.116053

Iwase, A., Mitsuda, N., Koyama, T., Hiratsu, K., Kojima, M., Arai, T., Inoue, Y.,
Seki, M., Sakakibara, H., Sugimoto, K., & Ohme-Takagi, M. (2011). The
AP2/ERF transcription factor WIND1 controls cell dedifferentiation in
Arabidopsis. Current Biology, 21(6), 508-514.
https://doi.org/10.1016/j.cub.2011.02.020

Jan, M., Muhammad, S., Jin, W., Zhong, W., Zhang, S., Lin, Y., Zhou, Y., Liu, J.,
Liu, H., Munir, R., Yue, Q., Afzal, M., & Wang, G. (2024). Modulating root
system architecture: cross-talk between auxin and phytohormones.
Frontiers in Plant Science, 15, Article 1343928.
https://doi.org/10.3389/fpls.2024.1343928

Korasick, D. A., Enders, T. A., & Strader, L. C. (2013). Auxin biosynthesis and
storage forms. Journal of Experimental Botany, 64(9), 2541-2555.
https://doi.org/10.1093/jxb/ert080

158



Lei, C., Fan, S., Li, K., Meng, Y., Mao, J., Han, M., Zhao, C., Bao, L., & Zhang, D.
(2018). iITRAQ-based proteomic analysis reveals potential regulation
networks of IBA-induced adventitious root formation in apple. International
Journal of Molecular Sciences, 19(3), Article 667.
https://doi.org/10.3390/ijms19030667

Linke, B., Schroder, K., Arter, J., Gasperazzo, T., Woehlecke, H., & Ehwald, R.
(2010). Extraction of nucleic acids from yeast cells and plant tissues using
ethanol as medium for sample preservation and cell disruption.
BioTechniques, 49(3), 655-657. https://doi.org/10.2144/000113476

Lomax, T. L. (1985). Active auxin uptake by specific plasma membrane carriers.
In M. Bopp (Ed.), Plant growth substances 1985 (pp. 209-213). Springer
Berlin Heidelberg. https://doi.org/10.1007/978-3-642-71018-6_25

Ludwig-Mdiller, J. (2011). Auxin conjugates: their role for plant development and
in the evolution of land plants. Journal of Experimental Botany, 62(6),
1757-1773. https://doi.org/10.1093/jxb/erg412

McCarthy-Suérez, |. (2017). Role of reactive oxygen species in auxin herbicide
phytotoxicity: current information and hormonal implications — are
gibberellins, cytokinins, and polyamines involved? Botany, 95(4), 369—385.
https://doi.org/10.1139/cjb-2016-0084

Mittler, R., Vanderauwera, S., Gollery, M., & Van Breusegem, F. (2004). Reactive
oxygen gene network of plants. Trends in Plant Science, 9(10), 490-498.
https://doi.org/10.1016/j.tplants.2004.08.009

Péret, B., Larrieu, A., & Bennett, M. J. (2009). Lateral root emergence: a difficult
birth. Journal of Experimental Botany, 60(13), 3637-3643.
https://doi.org/10.1093/jxb/erp232

Pérez-Jiménez, R. M. (2008). Significant avocado diseases caused by fungi and
oomycetes. The European Journal of Plant Science and Biotechnology,
2(1), 1-24.

159



Prabhu, S. A., Ndlovu, B., Engelbrecht, J., & van den Berg, N. (2017). Generation
of composite Persea americana (Mill.) (avocado) plants: A proof-of-
concept-study. Plos One, 12(10), Article e0185896.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0185896

Rademacher, W. (2015). Plant growth regulators: backgrounds and uses in plant
production. Journal of Plant Growth Regulation, 34(4), 845-872.
https://doi.org/10.1007/s00344-015-9541-6

Reemmer, J., & Murphy, A. (2014). Intercellular transport of auxin. In E.
Zazimalova, J. Petrasek, & E. Benkova (Eds.), Auxin and its role in plant
development (pp. 75-100). Springer Vienna. https://doi.org/10.1007/978-
3-7091-1526-8 5

Roussos, P. A. (2023). Adventitious root formation in plants: the implication of
hydrogen peroxide and nitric oxide. Atioxidants, 12(4), 862-862.
https://doi.org/10.3390/antiox12040862

Rubery, P. H., & Sheldrake, A. R. (1974). Carrier-mediated auxin transport.
Planta, 118(2), 101-121. https://doi.org/10.1007/bf00388387

Schonherr, J. (1976). Naphthaleneacetic acid permeability of Citrus leaf cuticle.
Biochemie Und Physiologie Der Pflanzen, 170(4-5), 309-319.
https://doi.org/10.1016/s0015-3796(17)30224-x

Schonherr, J. (2006). Characterization of agueous pores in plant cuticles and
permeation of ionic solutes. Journal of Experimental Botany, 57(11), 2471
2491. https://doi.org/10.1093/jxb/erj217

Schwab, J. D., Williams, K. A., & Griffin, J. J. (2021). Asexual propagation by stem
cuttings of half-high and low-bush blueberries in soilless substrates.
Journal of Environmental Horticulture, 39(2), 47-52.
https://doi.org/10.24266/0738-2898-39.2.47

Simon, S., & Petrasek, J. (2011). Why plants need more than one type of auxin.
Plant Science, 180(3), 454-460.
https://doi.org/10.1016/j.plantsci.2010.12.007

160



Sugimoto, K., Jiao, Y., & Meyerowitz, E. M. (2010). Arabidopsis regeneration from
multiple tissues occurs via a root development pathway. Developmental
Cell, 18(3), 463-471. https://doi.org/10.1016/j.devcel.2010.02.004

Wang, Y., Pang, D., Ruan, L., Liang, J., Zhang, Q., Qian, Y., Zhang, Y., Bai, P.,
Wu, L., Cheng, H., Cui, Q.-M., Wang, L., & Wei, K. (2022). Integrated
transcriptome and hormonal analysis of naphthalene acetic acid-induced
adventitious root formation of tea cuttings (Camellia sinensis). BMC Plant
Biology, 22(319), 1-19. https://doi.org/10.1186/s12870-022-03701-x

Wilkinson, S., & Davies, W. J. (2002). ABA-based chemical signalling: the co-
ordination of responses to stress in plants. Plant, Cell and Environment,
25(2), 195-210. https://doi.org/10.1046/j.0016-8025.2001.00824.x

Yang, L., Chen, Y., Zhao, S., Zhang, W., Du, H., Deng, Z., & Zhang, S. (2016).
Simultaneous determination of indole-3-acetic acid and indole-3-butyric
acid in plant by field-amplified sample stacking open-tubular capillary
electrochromatography based on solid-phase extraction with calixarene
sorbent. Chromatographia, 79(3-4), 243-254.
https://doi.org/10.1007/s10337-015-2999-3

Zazimalova, E., Murphy, A. S., Yang, H., Hoyerova, K., & HoSek, P. (2010). Auxin
transporters—Why so many? Cold Spring Harbor Perspectives in Biology,
2(3), Article a001552. https://doi.org/10.1101/cshperspect.a001552

161



