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1. INTRODUCCION

La micropropagacion es la técnica de propagaceetativa que mejores resultados ha
mostrado en diferentes especies frutales, perrdiida rapida obtencion de planteles libres de
virus y enfermedades, y conservando a la vez laaciaisticas genéticas previamente
seleccionadas. Las plantas obtenidas a través t#e tésnica, han mostrado un mejor
comportamiento en terreno que las especies propagaor estacas, originando huertos con

crecimiento y produccion homogéneos.

Sin embargo, presenta dificultades que elevartdstos de las plantas obtenidas, entre
las que destacan la baja sobrevivencia en la etapaclimatacion, deficiencia de las raices
generadas en agar, necesidad de instalacionesl@mda inversién y personal especializado

para el trabajo en laboratorio.

La etapa de enraizamiento del proceso de micragaxpén puede ser realizada en
condicionesex vitro, de manera simultanea a la aclimatacion. Estoaseide en ventajas como
una rapida adaptacidn vivo y la obtencién de plantas con raices funcionales mermiten
alcanzar rapidamente la condicién de autotrofieargezando asi una mayor facilidad absorcién

de agua y nutrientes, junto a importantes reduesi@m los costos.

La capacidad rizogénica de las especies del geviacoinium puede ser estimulada
mediante la aplicacibn de auxinas, pero tanto emdicmnesin vitro como ex vitrg las
variedades han mostrado un grado de respuest@rddey muchas veces insatisfactorio. Esto
hace necesario encontrar los tipos de tratamianiesaseguren los mejores resultados para las

distintas variedades que se buscan propagar.



Por ello, en el Mddulo de micropropagaciéon de falarfrutales arbustivas del Campo
Experimental Maquehue de La Universidad de La Erantse evalto el efecto de diferentes
tipos y dosis de auxina sobre la capacidad de zmmaento deVaccinium corymbosurh.

variedades ‘Brigitta’ y ‘Legacy’ en condicionex vitro. Para esto se plantearon la siguiente

hipotesis y objetivos:

HIPOTESIS:

El tipo y concentracion de auxina afectan diferainocénte la capacidad rizogénica de los

microtallos de arAndano alto variedades Brigittagacy.

OBJETIVOS:

General:

- Evaluar el efecto de las auxinas ANA y AIB soblenraizamientex vitrode microtallos de

arandano altoaccinium corymbosumn.) de las variedades Brigitta y Legacy.



Especificos:

- Determinar el efecto de las auxinas (ANA) y BAbkobre la capacidad rizogénica de las

variedades Brigitta y Legacy.

- Comparar el efecto de diferentes concentraci@ez00 y 300 ppm) de ANA y AIB sobre el
namero y longitud de las raices generadas en fesiaaes Brigitta y Legacy.

- Comparar la capacidad rizogénica de ambas valesda



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Caracteristicas relevantes de la especie.

Perteneciente a la familiricaceae,el génerovaccinium esta compuesto por arbustos

perennes, lefiosos, en su mayoria de hoja cadueaanusus frutos en racimos (Sudzuki, 1988).

En la actualidad, cinco grandes grupos de estergése cultivan comercialmente
(Debnath, 2006): (1) lowbustv.@ngustifoliumAit., V. myrtilloides Michx., V. borealeHall y
Aald.), (2) highbush(V. corymbosuni.); (3) half-high, que son hibridos derivados d
retrocruzamientos o hibridacioneghbush-lowbush, (4) southern highbush, que sarddk a
partir de la hibridacién d¥. corymbosunton una o mas especies (principalmant®arrowi
Camp yV. asheiReade); y (5) rabbitey®/( ashe).

De estos grupos, el tipo highbush compuestoVpaorymbosumtambién denominado
arandano alto, es la especie mas importante debi@anejor calidad organoléptica de su fruto
(Buzeta, 1997), que corresponde a una baya ca@siestjue varia en tamafio desde 0,7 a 1,5 cm
de diametro. Su color va desde azul claro hastaegno intenso, dependiendo de la variedad;
posee secreciones cerosas que le dan una ternrminatgctiva y puede poseer hasta 100

semillas pequefias ubicadas al interior de su engioog@ufioz, 1988).

Sus frutos son comercial y biolégicamente impdesrdebido a su alto contenido de
vitaminas, sustancias organicas bioactivas contafeantibacterianos y anticancerigenos,
pigmentos antocianos y por ser una excelente funentioxidantes (Georgieva y Kondakova,
2008).



Una caracteristica del fruto, es su cicatriz, cumercialmente se busca que sea pequefa
y seca, ademas de un fruto firme, esto relaciowadcel grosor de la epidermis (Mufioz, 1988;
Buzeta, 1997).

Respecto al sistema radical del arandano, B{26&v) sefiala estd compuesto de finas
raicillas, es superficial, fibroso y de poca exi@nsLa raiz esta desprovista de pelos radicales,
de modo que son las raices mas jévenes las quéarigurincipalmente la absorcion.

2.1.1 VariedadesEntre las variedades de ardndano alto, se digimgquellas de fructificacién
temprana, media y tardia en funcion de su requenitmi de horas frio. Las variedades de
maduracion temprana se cosechan entre diciembnerp.elas medias de enero a febrero y las
tardias de febrero a marzo (Ellena, 2005).

2.1.1.a Variedad Brigitta. Correspondiendo a una variedad de estacion media,
morfoldégicamente es de muy buen vigor y crecimia@arcto. Se caracteriza por tener un fruto
grande, azul medio, dulce, de buena cicatriz, ywwmnescasa resistencia al frio. Su maduracion
se efectia a mediados de Febrero. Esta variedagrdsentado una buena adaptacion y
rendimientos a los suelos del sur de Chile.

2.1.1.b Variedad LegacyPosee una gran posibilidad de distribucién podsegstacion media.
Sus frutos se caracterizan por presentar tonaldane claro, ser grandes, de muy buen sabor y
textura, con una pequefia cicatriz. Su maduracioeaea a mediados o fines de Febrero. Es
una variedad de altos potenciales de rendimieatmuypdante desarrollo vegetativo.



2.2 Métodos de propagacion de la especie.

La especie presenta dos medios de propagacion,alsgxuasexual. La primera
corresponde a la forma de reproduccién naturalimeeucra generacion de semillas viables, y
la segunda es parte del proceso de propagacidiciartique busca acelerar la etapa de

fructificacion de la especie conservando a la veas caracteristicas elegidas.

2.2.1 Sexual.Siendo genéticamente heterocigotas, las especiegémero Vaccinium no
reproducen individuos similares a las plantas nsadtesde semillas (Debnath, 2006). Al
respecto, Pierik (1990) sefiala que la multiplicagéxual suele ser una desventaja cuando la

descendencia obtenida es heterogénea, al semhgertie heterocigota.

2.2.2 Asexualla propagacion vegetativa, basada en la formatgomices adventicias en cortes
de tallos, es la base de la practica comun de dapoddn asexual de muchas especies en las que

es esencial mantener la pureza genética (SalishRoss, 1992).

Tradicionalmente, el arandano ha sido multiplicadiwavés de propagacion vegetativa,
para asegurar la conservacion de las caractesisiEaéticas, y permitiendo ademas alcanzar
rapidamente las condiciones frutales (Debnath, R@$e método de propagacion integra tanto

la propagacioén por estacas, como la micropropagac&scala comercial.

2.3 Antecedentes generales sobre micropropagacion.

La micropropagacion es una técnica que permitdiancion masiva y rapida de plantas
a partir de porciones muy pequefias de ellas, d#osep células cultivadas asépticamente.
Algunos de los tejidos u érganos utilizados en ogioppagacion (explantes) son tallos, raices,

embriones, callos y suspensiones de células (Hantm&ester, 1998)



Estas caracteristicas han hecho de la micropropagaina técnica de explotacion
comercial para diferentes especies frutales a miginacional que también ha sido aplicada con
éxito sobre diferentes especies del génaccinium(Debnath, 2006).

Existen algunos factores que pueden alterar lpuesta a la micropropagacion. Entre
ellos se encuentran factores internos, que est@rioeados con las caracteristicas del explante y

factores externos relacionados con el medio antient

2.3.1 Factores internos.

2.3.1.1 Edad del explanteL.a edad de planta de la cual fue obtenido el expldiene un rol
predominante en la capacidad regenerativeitro. Los explantes tomados de plantas jovenes

enraizan con mas facilidad que los tomados degdadultas (Pierik, 1990; Marin, 1997).

Conforme una planta envejece, su capacidad remereersuele disminuir, por este
motivo, se utiliza material procedente de plantaginiles, en especial, en el caso de arboles y
arbustos (Pierik, 1990; Salisbury y Ross, 1992).

2.3.1.2 Tamafno del explanteEste factor, referido a la cantidad de tejido quengpaiia al
meristemo ha sido extensamente investigado emidistiespecies herbaceas y lefiosas; donde
juega un importante rol, al desempefiar un papelritima y de proteccion a los tejidos
meristematicos (Marin, 1997).

En general, los explantes de mayor tamafio sonféwédses de enraizar, quizas debido a

su mayor contenido de reservas alimenticias. Sibaego, los explantes de menor tamafio



poseen un area lesionada mayor, lo que en cieamssgromueve la regeneracion de tejidos
(Pierik, 1990).

2.3.2 Factores externosEl éxito del cultivoin vitro esta influenciado por la composicion
quimica de los medios de cultivo utilizados. Essos diversos y existe una especificidad
genotipica entre especies respecto al medio deva@utias apto para el crecimienito vitro
(Pierik, 1990).

Dentro de los factores se tienen:

- Condiciones fisicas y de pH en el medio de cultivo.
- Condiciones minerales.

- Vitaminas y aminoacidos.

- Fuentes de carbono y energia.

- Reguladores de crecimiento

- Desinfeccion de los explantes.

- Condiciones del cultivo.

2.4 Etapas de la micropropagacion.

2.4.1 Etapa 0:En esta etapa se debe realizar un pre-tratamaamicel objetivo de detectar la
liberacién de compuestos fenoldgicos al medio yader adicionar antioxidantes, para prevenir

de esta forma la oxidacién de los explantes (HarmyaKester, 1998).

2.4.2 EstablecimientoEl objetivo de esta etapa es establecer un expéstéril en un medio de
cultivo. Los factores que afectan el éxito de ettgpa incluyen la seleccién del explante, la

eliminacién de contaminantes del mismo y las caadé&s del cultivo. La seleccion del explante



es el mas critico ya que debe ser fisiol6gicameotepetente para sobrevivir al cultivo inicial y

provocar la respuesta apropiada (Hartmann y Kes3918).

2.4.3 Multiplicaciéon: Los explantes cultivados en la etapa de estabiecto se cortan y los

propagulos se vuelven a cultivar en un nuevo mg@diémtmann y Kester, 1998).

El éxito de la multiplicacion se basa en quereglyzcan brotes uniformes sin enraizar
del tamafio adecuado, que se recuperen con rapdpndés de su transferencia y que comiencen

a crecer de inmediato (Hartmann y Kester, 1998).

La produccion de plantulas se completa con ls&scide los brotes derivados de la etapa
de multiplicacién y posterior induccién de raicesenticiasin vitro, o bien, en condicione=x

vitro (Gonzalez et al., 2000).

2.4.4 ElongaciénTras haber obtenido el numero deseado de micrstaiios se individualizan
en frascos de un tamafio adecuado, con la aplicdei@itoquininas para inducir su crecimiento
y preparacion para su posterior enraizamiento.Uis&arin (1997), esta etapa consiste en lograr
microtallos de un tamafio manejable (mayor a 2 cog germitan la sobrevivencia en

condiciones de enraizamiento tamoitro comoex vitra

2.4.5 Enraizamiento.La formacion de raices adventicias es muy impagtaomo ejemplo de
diferenciacién, y ademas es muy util para propggantas en las que es necesaria la
multiplicacion vegetativa para conservar las carsticas seleccionadas (Puente, 1996).

2.4.5.a RizogénesiskEl proceso de rizogénesis esta intimamente reladmrcon la division
celular y las auxinas, que participan de formaatlirsobre el crecimiento de las células (Barcel6

et al.,1988), favoreciendo el enraizamiento en esquejgdahtas herbaceas y lefiosas.
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2.4.5.b Etapas de la rizogénesi€l tallo presenta cambios anatomicos durante taaicion de

las raices, los cuales pueden dividirse en cugdpme (Pierik, 1990):

- Desdiferenciacion de células maduras especificas.

- Formacion de meristemas iniciales de raiz en secglulas cercanas a los haces
vasculares, los cuales se vuelven meristematmodgsdiferenciacion.

- Desarrollo subsecuente de estos meristemas enrgdioeale raices organizados.

- Desarrollo y emergencia de estos primordios radies| hacia fuera a través del tejido
del tallo, mas la formacion de conexiones vascalardre los primordios radicales de los

tejidos conductores de la propia plantula.

Rios (1996) y Jarvis, citado en Marin (199¥9scriben tres etapas basadas en el tratamiento y

respuesta:

a) Induccién de la rizogénesis, con acumulacion dénagxen la zona de formacién de
raices, pero todavia sin divisién celular.

b) Iniciacion, respondiendo a la induccién conpaseras divisiones celulares y con
la organizacion de nuevas células en los primordiola raiz

c) Crecimiento de los primordios radicales, quecigee un descenso en el nivel de

auxinas.

La etapa de induccion se inicia con la obtendéta microestaquilla 'y
la posterior acumulacion de auxinas en la parsalbaor el transporte basipeto de las
auxinas endégenas desde las hojas y yemas, y pakilaa exdgena que se aplica con

el medio de cultivo.

La etapa de iniciacién, comienza 1 6 2 dias laasduccion, cuando
algunas células en la regién del floema inmediatéenadyacentes al cambium o en los

radios interfasciculares dilatan sus nucleos y gedusus vacuolas, aumentando la
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densidad del citoplasma al microscopio y la correerin de proteinas, tomando las

caracteristicas de las células meristeméticas gquéozan a dividirse.

Hacia los 4 a 7 dias, las areas morfogenéticamrganizan en
meristemoides de raiz, que crecen atravesandooemné hacia el cortex. En este

proceso, los granulos de almidon desaparecen paparngionar la energia necesaria.

En la etapa de crecimiento, durante la segynttacera semana, los
primordios de raiz crecen y se alargan, desgarrarglopaso el cortex y la epidermis,
emergiendo como raices visibles. Al mismo tiempprseluce la conexion de los haces
vasculares de la raiz y el tallo, posibilitanddrahsporte de nutrientes. En esta etapa,
el nimero de raices final esta limitado, ya queplaseras raices que se desarrollan

inhiben el crecimiento de las demas, adaptandtds aecesidades de la nueva planta.

El proceso de rizogénesis es muy complejo yregm@lado por muchos
factores, pero cuando falla, se detiene en fasgsamucretas del proceso, en la fase
inicial: la activacion del cambium, para dar lugalas primeras divisiones celulares
(dia 1), y la formacién de nuevos meristemas rérpgde la organizacion de nuevas
células (remeristemizacion) y que daran lugar aplisordios de raiz (dia 2). Sin
embargo, cuando un primordio de raiz se formaoysendetiene y acaba formando una

nueva raiz. (p 30-31)

2.4.5.c Factores que determinan la rizogénesiBxisten factores genéticos que juegan un papel
importante en la rizogénesis, ya que se eviderdifenencias en la capacidad de enraizamiento

entre especies de un mismo género (Margara, 12@8oski, 2007).
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Hartmann y Kester (1998) sefialan que factoresldigicos como la edad de la planta
madre puede ser un factor determinante en la foémae raices. Estacas de tallo o raiz tomadas
en la etapa de desarrollo juvenil del crecimiefitsman frecuentemente nuevas raices con
mayor facilidad que aquellas tomadas de plantagsifm en la fase adulta de su desarrollo.

Entre los factores ambientales, se encuentrent@dratura utilizada, que generalmente

es cercana a 25°C.

El uso de oscuridad al comienzo del enraizamiéhte 7 dias) suele ser favorable, no
obstante, los microtallos deben estar iluminadasirdae el resto del enraizamiento (Debnath,
2006).

Schouet al, (1997) de sus estudios solpeiercus robur 'Fastigiatasefialan que la
oscuridad continua es esencial para el enraizamiengue la formacion de raices se produce

sélo cuando el azucar y los reguladores de crentmiestan presentes en el medio de cultivo.

El factor mas relevante, sin duda, es la preseteiaeguladores de crecimiento en el
medio de cultivo, tanto de forma enddgena como exagla rizogénesis puede ser estimulada
artificialmente mediante la utilizacion de hormowaseguladores del crecimiento, al respecto,
Marin (1997) sefiala que las auxinas son los umaggdadores de crecimiento que estimulan el

enraizamiento de forma consistente, manteniéndule eiertos limites.

2.4.5.d Utilizacién de auxinas en rizogénesisa mayor parte de las plantas necesitan auxinas
para conseguir una regeneracion radical eficam,Rsta necesidad no es constante, ya que
después de la iniciacion de la raiz (para la queesesita elevada concentracion de auxina), el

desarrollo de los primordios radicales requiere lhaja concentracion. Por esta razén, a veces la
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iniciacion radical se lleva a cabno vitro, con una elevada concentracion de auxina, Yy la

iniciacién de los primordios radicales se realizgivo (Pierik, 1990; Rios, 1996).

Las auxinas mas utilizadas para estimular la éregis comprenden al acido
a-naftalenacético (ANA) y &cido indol-3-butirico B) ( Pierik, 1990; Hartmann y Kester,

1998), mientras que el acido indol-3-acético (A$&)utiliza en menor grado.

El AIA es la auxina presente en las plantas dmdonatural (Salisbury y Ross, 1992;
Weaver, 1996). Se le considera una auxina débikeyutiliza frecuentemente para el
enraizamiento de las plantas herbaceas. Esto, @emdescompone con la luz y los primordios
radicales producidos pueden desarrollarse postegite con facilidad. Sin embargo, en las
plantas lefilosas que requieren concentracionesicigsede auxina el AIA generalmente no es
eficaz, sobre todo cuando se utiliza en plantéisilds de enraizar (Pierik, 1990). Weaver
(1996), atribuye esta falta de eficacia a su elavaestabilidad, sefialando que se descompone
rapidamente en soluciones no esterilizadas aurdouagrmanece activo en soluciones estériles
durante varios meses. A esto agrega que los ragote$ del sol pueden destruir en 15 minutos
una solucion de 10 ppm de AlA. Por esta razon siepe el uso de AIB y ANA.

La auxina AIB se define generalmente como unarausintética (Barcelét al., 1988;
Weaver, 1996). Sin embargo, Salisbury y Ross (1,983)efinen como una auxina natural, tras
ser descubierta su presenciaZzela mayy varias dicotiledéneas. En relacion a su efedtdigj se
considera uno de los mejores estimulantes de taéiresis debido a una actividad auxinica
débil y a que los sistemas destructores de auxinagstruyen en forma relativamente lenta.
Ademas, el AIB se desplaza muy poco y se retieneaagel sitio de aplicacion. Esto constituye
una gran ventaja ya que los reguladores de cretimgue se desplazan con facilidad pueden
causar efectos indeseables en el crecimiento slgplintas (Weaver, 1996). Debido a su

moderada actividad auxinica, permite ser utilizagle una gama de concentraciones
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relativamente amplia (10 a 5000 ppm) sin causact@sefitotdxicos ni inhibir el crecimiento

caulinar.

Latsagueet al.(2009) al tratar estacas @aicryphia glutinosacon AIB durante 15
minutos en distintas concentraciones (0, 250, 80000 y 1.500 mg/L), observaron que los
mejores resultados se produjeron en la concentra@dé500 mg /L de AIB, con un 56,5% de

enraizamiento.

Castrillénet al.(2008), al estudiar el efecto de las auxinas sebrenraizamiento de

estacas de agra¥dccinium meridional&wartz) en dos fases, a saber: la primera conjetivd

de evaluar el efecto de AIA, AIB y ANA en difereateoncentraciones (1, 10, 20 mg/L de ANA,
50, 200 y 500 mg/L de ANA y AIB), sobre la viabdid y enraizamiento de agraz en dos
sustratos (suelo + turba en relacién 1:1 y turhdhaysegunda fase, con el objetivo de evaluar
AIB en distintas concentraciones (0, 50, 100, 30000 y 2.000 mg/L) sobre un solo sustrato
(escoria + suelo en relacidon 1:1), encontraronlgsdratamientos con AIB y AlIA aumentan la
viabilidad de las estacas de agraz; que las esi@vases demuestran mayor actividad
rizogénica y el uso de hormonas es viable paracin@lidesarrollo de las raices adventicias en

esta especie.

Consiguientemente, concluyeron que el mejor tregiatm para enraizar las estacas fue
AIB 200 mg/L aplicado a la base, donde el porcendaj enraizamiento después de dos meses de
aplicacion fue 18,7% vy, a su vez, presentd el mayonero de raices por planta, con un

promedio de 3,3.

Meinerset al.(2007) al desarrollar un sistema de propagadidwitro eficiente parav.
corymbosuntv 'Ozarkblue’ (blueberry) y Witis-idaeacv 'Red Pearl' (lingoberry), concluyeron
que el AIB fue superior al ANA para la induccior daraizamientaon vitro en ambos cultivares

del génerd/accinium.
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Castillo y Marin (1994), en el enraizamientovivo de microestaquillas de patrones
frutales hibridos de durazno x almendro (‘Adafuédarcias’), sefialan que el tratamiento mas
eficaz, tanto por el porcentaje de enraizamientaccpor el aspecto y posterior crecimiento de
las plantas, fue la aplicacién basal de AIB en@bluacuosa en una concentracion de 0,001 M
(10°3M).

Estas experiencias avalan la efectividad del AtBre la rizogénesis de diferentes
especies. Sin embargo, Stohmann (2006) al an&izfecto del AIB sobre el enraizamiento de
estacas d&. corymbosuntv. Elliot en las concentraciones 0, 500, 1000590Lppm en los
sustratos corteza de pino/aserrin (50:50) y (7013®)encontré un efecto directo del AIB sobre
la capacidad de enraizamiento del cultivar Ellgugiriendo tan solo para la propagacion de esta
especie, el sustrato corteza de pino/aserrin (50:50

Schuchet al.(2007) al analizar el efecto de dos sustratos @rgnun Producto
comercial) y tres concentraciones de IBA (0, 10@D0 mg/L) erVacciunium AsheiReade cv

‘Climax’ no encontraron diferencias estadisticaraesignificativas a favor de AlB.

Otra auxina utilizada con frecuencia en la promode raices es el ANA, y es definida
como una auxina sintética (Salisbury y Ross, 1998aver, 1996). EI ANA por lo comun es
mas efectivo que el AIA por su mayor persisten8ali€bury y Ross, 1992). Sin embargo, este
compuesto es mas toxico que el AIB y deben evitlaseconcentraciones excesivas por el
peligro de provocar dafos a las plantulas (Wed\896).
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Ferri (2008), al analizar los factores que intameie en la multiplicacion y enraizamiento
del grupo blueberry rabbiteye, obtuvo los mayom@sgntajes de enraizamientovitro con AIB

en 6 uM y la mayor longitud de raices con 6 uMAAN

Puente y Marin (1994), al ensayar la influenciavaiéos factores sobre el enraizamiento
in vitro de manzanoMalus x domestic&8orkh.) M.9 Jork en presencia de riboflavina coa
fase de oscuridad y otra de luz, no apreciaron umagdiferencia en el porcentaje de
enraizamiento estimulado por ANA y AIB, pero siaron el efecto en el nimero de raices que

fue mucho mayor con AIB.

Esto demuestra que entre distintas especies mexigspuestas similares, o bien,
completamente distintas a la estimulacion deizagénesis, haciendo necesario probar no solo
las distintas concentraciones, sino también difeserauxinas para mejorar los niveles de
enraizamiento de las especies de interés. REIBO), sefiala que las plantas lefiosas requieren
concentraciones mayores de auxina que las plartagideas, destacando que el enraizamiento
en especies lefiosas es con frecuencia mas dyicue en ocasiones las raices generadas
vitro no son funcionales y necesitan ser reemplazadas/o por nuevas raices adaptadas al

suelo.

Ostroluckéet al., (2007) consideran que el factor limitante en laropropagacion de
especies del génendacciniumes la transferencia de las plantulas a un ambientestéril,

dependiendo de la diferente sensibilidad de lostysws.

2.4.6 Enraizamientoex vitro y aclimatacion. La funcién de la etapa de aclimatacion consiste
en la preparacién de las plantulas obtenidasitro para trasplantarlas del medio artificial
heterétrofo a una existencia de vida autotrofa lemvernadero y luego en su sitio definitivo

(L6pez, 2002). Esta preparacion puede implicar rehigamiento, pero también implica un
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cambio en la fisiologia de las plantas que estimaldotosintesis, la absorcion de agua y
nutrientes por las raices y la resistencia a lacdision y a los organismos patégenos (Hartmann
y Kester, 1998).

Durante la aclimatacion, las plantulas enraizadiesarrollan raices y hojas en pleno
funcionamiento, y el crecimiento de los brotes rgeia o acelera. Si bien todas las plantas
micropropagadas deben pasar por esta etapa, t@asation se puede producir al mismo tiempo,
como en el enraizamienio vivo, 1o que simplifica el procedimiento y permite renldos costos
(Zimmerman, 1988; Debnath, 2004).

A pesar de que el enraizamiemtovitro ofrece varias ventajas, incluyendo una menor
exposicion a enfermedades y estrés ambiental duelnproceso de rizogénesis, las plantulas
pueden ser producidas mas rapidamente por langlgidin del enraizamiento vitro (Debnath,
2004). Esto consiste en inducir y provocar la faridra de raices una vez que los microtallos
obtenidos por micropropagacion son colocados edicimmesex vitroen un sustrato adecuado
(Castillo y Marin, 1994), que puede estar compuestdurba y perlita en relaciéon 1:1 (v/v)
(Gonzélez et al., 2000), o bien, de otro sustpat® o mezclado utilizado convencionalmente
(Zimmerman, 1988).

Paulouski (2007), al analizar la influencia de tmdiciones de corte, sustrato y
temperatura sobre la capacidad de regeneracioresledriedades d¢. corymbosuma saber:
Earliblue (en turba y Mulch con arena), Bluecrop (erba pura) y Coville (en una mezcla de
turba con arena), no obtuvo diferencias signifi@gientre los sustratos utilizados. En cuanto a
la temperatura, sefiala que las camas con calefapcatducen un moderado aumento en el
enraizamiento, destacando que la calefaccion dtata tuvo un efecto beneficioso sélo en la
formacién del sistema radicular.
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Respecto a los resultados de este tipo de enrgatonMcClellandet al. (1990) describe
las raices obtenidas con una mejor calidad y dikaanatdémico respecto a las producidas
vitro. Si bien en la misma investigacion, realizada ed@arer rubrumL. Red SunsetBetula
nigra L., y Malux x domestic&8orkh Mchintosh, obtuvo un mayor nimero de rafoemadas en
un menor tiempo con mayor didmetro mediante enraeso in vitro, destacando que los
sistemas vasculares en estas raices eran subdladaso(solamente con tejidos vasculares
primarios) en comparacion con las raiobtenidasex vitrq que produjeron cambium vascular y

crecimiento secundario durante la misma primernaaetie la produccion.

Respuestas similares hallaron Sneitfal.,(1992), donde la rizogénesisvitro favorecio
el desarrollo de microtallos herbaceos y lefioses) pio lugar a raices subdesarrollados para
especies lefiosas, y sin actividad secundaria eanghium vascular hasta después del trasplante

ex vitro.

Grout y Aston, citado por Lépez (2002) observartdmo tras el enraizamiento vitro
de sus plantas la zona de transiciéon entre layraiztallo era anormal, con unas conexiones
vasculares débiles y malformadas, lo que produaiblgmas en la absorcion y circulacion de
agua desde las raices al tallo. También se hawaukeique las raices formadasvitro son
gruesas y con pelos radicales engrosados y an@ns&ado sus sistemas vasculares anémalos,

en comparacion con las raices formadas en conés@xvitro(McClellandet al, 1990).

Al respecto, Pierik (1990) sefiala que:

Las plantas cultivadas en tubos de ensayos tiémecuticula escasamente
desarrollada, debido a la alta humedad relativaa 900%, que se da vitro. Como
consecuencia, cuando se transfiere la planta db,sse produce una transpiracion
cuticular extra, ya que la humedad del aire en ictomksin vivo es mas baja. Las hojas
de una planta producida vitro, son frecuentemente finas, blandas y fotosintétiree

poco activas, y en consecuencia mal adaptadas &oladiciones que se pueden
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encontrarin vivo. Ademas sus estomas pueden ser menos operatigeseyar estrés

hidrico durante las primeras horas de traspasoe#.s

Las raices que se han originadovitro son vulnerables y no funcionan de
forma adecuada vivo por lo que mueren rapidamente y deben ser reeagdazpor

nuevas raices subterraneas. (p 127-128)

Rogers y Smith (1992), sefialan que el enraizamiex vitro tiende a producir mayor
namero y longitud de raices. En su estudio s&wea chinensisar. minimg notaron que las
raicesex vitro eran flexibles, blancas y ramificadas, mientras las raices vitro eran fragiles,

de color mas oscuro y carecian de ramificaciones.

Zhanget al.{2006), seialan que el enraizamieaxovitrode los microtallos obtenidas
vitro, es un método muy econdmico y eficaz para las esp@gl géner&accinium,dondese
pueden obtener buenos porcentajes de enraizandesfués de sumergirlos brevemente en
1000 - 2000 mg/L de AIB (o ANA) o empaparlos lenente en 2,5y 10 mg/L de AIB.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Lugar de trabajo:

La presente investigacion fue realizada en el Nwdie micropropagacién de plantas
frutales arbustivas del Campo Experimental Maquellge la  Facultad de Ciencias

Agropecuarias y Forestales de la Universidad derbatera.

3.2 Materiales

3.2.1 Material vegetal:Corresponde a microtallos de arandano alto deddaedades Brigitta y
Legacy La seleccion de microtallos fue realizada de acuexdcaracteristicas morfoldgicas
(didmetro del tallo, turgor de la hoja entre otnask llevd a cabo en condiciones estériles en el

Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales.

3.2.2 Materiales de laboratorio.

3.2.2. a EquiposAutoclave, camara de flujo laminar, balanza aicaljitagitador de tubos.

3.2.2. b Materiales:Bisturi, pinzas, espatula, tijeras, tubos falchn dosificador de hormonas,

hidréxido de Potasio (KOH), agua destilada, miquepms, puntas para micropipetas, placas

petris, erlenmeyer de 250 ml, papel aluminio, foasie vidrio de 250 ml.
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3.2.3 Materiales de invernadero: Bandejas speedling, turba, pinzas, agua destilada,

cronémetro, plumones, papel rotulador, lupa, regladerno de anotaciones.

3.2.4 Auxinas:Acido a - naftalenacético (ANA) y acido indol -3- butiri¢alB).

3.3 Metodologia

3.3.1 Origen del material vegetal:Los microtallos de las variedades Brigitta y Legac

provenientes de la etapa de elongacion, se obtuvael repique nimero 6 y 9, respectivamente.
Las condiciones ambientales en las que se inculiaevon de un fotoperiodo de 16 horas luz, y
8 horas de oscuridad, una temperatura de 23 + f°€l dia y 22 + 1°C de noche con una

intensidad luminica de 2000 lux.

3.3.2 Preparacion de auxinast.as dosis de auxinas utilizadas fueron calculatalaboratorio

a partir de la concentraciéon inicial de ingredeéeaictivo de los productos comerciales de
formulacion en polvo. Buscando una concentracio2@y 300 mg/L, se pesaron 10 y 15 mg
de ANA y AIB, respectivamente, en una balanza #oalpreviamente calibrada. Posteriormente
el contenido fue disuelto con 1 ml de KOH en tufadson y llevados a 50 ml con agua destilada

para obtener una solucién de 200 y 300 ppm, respewtnte.

3.3.3 Enraizamiento de microtallos:Los microtallos fueron extraidos del agar provetgale
la etapa de elongacidn vitro y posteriormente lavados en agua destilada paraveanios
restos de agar y compuestos del medio de cultiterian La zona basal de los microtallos fue
sumergida por 10 segundos en las auxinas ANA y ddBacuerdo al experimento (Cuadro 1) y

colocados en bandejas speedling con turba huntedenediante agua esterilizada. Estas
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bandejas fueron colocadas en camas con calefagcama caliente) y mantenidas a una
temperatura de 25°C y una humedad relativa del 95%.

Se aplico riego por microaspersion durante losrreses que duro el ensayo.

Cuadro 1. Resumen de los tratamientos realizados a los tal® de V. corymbosum
variedades Brigitta y Legacypor tipo de auxina y concentracion.

Variedades Auxinas Dosis (ppm)
Brigitta ANA 0
Legacy AlB 200

300

3.3.4 Disefio experimental:El disefio experimental utilizado fue completameateazar,
ordenado como experimento factorial 2x2x3, dond®2 variedades (Brigitta y Legagy?2
auxinas (ANA y AIB), 3 dosis (0, 200, 300 ppm); cihrepeticiones por tratamiento.

3.3.5 Evaluacion de resultados y analisis estadisii Al cabo de 90 dias, los microtallos se
retiraron cuidadosamente de las bandejas, y sediaxcon agua destilada para retirar los restos
de sustrato adheridos. Las variables de respuastae) evaluaron fueron el numero de raices,

longitud de raices (mm) y porcentaje de enraizaimi€r).

Los datos obtenidos fueron sometidos a la pruebblatenalidad y Homogeneidad de
varianza. En funcion de estos supuestos se realiZeNOVA o Kruskall-Wallis para cada caso.
Para la presentacion de resultados, se realizasbrilé comparaciones multiples segun Tukey y
Kruskall-Wallis, fijiando un nivel de significancidel 5%.

El analisis estadistico fue realizado con SPSG-$tat Student, mientras que los
gréaficos fueron generados en Microsoft Excel dedbfivs.
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4. PRESENTACION DE LOS RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1 Respuesta Rizogénica.

La respuesta rizogénica fue medida principalmentegb porcentaje de enraizamiento,
analizandose el efecto de los tratamientos sobrelmlero de raices producidas y la longitud

(mm) de éstas

4.1.1 Porcentaje de Enraizamiento.El andlisis de los resultados obtenidos se resuare los

tratamientos en la Figura 1.

0O Control O ANA 200 (ppm) 8 ANA 300(ppm) B AIB 200(ppm) @ AIB 300(ppm)
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Figura 1. Porcentaje de enraizamiento de microtallo¥decinium corymbosumwar. Brigitta y Legacytratados

con ANA y AIB en diferentes concentraciones

Al analizar los resultados del porcentaje de earaiento es posible deducir que existen

diferencias en los resultados obtenidos para &brfaéipo y dosis de auxina aplicada, con lo que
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se demuestra el efecto de éste sobre la respuestaagzamiento de los microtallos. Para la
variedad Brigitta, el mayor porcentaje de enraizsta se obtuvo con la aplicacion de ANA en
la dosis de 200 ppm, generando un 71% de enrainton{8 veces mayor que el respectivo
control), seguido de ANA 300 ppm con un 67%. En lzanpara la variedad Legacy, el mayor
porcentaje de enraizamiento se logré con la apinoade AIB en 200 ppm, con un 43% de
microtallos enraizados. Esto coincide con Castridé al, (2008), que al evaluar el efecto de
AlA, AIB y ANA en diferentes concentraciones (0,,3®0, 500, 1.000 y 2.000 mg/L), sobre el
enraizamiento de estacas de agraacinium meridionale concluyeron que el mejor
tratamiento para enraizar las estacas fue AIB 20/ mplicado a la base, donde el porcentaje de
enraizamiento después de dos meses de aplicaadefli8,7%.

En Legacy, si bien en el presente estudio el AIR@0 ppm alcanzo resultados 3 veces
mayores al respectivo control, su aplicacion en@ los redujo a la mitad (24%). Esto indica
que el 6ptimo para esta variedad, se encuentra ealar intermedio del rango 0 a 200 ppm, 0

tal vez de 0 a 250 ppm para esta auxina.

Latsagueet al, (2009), al tratar estacas Hacryphia glutinosacon diferentes dosis de
AIB (0, 250, 500, 1.000 y 1.500 mg/L) para aumemrfamivel de enraizamiento de la especie,
obtuvieron los mejores resultados en la concertnacle 500 mg/L, con un 56,5% de
enraizamiento. Si bien se trata de especies t@istig con diferentes rangos de dosis, coinciden
en la utilizacién de una dosis intermedia de AlBhoanejor alternativa de enraizamiento.

Una tendencia comdn a ambas variedades se predenitnentar las concentraciones de
las auxinas, indicando asi una posible inhibici@ e$ta respuesta a altas concentraciones
hormonales. Hartmann y Kester, (1998) sefialan daerizogénesis puede ser afectada
negativamente por una excesiva acumulacion de asixiras mayores concentraciones de ANA

sugieren un efecto inhibitorio del enraizamientg@ogiblemente toxico. Weaver (1996), sefiala
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gue esta auxina no debe ser aplicada en altas rdomgienes ya que produce efectos no
deseados en el desarrollo de las plantas.

Para cada variedad la respuesta fue diferentpoatle auxina utilizada. Brigitta mostro
una mejor respuesta con ANA, mientras que Legacyemento su enraizamiento con AIB. Lo
gue tendria explicacién en lo descrito por Marda@88) y Paulouski (2007) quienes atribuyen
un rol importante a los factores genéticos enidageénesis, tras descubrir diferencias en la
capacidad de enraizamiento entre especies de umongiénero. En esta respuesta podria influir
también, el niumero de repiques que presentan lgsotailos, pudiendo generar un efecto
negativo en la capacidad de enraizamiento en ladaegie aumenta el nUmero de repiques en la
etapa de multiplicacion.

En términos generales, la variedad Brigitta ndostma mayor capacidad de
enraizamiento que Legacy, con un mayor porcentajergtaizamiento promedio (48% y 30%

respectivamente).

4.1.2. Numero de Raicesiarvis, citado por Marin (1997) sefiala que el ndnder raices final
esta limitado en la etapa de crecimiento de lagémesis, donde las primeras raices que se
desarrollan inhiben el crecimiento de las demaspt@hdolo a las necesidades de la nueva

planta. Lo que ocurriria durante la segunda y tarsemana de iniciado el enraizamiento.

Por ello, en el presente estudio, se le concedpeaal importancia a la etapa de

establecimiento y primeras semanas de desarrdliendayo.
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Los resultados obtenidos para la variable niumeroaétes por tratamiento, se resume en la

figura 2.

O Control O ANA 200 ppm B8 ANA 300ppm B AIB 200ppm @ AIB 300ppn

3,0

2,5

2,0

15

1 D

O
O

1,0
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1
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* Letras distintas indican diferencias significatigag(in comparaciones mdltiples de Kruskal-Wallis.

Figura 2. Nimero de raices generadas en microtallo¥decinium corymbosutnatados con ANA y AIB en

diferentes concentraciond3arras de error indican error tipico.

Al analizar los resultados se deduce que el fampor y dosis de auxina tiene efecto

diferencial en el niumero de raices de la variedagitix y Legacy.

En Brigitta, la aplicacion de ANA en 200 y 300 ppprodujeron un incremento
estadisticamente significativo (p< 0,05) en laatale nUmero de raices, con un promedio de 1,9

y 1,7 raices por microtallo, respectivamente.
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En la figura 3 se puede obsenlos resultados &l tratamiento ANA 200 ppm en la variec
Brigitta.
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Figura 3. Enraizamiento de plantulas de arandano alto vatiBrigitta utilizando ANA 200 ppm

En la variedad Legacy, no se registraron diferen@atadisticimente significativas
(p> 0,05) para los diferentes tratamientos aplisi

Para la variedad Brigitta, el mayor nimero de smfoemadas se produjo con la dc
menor de ANA (200 ppm)Al aumentar la dosis a 3 ppm, el nUmero de raices por microt:
disminuyé de forma levéno estadisticamente significativa p> 0, pero notoriaLo mismo
ocurre con las dosis de AIB en esta variedad. &st@sponde a una tendencia descrita por .
et al., (2008), quienes al analizar el efecto de AIB sodreniimero de raices generacen
V.angustifoliumvariedad ‘Blomidon’ con diferentes concentraciorfes,(10, 15, 20 mM
observaron que el mayor nimero de raices se obtuvd0OmM de AIB (9 raices/plantula), y
aumentar la dosis a 15 y 20 el numero promedio alees disminuyo a .8 y 3.9

respectivamente. Esto sugiere que el nimero desrgieneradas no solo se ve afectado
tipo de auxina, sino también por la dc
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A diferencia de Brigitta, en Legacy la respuestdodediferentes tipos de auxinas, no es
del todo clara, ya que si bien se produjeron difgeanen el niumero de raices respecto al
control, estas no demostraron ser estadisticameniécsitinas (p> 0, 05). Esto podria deberse a
una menor capacidad rizogénica de la variedadyrdetada por factores genéticos, como lo
sefala Paulouski (2007).

En el presente estudio, AIB no produjo incremenigsificativos sobre el grupo control
en Brigitta y Legacy. Sin embargo, el nimero deasien ambas variedades fue similar. Esto
coincide con Stohmann (2006), qaleevaluar el efecto de AIB sobre la capacidadgénica de
V. corymbosurvar. Elliot, no obtuvo diferencias significativas@mumero de raices generadas,
donde el nimero de raices por estaca enraizadaefieesh 1000 ppm, y 6.43 para el grupo

control (estacas colectadas en otofio).

En resumen, y considerando las iguales condicione$y e sustrato, reguladores de
crecimiento y condiciones fisicas y morfoldgicas derucrotallos enraizados, Legacy mostro
una menor capacidad para generar raices que Brilgitjue se puede atribuir a diferencias
varietales. Al respecto, Paulouski (2007) sefiala u capacidad de enraizamiento de
corymbosunvaria segun las caracteristicas de las variedades.
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4.1.3. Longitud de raicesios resultados obtenidos para la variable longitudaées (mm) se
resumen en la figura 4.

O Control @ ANA 200ppmB8 ANA 300ppmB AIB 200ppm @ AIB 300ppm
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Longitud (mm)
QD
QD
QD
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Brigitta Legacy

* Letras iguales indican la no existencia de difé@gmnsignificativas, segin comparaciones multipee3ukey (p> 0,05).

Figura 4. Longitud de raices por tipos y dosis de auxiraa pmbas variedadd®arras de error indican error

tipico.

El factor tipos y dosis de auxina, no produce efedicectos en la longitud de las raices
generadagx vitro (Fig. 4). Independientemente de los tratamientdisaajos, tanto en Brigitta
como Legacy, no se obtuvieron diferencias signifieeti(p> 0, 05) para la variable longitud de
raices.

Estos resultados difieren de Zhetaal.(2008) que al estudiar los efectos del AIB sobre el
enraizamiento d¥.angustifoliumvar. ‘Blomidon’, obtuvieron una longitud de 39mm empleando
10uM de AIB y, notaron que al aumentar la dosis deraxle 10 a 15M, la longitud de las
raices generadas disminuyo a 16mm, en tanto quesis de 20uM produjo la menor longitud

de raices con 10mm promedio. También observaronabjgementar la dosis de AIB, la raiz
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principal se hizo mas gruesa y las ramificaciones nalgadlas, dando al sistema radical una

menor consistencia y eficacia.

Gil (1999), sefiala que la elongacién de raices edtiionada a AlA, el cual es
estimulador en una baja concentracion®lp, pero se torna inhibidor sobre @@, hasta ser,
incluso téxico. Mientras que la concentracién prtore de brotes es mucho mayor, 2R14.
Destacando, que la raiz es mas sensible que ehtkllpresencia de auxinas. Esto sugiere que la
auxina endogena de los microtallos es suficiente mi@war el enraizamiento en ausencia de
auxina exégena; esto podria explicar la longitudraada (25 mm) en el tratamiento control
(Pierik, 1990; Weaver, 1996).

En Legacy, si bien no se hallaron diferencias sigaiifrtas entre los diferentes
tratamientos, se aprecié una leve tendencia en et¢rstonde longitud de las raices generadas al
aumentar las concentraciones de auxinas, tanto AMAGIB. Esto difiere de lo planteado por
Gil, (1999) quien sefala que la longitud de lasesiyeneradas disminuye con dosis elevadas de
auxinas. Considerando que el desarrollo de las raicesabea con bajas concentraciones de

auxina.

En resumen, para las diferentes variables evaluada8)B produjo una respuesta
aproximadamente similar en ambas variedades, obteniengorcentaje de enraizamiento igual
en la dosis 200 ppm (43%), igual nimero de raicemgdam (0,9) con igual longitud (19 mm).
Esto demuestra una actividad mas estable del AlIBsmiorotallos tratados (Weaver, 1996) y
coincide con los investigadores Celik y Odabas (208),basandose en esta homogeneidad de
resultados por la aplicaciéon de AIB, han desarrollad modelo matematico para predecir el
porcentaje de enraizamiento y crecimiento de raicesios ecuaciones obtenidas tras analizar la
respuesta de 6 variedades de arandano (lvanhoey,Jees®rd, Northland ,Berkeley y Bluejay)

a la aplicacion de AlIB.
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En la figura 5se puede observios resultados del tratamiento AIB0O ppm en la variede
Legacy.

"

-

e s

Figura 5.Enraizamiento de plantulas de arandano altoLegacy empleandAlB 200 ppm

Birchler et al. (1998) sefialan que la morfologia y los indices nh@gfoos son algunc
de los atributos que caracterizan a la planta idedfe los que destacan la altura y la rela
parte aérea/parte radical, siendo esta Ultima de mm@erteza por su importaia en balance
hidrico y definiéndose como el peso seco de cada dedas partes. Si bien, en el prese
estudio estas mediciones no fueron realizadas, el désalm las plantulas de la variec
Brigitta fue claramente superior a la variedad logc(Fig.3 y Fig. 5)tanto en altura como e
namero de raices. Considerando la similitud de fayitad de raices alcanzada por amr
variedades con los diferentes tratamientos aplicadosyalar la calidad de las plantu
obtenidas, y las posibilidades desarrollo en condiciones de campo, la variedaditér
presenta aparentemente una mayor probabilidad geaaiten y con ello una mayor calidad.
embargo, los mismos investigadores sefalan que mudhatag de invernadero pued
presentar un aspectobusto y vigoroso y no ser capaces de comportarssiadi@mente €
condicione de campo, donde las condiciones de huiéas temperatura y nutrientes no ¢
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controladas. Sugiriendo con esto, una coordina@tolbgica con el medio en que las plantas

seran establecidas, donde se debe reiniciar el crextomidical.
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5. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en la presemeigtigacion se puede concluir que:

Ambas variedades presentan una respuesta difereni@iastimulacion de la rizogénesis
con las auxinas ANA y AIB en las concentraciones(D ¥ 300 ppm en condiciones

vitro.

Para la variedad Brigitta, la mejor respuesta rina@@se generd con la aplicacion de
ANA en la concentracion de 200 ppm, obteniéndos&1P6 de enraizamiento, y 1,2
raices promedio por planta. Para Legacy, la megpuesta se obtuvo con AIB en 200

ppm, con un 43% de enraizamiento.

El tipo y dosis de auxinas evaluadas no tienen etioto sobre longitud de raices.

Comparativamente, Brigitta posee una mayor capdcidagénica que Legacy.

Para futuros trabajos, se sugiere realizar ensayo$as auxinas ANA y AIB en las

concentraciones de 0, 50 y 100 ppm para Brigittagalcy.
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6. RESUMEN

En el Modulo de micropropagacion de plantas frstarbustivas del campo
Experimental Maquehue de la Universidad de La Erantse analizé el efecto de diferentes
tipos y dosis de auxina sobre la capacidad de emm@nto deVaccinium corymbosur.
variedades ‘Brigitta’ y ‘Legacy’ en condicionesx vitro. Se utiliz6 como sustrato turba,
manteniendo los ensayos en camas calientes con unedadmelativa del 95% y una
temperatura promedio de 25°C. Los microtallos fuasbtenidos por micropropagacion de la
etapa de elongacion. Los tratamientos aplicados carsisten acida-naftalenacético (ANA) y
acido indol-3-butirico (AIB) en las dosis: 0, 200 §03ppm. Las respuestas fueron medidas a
través de las variables porcentaje de enraizamiedtogero y longitud de raices (mm). Los
resultados fueron sometidos a analisis de varianowvduy pruebas de rango multiple de Tukey

y Kruskal-Wallis fijando un nivel de significanciald&so.

Los resultados obtenidos por variedad mostraron dquA 200 ppm fue el mejor tratamiento
para ‘Brigitta’, con un 71% de enraizamiento y uorpedio de 1,9 raices por planta. No se
hallaron diferencias significativas (p> 0.05) paradaiable longitud de raices. En ‘Legacy’, la
mejor respuesta se obtuvo con AIB 200 ppm, con un d8%enraizamiento. No hubieron

diferencias significativas (p > 0.05) para las vdeéamumero y longitud de raices.

Al comparar las variedades, ‘Brigitta’ presento unayon respuesta a la estimulacion
rizogénica con un 48 % de enraizamiento, y li@rgpromedio. Para la variable longitud de

raices no se encontraron diferencias estadisticamgntficativas (p > 0, 05).
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7. ABSTRACT

In the Module Micropropagation of shrubbery frulampts in the Experimental field of
Universidad de La Frontera, was examined the etieclifferent types and doses of auxin on
rooting ability of Vaccinium corymbosum L. variedi€Brigitta’ and ‘Legacy' irex vitro
conditions. Peat was used as substrate, keepirtgdtsein hot beds with a relative humidity of
95% and a temperature of 25° C. The microshoots wetaned by micropropagation in the
elongation phase. The treatments consistedraphthaleneacetic acid (NAA) and indole-3-acid
butyric acid (IBA) in the doses: 0, 200 and 300 pdrhe responses were measured through
variables rooting percentage, number and roots lefrgth). The results were analyzed using
varience analyse (ANOVA) and multiple range testsTokey and Kruskal-Wallis setting a
significance level of 5%.

The results of variety show that ANA 200 ppm was ltlest treatment for 'Brigitta’, with 71%

rooting and an average of 1.9 roots per plant. ifiasd no significant differences (p> 0.05) for
the variable for root's length. In 'Legacy’, the be=gponse was obtained with IBA 200 ppm,
with 43% rooting. There were no significant diffeces (p> 0.05) for the variables number and

length of roots.

Comparing the varieties, 'Brigitta' presents a g@restsponse to stimulation rizogénica
with 48% rooting, roots and 1.2 average. For théabée for root’s length found no statistically

significant differences (p> 0, 05).
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Anexo N° 1 Analisis de Varianza y test de comparaciones midtiplara la variable

NUmero de raices.

PRUEBA DE NORMALIDAD

Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra

N° Raices

N 210

Parametros normales &P Media ,86
Desviacion tipica

P 1,303

Diferencias mas Absoluta ,360

extremas Positiva ,360

Negativa -,254

Z de Kolmogorov-Smirnov 5,218

Sig. asinto6t. (bilateral) ,000

a. La distribucién de contraste es la Normal.

b. Se han calculado a partir de los datos.

¢ No se cumple el supuesto de Normalidad (p<0,05).d”@mito los datos deben ser

analizados mediante estadistica no paramétrica.

» Se decidi6 trabajar con el estadistico de Kruskal®\zor la similitud a Anova en

situaciones no paramétricas.



VARIEDAD BRIGITTA:

ANALISIS DE VARIANZA

Anova de kruskal-Wallis para la variable nUmero deraices por auxina.

Eruskal -Wallis

Variable Respuesta: Humero Raices
Variable Explicativa: Auwxina
Wimero de Casos: 105
Grupos n Suma de Rangos Bm Rango Medio
COHTROL 21 875.5000 41. 6905
AHA 200 21 1435. 5000 68.35071
AHA 200 21 1354. 5000 64. 5000
AIE 200 21 990. 0000 47.1429
ATE 300 21 90%9.5000 43.3095

Grados de Libertad: 4
p-valor: 0.0023

Estadistico de Eruskal-Wallis (sin correccion por empates):
Estadistico de Kruskal-Wallis (con correccion por empates):

14.1330
16. 6498

« Elvalor p < 0,05, indica diferencias significativa en los diferentes tratamientos.
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COMPARACIONES MULTIPLES Y GRUPOS HOMOGENEOS.

Eruskal-Wallis, Comparaciones Miltiples

Variable Respuesta: Humero Raices
YVariable Explicativa: e na
Himero de Casos: 105

Método: Dunn al 925.0%

COHTROL 21 41.690%5 x

ATE 300 21 43.3095 x

ATE 200 21 47.1429 XX
AHA F00 21 64,5000 x X
AHA 200 21 68.3571 x
Contraste Diferencia +f- Limite
ATE 300 VS ATE 200 3.8333 24.306%
AHA 200 VS ATE 200 -21.2143 24.306%
AMA 300 VS ATE 200 -17.3571 24.3065
COHTROL VS ATE 200 5.4524 24. 3065
AHA 200 VS ATE 300 *-25.0476 *24. 3065
AHA 300 VS ATE 300 -21.1905 24,3065
COHTROL VS ATE 300 1.6190 24. 3065
AHA 300 VS AHA 200 3.8571 24.306%
COHTROL VS AHA 200 *26. 6667 *24. 3065
COHTROL VS AMA 300 22.8095 24.3065

* Diferencia estadisticamente sigmificativa.
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VARIEDAD LEGACY:

Anova de kruskal- Wallis para la variable nUmero deraices por auxina.

Fruskal -Wallis

Variahle Respuesta: Mimero de Raices
Yariable Explicativa: Auxina
Mmero de Casos: 105
Grupos n S5uma de Rangos Fm Rango Medio
COHTROL 21 919. 5000 43,7857
AHA 200 21 1170.5000 55. 7381
AHA 300 21 1170, 5000 55.7381
ATH 200 21 1255.5000 59. 7857
ATH 300 21 1049, 0000 49,9524

Grados de Libertad: 4
p-valor: 0.2457

Estadistico de Kruskal-Wallis (sin correccidon por empates):
Estadistico de Kruskal-Wallis (con correccion por empates):

3.5147
7.4331

* No se detectaron diferencias significativas (p >@) entre los diferentes

tratamientos.
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COMPARACIONES MULTIPLES Y GRUPOS HOMOGENEOS.

Kruskal-Wallis, Comparaciones Miltiples

Yariable Respuesta: Himero de Raices
Yariable Explicativa: hwxina
Himero de Casos: 105

Metodo: Dunn al 95. 0%

COHTROL 21 43. 1657 x
ATE 300 21 49 9524 x
AML 200 21 55.7381 X
AHA 3F00 21 55.73681 x
ATE 200 21 59.7857 x
Contraste Diferencia +f- Limite
ATE 300 VS5 ATE 200 9.8333 21.2191
AMA 200 V5 ATE 200 4.0476 21.2191
AHA 300 Y5 ATE 200 4. 0476 21.2191
COHTROL VS ATE 200 16. 0000 21.2191
AMA 200 V5 ATE 300 -5.7857 21.2191
AHA 300 VS5 ATE 300 -5.785%7 21.2191
CONTROL Y5 ATE 300 6.1667 21.2191
AMA 300 V5 AMA 200 0. 0000 21.2191
COHTROL VS AHA 200 11.9524 21.2191
CONTROL V5 AMA 300 11.92524 21.2191

* Diferencia estadisticamente significativa.
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Anexo N° 2.Andlisis de varianza y test de comparaciones multg#geBukey, para la variable

Longitud de raices.

PRUEBA DE NORMALIDAD

Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra

Longitud

de Raices
N 81
Parametros normales &b Media 18,57
Desviacion tipica 10,575
Diferencias mas Absoluta ,089
extremas Positiva ,089
Negativa -,084
Z de Kolmogorov-Smirnov 800
Sig. asintot. (bilateral) 544

a. La distribucién de contraste es la Normal.

b. Se han calculado a partir de los datos.

Se cumple con el supuesto de Normalidad (p> 0,05)



VARIEDAD BRIGITTA:

TEST DE HOMOGENEIDAD DE VARIANZAS

Prueba de homogeneidad de varianzas 2

LONGITUD

Estadistico
de Levene gll gl2 Sig.
1,500 4 45 ,218

a. Varieradad = Brigitta

e Se cumple con el supuesto de homogeneidad de vasi§onz 0,05), por lo tanto se
realizar el andlisis de varianza.

ANALISIS DE VARIANZA

ANOVA?2

LONGITUD

Suma de Media

cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 396,691 4 99,173 ,816 ,522
Intra-grupos 5472,129 45 121,603
Total 5868,820 49

a. Variedad = Brigitta

* No existen diferencias significativas (p>0,05) etta¢amientos para la variable
Longitud de raices (mm).



COMPARACIONES MULTIPLES (TUKEY).

Comparaciones multiples

Variable dependiente: LONGITUD

Intervalo de confianza al

95%
Diferencia de Limite

(I) AUXINA (J) AUXINA medias (I-J) |Error tipico| Sig. |Limite inferior| superior
HSD de Tuket CONTROL ANA 200 8,4000 | 5,69451 ,584 -7,7807 | 24,5807
ANA 300 2,7571 | 5,74513 ,989 -13,5673 | 19,0816

AIB 200 6,7333 | 6,15077 ,808 -10,7438 | 24,2104

AIB 300 5,9714 | 6,45697 ,886 -12,3757 | 24,3186

ANA 200 CONTROY -8,4000 | 5,69451 ,584 -24,5807 | 7,7807
ANA 300 -5,6429 | 4,09790 ,645 -17,2868 | 6,0011

AIB 200 -1,6667 | 4,64955 ,996 -14,8781 | 11,5448

AIB 300 -2,4286 | 5,04764 ,989 -16,7712 | 11,9141

ANA 300 CONTROU -2,7571 | 5,74513 ,989 -19,0816 | 13,5673
ANA 200 5,6429 | 4,09790 ,645 -6,0011 | 17,2868

AIB 200 3,9762 | 4,71141 ,915 -9,4110 | 17,3634

AIB 300 3,2143 | 5,10468 ,969 -11,2904 | 17,7190

AlIB200 CONTROY -6,7333 | 6,15077 ,808 -24,2104 | 10,7438
ANA 200 1,6667 | 4,64955 ,996 -11,5448 | 14,8781

ANA 300 -3,9762 | 4,71141 ,915 -17,3634 | 9,4110

AIB 300 -, 7619 | 5,55727 1,000 -16,5526 | 15,0288

AIB300 CONTROU -5,9714 | 6,45697 ,886 -24,3186 | 12,3757
ANA 200 2,4286 | 5,04764 ,989 -11,9141 | 16,7712

ANA 300 -3,2143 | 5,10468 ,969 -17,7190 | 11,2904

AIB 200 ,7619 | 5,55727 1,000 -15,0288 | 16,5526

a.Variedad = Brigitta
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SUBCONJUNTOS HOMOGENEOS PARA LA VARIABLE LONGITUD
DE RAICES (mm), SEGUN COMPARACIONES MULTIPLES DE T UKEY.

LONGITULF

HSD de Tukey*”

Subconjunto

para alfa = .05
AUXINA N 1
ANA 200 15 17,0000
AIB 200 9 18,6667
AIB 300 7 19,4286
ANA 300 14 22,6429
CONTROL 5 25,4000
Sig. ,527
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media armonica = 8,445.

b. Los tamafios de los grupos no son iguales. Se utilizara
la media armonica de los tamafios de los grupos. Los
niveles de error de tipo | no estan garantizados.

C. Variedad = Brigitta.
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VARIEDAD LEGACY:

TEST DE HOMOGENEIDAD DE VARIANZAS

Prueba de homogeneidad de varianzas 2

LONGITUD

Estadistico
de Levene gll gl2 Sig.
1,574 4 26 211

a. Variedad = Legacy

e Se cumple el supuesto de homogeneidad de varianza ( p > 0,05).
ANALISIS DE VARIANZA
ANOVA2

LONGITUD

Suma de Media

cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 392,251 4 98,063 1,065 394
Intra-grupos 2393,943 26 92,075
Total 2786,194 30

a. Variedad = Legacy

* No existen diferencias estadisticamente signifieatifp > 0,05) para la variable
longitud de raices.




COMPARACIONES MULTIPLES (TUKEY).

51

Variable dependiente: LONGITUD

Comparaciones multiples 2

Intervalo de confianza al
95%
Diferencia de Limite

() AUXINA  (J) AUXINA| medias (I-J) | Error tipico Sig. Limite inferior | superior
HSD de Tukey CONTROL ANA 200 -5,4286 6,62156 ,922 -24,8195 13,9624
ANA 300 -8,7143 6,62156 ,684 -28,1052 10,6766
AIB 200 -10,0000 6,39704 ,533 -28,7334 8,7334
AIB 300 -12,8000 7,00760 ,381 -33,3214 7,7214

ANA 200 CONTROL 5,4286 6,62156 ,922 -13,9624 24,8195
ANA 300 -3,2857 5,12904 ,967 -18,3059 11,7344

AIB 200 -4,5714 4,83571 ,876 -18,7326 9,5897

AIB 300 -7,3714 5,61858 ,686 -23,8252 9,0823
ANA 300 CONTROL 8,7143 6,62156 ,684 -10,6766 28,1052
ANA 200 3,2857 5,12904 ,967 -11,7344 18,3059
AIB 200 -1,2857 4,83571 ,999 -15,4468 12,8754
AIB 300 -4,0857 5,61858 ,948 -20,5395 12,3680
AIB 200 CONTROL 10,0000 6,39704 ,533 -8,7334 28,7334
ANA 200 45714 4,83571 ,876 -9,5897 18,7326
ANA 300 1,2857 4,83571 ,999 -12,8754 15,4468
AIB 300 -2,8000 5,35215 ,984 -18,4735 12,8735
AIB 300 CONTROL 12,8000 7,00760 ,381 -7,7214 33,3214
ANA 200 7,3714 5,61858 ,686 -9,0823 23,8252
ANA 300 4,0857 5,61858 ,948 -12,3680 20,5395
AlIB 200 2,8000 5,35215 ,984 -12,8735 18,4735

a. Variedad = Legacy




SUBCONJUNTOS HOMOGENEOS SEGUN COMPARACIONES MULTIPL ES DE
TUKEY.

LONGITULF

HSD de Tukey*”

Subconjunto

para alfa = .05
AUXINA N 1
CONTROL 3 8,0000
ANA 200 7 13,4286
ANA 300 7 16,7143
AIB 200 9 18,0000
AIB 300 5 20,8000
Sig. ,216
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 5,375.

b. Los tamafios de los grupos no son iguales. Se utilizara
la media armoénica de los tamafios de los grupos. Los
niveles de error de tipo | no estan garantizados.

C. Variedad = Legacy
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