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RESUMEN

Se estudid la aplicacion de la técnica conocida como “Blanching” la cual ha sido desarrollada
por los investigadores Brian Maynard y Nina Bassuk para especies recalcitrantes al enraizamiento,
la que busca promover el desarrollo de raices adventicias a partir de estacas tras la aplicacion de

AIB comercial y estadia en cama de enraizamiento.

El material vegetal fue recolectado el dia 25 de marzo de 2019 tras una estadia de
aproximadamente 5 meses con la aplicacion de “Blanching” en el arbol procedente de Villa
Alegre, Maule. Fue mantenido en camas de enraizamiento a partir del 25 de marzo hasta el 28 de
mayo de 2019 bajo condiciones relativamente controladas de temperatura y humedad en un

invernadero cubierto con polietileno sin calefaccion.

El boldo es una especie nativa recalcitrante a su propagacion, el objetivo de este estudio fue
aplicar la técnica llamada “Blanching” y lograr altos porcentajes de estacas enraizadas para su
propagacion. Después de haber estado en cama de enraizamiento por dos meses, estas estacas no
lograron enraizar. Algunas fueron removidas y analizadas macroscopicamente para establecer
diferencias. Se definieron tres condiciones dentro del total de las repeticiones. Estas condiciones
fueron estudiadas microscdpicamente observando crecimiento y desarrollo de tejidos de interés
como Epidermis, Cortex, Esclerénquima, Floema y Xilema secundario. Los resultados obtenidos
a partir de los cortes transversales del tallo en donde fue posible ver su anatomia, mostré patrones
de crecimiento los cuales nos indicaron que la utilizacion de “Blanching” si tuvo efecto sobre estas
estacas, ya que los tallos estudiados presentaron debilitamiento de sus paredes celulares y un
menor crecimiento de tejidos en comparacién a cortes transversales que no recibieron la aplicacion

de esta técnica.



ABSTRACT

The application of the technique known as “Blanching” was studied, which has been developed
by researchers Brian Maynard and Nina Bassuk for recalcitrant species to rooting, which seeks to
promote the development of adventitious roots from cuttings after the application of commercial
AIB and stay in rooting bed.

The plant material was collected on March 25, 2019 after a stay of approximately 5 months
with the application of “Blanching” on the tree from Villa Alegre, Maule. It was kept in rooting
beds from March 25 until May 28, 2019 under relatively controlled temperature and humidity

conditions in a greenhouse covered with unheated polyethylene.

Boldo is a native species recalcitrant to its propagation, the objective of this study was to apply
the technique called "Blanching™ and achieve high percentages of cuttings rooted for propagation.
After having been in rooting bed for two months, these cuttings failed to root. Some were removed
and analyzed macroscopically to establish differences. Three conditions were defined within the
total repetitions. These conditions were studied microscopically observing growth and
development of tissues of interest such as Epidermis, Cortex, Sclerechyma, Phloem and secondary
Xylem. The results obtained from the cross-sections of the stem where it was possible to see its
anatomy, showed growth patterns which indicated that the use of “Blanching” did have an effect
on these cuttings, since the stems studied showed weakening of their cell walls and lower tissue

growth compared to cross sections that did not receive the application of this technique.
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I.  INTRODUCCION

El Boldo (Peumus boldus Molina), es un arbol de follaje perenne endémico de Chile
(Montenegro, 2000). La especie se distribuye entre las regiones 1V y X (Donoso, 1981), siendo
en la 'y VI regiones donde se encuentra la mas alta densidad de la especie, seguida por la IXy
X regiones (CONAF-CONAMA - BIRF, 1997). De sus hojas es posible extraer una serie de
alcaloides, entre los cuales figura la boldina, cotizada desde el siglo XIX por sus propiedades
medicinales (Ruegger, 1959). Ademas, presenta una accion digestiva, antioxidante, sedante y
antidiurética, entre otras. La potencia antioxidante del extracto acuoso del boldo se basa en

compuestos como flavonoides y catecinas. (Del Valle et al., 2005).

Del boldo no s6lo podemos encontrar beneficios para la salud del ser humano, sino que
también nos entrega sombra debido a su altitud, que alcanza los 3 a 6 metros de altura y a su denso
follaje. Es una especie dioica, de copa globosa, las hojas son ovaladas duras, muy aromaticas, y
sus flores son unisexuadas, de color blanco-amarillento, de 5 a 10 mm de didmetro que crecen en
forma de racimo (Botti y Cabello, 1990).

Hoffmann y Alliende (1984) establecen que el boldo presenta diferencias de ritmos de
crecimiento, esto se debe a que existen individuos macho y hembra, que difieren en tiempos de
desarrollo en cuanto a gineceo y androceo se refiere. Existe poca regeneracion de la especie en
poblaciones naturales, lo que puede ser afectado por factores ambientales adversos, como la
exposicion a prolongados periodos secos o al pastoreo y, por la dificultad que presentan las
semillas en la germinacidn, las que en general requieren un largo periodo para que puedan emerger
como plantulas (San Martin y Doll, 1998). Las semillas de boldo presentan un mecanismo de
latencia que se asocia a la presencia de condiciones ambientales desfavorables durante el periodo
de su diseminacion (Figueroa et al., 1996). Esta dificultad en la germinacion es provocada
fundamentalmente por la presencia de aceites esenciales (terpinol y eugenol) gue causan un efecto
inhibidor del pericarpio que incide en el escaso porcentaje de semillas que germinan en forma

natural y artificial mediante viverizacion (Rodriguez et al., 1983, cit. por Duran, 2005).

En general, en terreno la regeneracion de la especie es mayoritariamente vegetativa, compuesta

por retofios de arboles explotados para el autoconsumo de lefia y carbén, venta de hojas, asi como



también para destinar tierras al establecimiento de plantaciones forestales (Labbé, 1989;
Rodriguez, 1997).

Los escasos antecedentes sobre propagacion por estacas confirman que la reproduccion de
boldo mediante esta técnica es igualmente complicada (Santelices y Bobadilla, 1997), y seria

importante contar con una técnica exitosa para el caso de desear multiplicar individuos superiores.

Bassuk y Maynard (1987) desarrollaron técnicas de propagacién por estacas para especies
dificiles de enraizar, tanto en ejemplares de hoja caduca y hoja perenne. Estas técnicas
principalmente se basan en promover la etiolacion de los tejidos donde se espera la emergencia
de las futuras raices. La etiolacion segun Maynard y Bassuk (1987) hace referencia al crecimiento
y desarrollo de tejidos en ausencia de luz y al crecimiento de plantas en sombra intensa, por lo
que aumenta considerablemente la sensibilidad del tallo a la accién de auxinas, a la vez que
debilita y disminuye el desarrollo de paredes y membranas.La aplicacién de estas técnicas
propuestas podrian ser favorables para desarrollar ejemplares de boldo a partir de individuos

superiores, con caracteres de interés definidos.

A continuacidn, se plantea la hipdtesis y objetivos del presente trabajo:

1.1 Hipotesis

La técnica de etiolacién aplicada a esquejes de boldo (Peumus boldus), con posterior

aplicacion de auxina comercial (AIB) favorece el desarrollo de raices.

1.2 Objetivo general

Evaluar la efectividad de la técnica conocida como “blanching” en la propagacion de Boldo

por estacas.



1.3 Objetivos especificos

i. Evaluar el efecto de la aplicacion de 4&cido indol butirico (AIB) en distintas
concentraciones sobre el enraizamiento de estacas de boldo de dos individuos diferentes tomadas
de un ambiente natural en Villa Alegre, region de Maule y sometidas a “blanching”.

ii. Determinar diferencias a nivel histolégico en cortes transversales de las estacas de boldo
de las zonas con y sin “blanching”, antes de poner a enraizar y al cabo de dos meses en cama de

enraizamiento.



Il.  REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Antecedentes generales del boldo

El boldo (Peumus boldus) puede alcanzar hasta los 20 m de altura, pero en general su tamafio
varia entre 3 y 6 m. Se presenta frecuentemente con un habito arbustivo. Debido a cortas
persistentes e incendios presenta una densa ramificacion y un tronco mas bien corto, que puede
llegar a alcanzar 1 m de diametro. Sus hojas son opuestas duras y asperas, de color verde claro en

la cara inferior (Montenegro, 2000).

Respecto a los requerimientos hidricos podemos decir que no es una especie que demande una
alta cantidad de agua para su 6ptimo desarrollo, el cual puede tener lugar con diversas condiciones.
Schneeberger (2001) cita a Homann y Matte (1967) para hacer referencia que el boldo es poco
resistente a las heladas. Montenegro (2000) indica que su condicién semixerofita le permite
adecuarse a periodos largos de sequia en provincias de la zona central de Chile, donde puede llegar

a crecer en zonas pobres en cuanto a humedad y suelos.

San Martin y Doll (1998) establecen que esta especie crece con una temperatura media anual
de 13,7°C y 10,5°C en el area norte y sur de su distribucion, respectivamente, y en cuanto a las
precipitaciones, indican que éstas varian a lo largo de su distribucidn, presentando un rango entre
los 200 y 1200 mm.

2.2 Propagacién del boldo

El boldo tiene exigencias y requerimientos para su reproduccion natural por semillas. La
propagacion por semillas se ve favorecida por la sincronizacién de la floracion entre los individuos
masculinos y femeninos y la polinizacién por insectos generalistas (Hoffmann, 1981). Montenegro
(2000) da a conocer al escaso porcentaje de germinacion natural en areas silvestres de las semillas
de la especie y menciona que en la cepa de los boldos se observa la presencia de yemas
subterraneas en receso vegetativo ubicadas en los denominados lignotuberes, que permiten una
regeneracién vigorosa natural, ante algin tipo de perturbacion del ecosistema como un incendio,

0 cuando es talado para ser usado como fuente de madera para combustible.



221 Propagacion por semillas

La propagacion de esta especie naturalmente es desarrollada por semillas mediante
polinizacién cruzada, principalmente por medio de insectos de la familia Syrphidae y algunos
coledpteros (Hoffmann, 1981), lo que es afectado por factores ambientales. Otro factor no menos
importante es el largo periodo que requiere la semilla para germinar. Esta presenta concentraciones
de aceites esenciales como Terpineol y Eugenol, las cuales tienen un efecto inhibidor por sobre
las semillas. La baja proporcion de semillas germinadas es debido a que presentan un tipo de
latencia combinada provocada por la disminucion de las concentraciones de acido giberélico
(GAGs) durante el periodo de almacenamiento. Rodriguez (1997) cita a Mufioz (1986) para indicar
que cuando la semilla recién ha sido cosechada las cantidades del acido parecen ser las adecuadas,
sin embargo, estas cantidades podrian disminuir en los periodos de almacenamiento, dado esto es
necesario realizar aplicaciones externas de giberelinas para lograr germinar la semilla por lo que
obtener ejemplares de Boldo mediante su propagacion natural es dificultoso y de alta variabilidad

genética.

2.2.2 Propagacion vegetativa

Mayoritariamente la regeneracion natural del Boldo es vegetativa, la cual se presenta de forma
natural en ejemplares longevos o sometidos a catastrofes naturales, o a la tala para el autoconsumo
como lefia y/o carbdn, venta de hojas, asi como también para destinar tierras a la agricultura y/o
al establecimiento de plantaciones forestales (Labbé, 1989; Rodriguez, 1997). El arbol dafiado es

capaz de generar numerosos retofios debido a los lignotuberes presentes en la cepa.

Por su parte, Vogel et al. (2005), establecen la importancia de reproducir vegetativamente el
boldo, para establecer material homogéneo de individuos con caracteristicas deseables como gran

vigorosidad, crecimiento y desarrollo.

Santelices y Bobadilla (1997) experimentaron que la propagacién vegetativa procedente de
rebrotes de tocon de Boldo tomadas durante los primeros dias de septiembre, tras aplicaciones de
concentraciones de 0-20000 ppm de auxinas exdgenas y cama de enraizamiento es posible, sin
embargo, tiene bajos porcentajes de estacas enraizadas que comprenden de 10-15%, no

encontrando diferencias significativas entre diferentes concentraciones de AlIB utilizadas.



Hartmann y Kester (1990) sefialan que, en los casos de especies cuya germinacion es escasa, 0
que presentan largos periodos para este proceso, se prefiere una propagacion asexual mediante
estacas para conseguir individuos juveniles de importancia productiva. Al respecto, Santelices y
Bobadilla (1997) sostienen que el boldo se puede propagar por estacas incluso sin aplicacion de
auxinas; sin embargo, el tiempo de arraigamiento es mas de 6 meses, lo cual sobrepasa el tiempo
maximo de enraizamiento de tres meses de la mayoria de las especies arboreas (Wright, 1964). El
efecto del AIB en dosis de 0,5-2% no fue claro en el enraizamiento y los autores piensan que dosis

mas bajas a las utilizadas por ellos serian mas adecuadas.

2.3 Técnicas para especies dificiles de propagar

La propagacion vegetativa tiene efectos favorables para la reproduccion de una especie que
presenta dificultades de propagacion natural tal y como ocurre con el boldo. Podemos encontrar
diversas técnicas que son aplicadas para poder obtener efectos positivos en esta tarea de propagar
una especie, dentro de las cuales podemos encontrar las técnicas de sombreado, etiolacion,

bandeado y “blanching”.

231 Fisiologia de la etiolacién de tejidos

La etiolacion de los tejidos es una respuesta de desarrollo y crecimiento natural de la planta
cuando ésta crece en carencia de un factor clave como es la luz, ya que la luz juega un rol de fuente
de energia, calor e informacidn, por lo que su crecimiento en su ausencia proporciona cambios a
niveles anatomicos y morfoldgicos tales como alargamiento de tallos, debilitamiento de
membranas Yy paredes celulares tanto en tallos como en hojas. Chory et al. (1989) y Deng et al.
(1991) convienen que la etiolacidn es un proceso en el cual el patrén de desarrollo normal se
encuentra reprimido, lo que indica que se trata de un crecimiento diferente al normalmente
conocido bajo condiciones climaticas y de luz estandar. Segin Bassuk y Maynard (1987) la
etiolacion se refiere al crecimiento de las plantas en ausencia de luz y ademas al crecimiento de
éstas en sombreado intenso, esto causa que ocurra un considerable aumento de la sensibilidad del

tallo a las auxinas, las cuales promueven el crecimiento y desarrollo de raices adventicias.

Maynard y Bassuk (1996) establecen que los grosores de xilema secundario y floema vistos

en un corte transversal de tallo, son inversamente proporcional al potencial de enraizamiento de



una estaca, dado que, si éstos son de menor envergadura, mayor es el porcentaje y grado de
enraizamiento debido a que se presenta una menor resistencia a la emergencia de primordios
radicales que crecen desde el interior del tallo. La exclusion de luz provoca una menor produccion
de lignina, de este modo en lugar de producir lignina los metabolitos fenolicos son aprovechados
para promover la iniciacion de raices (Bassuk y Maynard, 1991). La etiolacion de tejidos incide
en la baja produccién de lignina y baja formacidon de esclereidas, factores que al verse disminuidos
son favorables para el desarrollo de raices adventicias a partir de un tallo, debido a que estas
estructuras son barreras anatémicas para que los primordios radicales emerjan al exterior con
facilidad (Maynard y Bassuk, 1996).

2.3.2 Técnica de “Bandeado”

Al cubrir una planta de hoja caduca en receso con una tela opaca, la cual no permite el paso de
la luz, se deja crecer sus brotes hasta que tengan una longitud de 5-7 cm, luego se procede a cubrir
cada brote con bandas negras autoadhesivas de velcro en su base, la futura base de corte de las
estacas (Hartmann et al., 1997). Posteriormente se retira la tela, aumentando gradualmente el paso
de la luz y se procede a cortar las estacas “bandeadas” justo en la base donde se colocé la banda
adhesiva de velcro. Finalmente, las bandas son retiradas de las estacas y éstas son puestas a

enraizar.

2.3.3 Técnica de “Blanching”

Los investigadores Maynard y Bassuk (1987) se dieron cuenta que no era requisito que algunas
plantas estuvieran cubiertas con una tela sombreadora, la cual no permite el paso de la luz,
bastando solo el bandeado o “Blanching” en una porcion de la planta. La técnica denominada
como “Blanching” ha sido utilizada para referirse a la colocacion de bandas de velcro en tallos de
crecimiento expuestos a la luz (especialmente indicado para plantas de hoja perenne), donde se
busca promover la etiolacion de los tejidos en una porcion determinada del tallo. Este crecimiento
en ausencia de luz limita el desarrollo de esclereidas en la porcion bandeada del tallo,
disminuyendo asi las barreras anatémicas a la emergencia de raices adventicias y favoreciendo la

posterior absorcion de AlIB externo.



1. MATERIALES Y METODOS

3.1 Material vegetal

El material utilizado en este experimento provino de dos individuos diferentes ubicados en la
provincia de Linares, comuna de Villa Alegre. 35°39°19°’S 71°44°23”’W. Las condiciones de
crecimiento de los individuos eran del tipo silvestre, ya que no recibieron ningin tipo de
fertilizacion ni riego. Para la obtencion de las estacas fueron seleccionados 100 brotes de
crecimiento nuevo, color verde claro, pertenecientes al arbol 1 de pleno sol, el dia 9 de octubre
de 2018. Los brotes median entre 4 a 7 cm de largo. En otro individuo (arbol 2 de semi sombra)
se seleccionaron 100 brotes de igual caracteristicas de desarrollo en cuanto a longitud y coloracion
del brote, el dia 30 de octubre de 2018. Ambos arboles utilizados corresponden a especies hembra.
A los brotes de los dos arboles ese dia respectivo se les instalé una banda de velcro de 2 x 3 cm
en la porcién basal del brote, previa remocion de las hojas presentes en esa porcion. Ambos
arboles se encontraban en aparentes sanas condiciones sin presencia de alguna plaga o
enfermedad. Las estacas, al cabo de aproximadamente 5 meses, con fecha 25 de marzo de 2019,
fueron removidas del &rbol para posteriormente trasladarlas a laboratorio en bolsas con humedad
y temperatura fresca, dentro de una hielera para ser procesadas el mismo dia. En todo momento

las estacas fueron humectadas con un aspersor manual para prevenir su deshidratacion.

3.2 Tratamientos

Los tratamientos consistieron en la aplicacion de diferentes concentraciones de &cido indol
butirico (AIB) a la base de la estaca post remocién del velcro e inflorescencias y recorte de una
minima porcién de la base (3-5 mm) por inmersion durante 5 segundos. Los tratamientos fueron
definidos por 3 concentraciones diferentes, sumado a un testigo para los dos individuos con un
total de 160 estacas. Los tratamientos para el arbol 1 fueron: 0 ppm de AIB; 3000 ppm; 5000 ppm
y 7000 ppm. Para el arbol 2 fueron definidos: 0 ppm de AIB; 6000 ppm; 8000 ppm y 10000 ppm.
Estas concentraciones fueron preparadas en el laboratorio a partir de &cido indol butirico (AIB) de
Distribuidora Yates, de una concentracién de 10000 ppm disuelto en solucién hidroalcohdlica,
disolviendo en alcohol isopropilico hasta llegar a la concentracion requerida. Posteriormente se
procedid a trasladar las estacas a la estacion experimental en Panguilemo, a uno de los

invernaderos con cobertura de polietileno que no cuenta con calefaccién ambiental, lugar en donde



se encuentra un sistema de cama con caliente con temperatura basal de 18-22°C y aplicaciones de
riego intermitente, el cual variaba su frecuencia entre 25 y 30 min entre riegos con un tiempo de
8 a 14 segundos de tiempo de riego. La frecuencia variaba segin las condiciones ambientales

dentro del invernadero, controlado por un sistema de riego automatico de marca Mist a matic.

3.3 Mediciones y obtencion de datos

Las mediciones que se realizaron en este experimento fueron andlisis macroscépico de los
distintos tratamientos observando presencia o ausencia de raiz, en caso de existir raiz se esperaba
medir el grado de enraizamiento, aspecto interno y externo de la porcion del tallo tratado
obteniendo muestras de diferentes niveles de desarrollo para luego identificar diferencias a nivel

histoldgico.

Se hicieron mediciones proporcionales de Epidermis + Cortex, Esclerénquima, Floema y
Xilema secundario, respecto al radio de cada tallo. Las mediciones corresponden a 4 tallos
diferentes, los cuales fueron definidos como:

i.  Corresponde a un tallo tomado el dia 25 de marzo de 2019, en donde se analiz6 una
porcion de tallo con y sin bandeado, ademas de no haber sido puestas en cama caliente
ni recibir aplicaciones externas de AlB.

ii.  Muestra tomada el dia 28 de mayo de 2019 perteneciente al arbol 2 en condicion 01-
V, definido como un tallo sin mayores cambios morfoldgicos aparentes tras la
aplicacion de “blanching”, 6000 ppm de AIB y dos meses en cama de enraizamiento.

iii.  Muestra tomada el dia 28 de mayo de 2019 perteneciente al arbol 2 en condicién 02-
H, el cual presenta un engrosamiento en la base tras la aplicacion de “blanching”, 8000
ppm y dos meses en cama de enraizamiento.

iv.  Muestra tomada el dia 28 de mayo de 2019 perteneciente al &rbol 1 en estado 03-N, la
que se identifica con una coloracion basal negra presente tras la aplicacion de

“blanching”, 3000 ppm y dos meses en cama de enraizamiento.

3.4 Anadlisis histolégico en cortes transversales

La preparacién de muestras histoldgicas de cortes transversales de tallo de boldo se realizé en

el Laboratorio de Histopatologia de la Escuela de Medicina de la Universidad de Talca.



El dia 25 de marzo de 2019 fueron seleccionados dos tallos de material sobrante, los cuales no
recibieron ningun tipo de tratamiento posterior al blanching. Estos tallos fueron inmersos en un
liquido fijador vegetal compuesto por 50 ml de Etanol, 5 ml de &cido acético glacial, 10 ml de
formalina y 35 ml de agua destilada (FAA) hasta el dia 30 de mayo.

Con fecha 28 de mayo de 2019 se procedi6 a seleccionar 2 estacas provenientes y
representativas de las 3 condiciones definidas. Las estacas fueron cortadas en porciones de 40-46
mm de tallo para ser inmersas en FAA durante 48 horas, luego las muestras se describieron
macroscopicamente para efectos de orden y reconocimiento. Las pequefias porciones de tallo con
las que se procedi6 a trabajar pasaron por un procesador automatico de tejidos de marca Leica,
modelo TP-1020 en donde las muestras se deshidrataron sumergiendo los tejidos en soluciones de
alcohol desde baja graduacién hasta llegar a un estado absoluto, aclaracion por medio de Xilol
pasando por 3 contenedores y finalmente se sometieron a un proceso de impregnacion en parafina
liquida a 60°C. Después las muestras se llevaron a procesos de inclusion en el cual se confeccionan
bloques de parafina utilizando el equipo llamado centro de inclusién de marca Leica, modelo EG-
1150-H y una placa refrigerada de marca Leica, modelo EG 1150-C, donde se otorga una
orientacion especifica al tejido y se rotula para confeccionar el blogue (taco) con un molde
metalico de un tamafio determinado. Una vez terminado el bloque de parafina se realiz6 una
limpieza del exceso de parafina ya solidificada para poder cortar en el Micr6tomo de rotacion
manual de marca Leica, modelo RM-2235 en donde se obtuvo una fina pelicula de parafina sélida
con la muestra para ser puestas en un bafio de flotacién para cortes histolégicos de marca Leica,
modelo HI-1210, en donde la fina pelicula de parafina flota y se estira para luego ser tomada con
un portaobjeto rotulado previamente. Finalmente, las muestras fueron tefiidas con el colorante azul
de toluidina y posteriormente cubiertas con un cubreobjeto, el que fue adherido con resina sintética

de marca Pertexx, para luego realizar analisis microscopicos.

Las observaciones microscopicas fueron realizadas en el Laboratorio de Sanidad Vegetal de la
Universidad de Talca, utilizando un microscopio marca Motic, modelo BA-310 el cual cuenta con
una camara interna de marca Moticam, modelo 3, propiciando imagenes de alta calidad gracias a

la utilizacién del programa Motic Image Plus 2.0.

Para la medicion de tejidos internos del tallo como xilema secundario, floema secundario,

esclerénguima, epidermis + cértex y diametro del tallo se realizaron varias mediciones con el
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programa Motic Image Plus 2.0, obteniendo rangos en micrémetros (um). Posteriormente para
poder realizar comparaciones entre tallos y sus tejidos se utilizé un promedio entre el rango de

cada una y el radio para poder llevarlo a un nimero porcentual.

3.5 Disefio experimental y analisis estadistico

Las estacas procedentes de cada arbol fueron consideradas como experimentos por separado.
Cada tratamiento consisti6 en la aplicacion de diferentes concentraciones de AIB, en las que por
tratamiento se contd con 20 estacas, separadas en 4 repeticiones de 5 estacas cada una. El disefio
experimental fue un disefio completamente al azar, con un solo factor definido como las diferentes

concentraciones de AIB aplicadas a las estacas, con 4 niveles.

No se aplicd un anélisis estadistico debido a que todos los resultados obtenidos de este

experimento fueron 0, dado que no hubo enraizamiento.

Los valores de mediciones de estructuras internas del tallo no fueron comparadas

estadisticamente debido al bajo nimero de muestras de estacas analizadas.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Se ha reportado que el Boldo es una especie con baja capacidad de enraizamiento. Al aplicar
a estacas de Boldo concentraciones de 0,5-2% de AIB se obtuvieron porcentajes de enraizamiento
que fluctuaron entre 5-15%, y el control sin AIB también arrojo 15% (Santelices y Bobadilla,
1997). En este estudio al cabo de dos meses en cama de enraizamiento no se observo desarrollo
de raiz en ninguna de las estacas extraidas de dos individuos de Boldo en condiciones de habitat
distintas, sometidas al método de bandeado y tratados posteriormente con tratamiento exégeno de
AIB. Este resultado tan diferente al de Santelices y Bobadilla (1997) podria deberse al tiempo que
se mantuvieron las estacas en invernadero, 7 meses en los autores mencionados y dos en nuestro
ensayo. Dado que el enraizamiento del Boldo supera a los 3 meses considerados normales para la
mayoria de las especies lefiosas (Wright, 1964), esta especie debe ser considerada como

recalcitrante al enraizamiento.

Por otra parte, aunque no hubo enraizamiento, fue posible visualizar macroscopicamente
diferencias en las estacas sometidas a distintas concentraciones y de arboles distintos. Asi, se
observaron estacas de color pardo consideradas como vivas 01-V (Fig. 4.1), estacas con la base
del tallo con aumento en su diametro consideradas como engrosadas 02-H (Fig. 4.2) y estacas con
la base del tallo de color negra 03-N (Fig. 4.3). Las estacas del arbol 1 presentaron un 95% de las
estacas en condicién 03-N, en cambio las estacas provenientes del arbol 2 presentaron sélo un
11,25% (cuadro 4.1y 4.2). La explicacion mas probable para estas diferencias podria ser el tiempo
en que estuvieron cubiertas las estacas por un trozo de velcro, el cual crearia microambientes

distintos para ambos arboles ya que el arbol 1 se encontraba a pleno sol y el arbol 2 a semisombra.
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Figura 4.1 Condicién 01-V: Tallo de boldo procedente del arbol 2 al cual se le aplic6 6000 ppm
de AIB, de consistencia normal, presencia y color de hojas caracteristico de la especie, ausencia
de raices adventicias después de 65 dias en cama de enraizamiento.
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Figura 4.2 Condicion 02-H: Tallo de boldo procedente del arbol 2 al cual se le aplicé 8000 ppm
de AIB, con engrosamiento de su parte basal, presencia y color de hojas caracteristico de la
especie, ausencia de raices adventicias después de 65 dias en cama de enraizamiento.
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Figura 4.3 Condicion 03-N: Tallo de boldo procedente del arbol 1 al cual se le aplico 3000 ppm
de AIB, sin cambios morfoldgicos en cuanto a largo y diametro, presencia de coloracion negra en
su parte basal después de 65 dias en cama de enraizamiento.
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Cuadro 4.1 Evaluacion realizada el dia 28 de mayo de 2019 a estacas tomadas de arbol 1, de pleno
sol, situado en la comuna de Villa Alegre, con tratamiento de bandeado aplicado el dia 9 de octubre
de 2018 y posterior aplicacion de soluciones de AIB por 5 segundos, 65 dias después de
establecimiento en cama de enraizamiento.

Concentraciones de AIB aplicadas a las estacas

0 ppm 3000 ppm 5000 ppm 7000 ppm
R1 N N N N
R1 N N N A
R1 N N N N
R1 N \Y N N
R1 N N N N
R2 N N N N
R2 N N N N
R2 N N N N
R2 N N V N
R2 N N N N
R3 N N N N
R3 N N N N
R3 N N N N
R3 N N N N
R3 N N N N
R4 N N N N
R4 N N N N
R4 N N N N
R4 N \ N N
R4 N N N N

N= Tejido en negro la parte basal
V= Tejido en la parte basal Verde
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Cuadro 4.2 Evaluacion realizada el dia 28 de mayo de 2019 a estacas tomadas de arbol 2 de semi
sombra, situado en la comuna de Villa Alegre, con tratamiento de bandeado aplicado el dia 30 de
octubre de 2018 y posterior aplicacion de soluciones de AIB por 5 segundos, 65 dias después de
establecimiento en cama de enraizamiento.

Concentraciones de AIB aplicadas a las estacas

0 ppm 6000 ppm 8000 ppm 10000 ppm
R1 N Y V \%
R1 \ Y Y \%
R1 \ Y N \%
R1 \% N Vv \%
R1 \ Y N \%
R2 \% Y Y H
R2 \ Y Vv \%
R2 \% Y H \%
R2 \ Y, Y \%
R2 N Y Vv \
R3 Y Y, Y \%
R3 Y H Vv \
R3 N Y, Y \%
R3 Y N Vv \
R3 \% Y Vv \%
R4 \% Y Y, \%
R4 \% Y H \%
R4 N Y Y, N
R4 \% Y Vv \%
R4 \% Y Y, \%

N= Tejido necroético en la parte basal del tallo
V= Tejido verde en la parte basal del tallo
H= Tejido engrosado en la parte basal del tallo
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A nivel microscoépico, los tallos de las estacas presentaron diferencias anatomicas en las tres
condiciones definidas anteriormente. Estas diferencias fueron comparadas con porciones de tallo
del &rea con y sin bandeado procedente de estacas sobrantes del experimento que no contaba con
ningln tipo de tratamiento, pertenecientes al rbol 2, las cuales fueron usadas como testigo.

La figura 4.4.A muestra un corte transversal de tallo de una estaca bandeada, que de afuera
hacia adentro presenta una epidermis uniestratificada con pelos glandulares y tectores estrellados,
un coértex bien desarrollado donde se observan masas de células blanquecinas bajo la epidermis y
celulas secretoras esféricas con contenido claro, el floema secundario esta rodeado por una banda
mas o menos continua de esclerénquima y el xilema secundario ocupa una parte importante del
tallo. La porcion de tallo no bandeada considerada como testigo sigue el mismo patrén histolégico
descrito para la porcion bandeada (Fig 4.4.B). Sin embargo, el grosor del tejido vascular aumento
en la parte del tallo bandeada, lo mismo que la epidermis + cértex, en cambio, el crecimiento de
la banda de esclerénquima perifloematica fue poco notorio con relacion a la porcion de tallo no
bandeada (Cuadro 4.3).

Figura 4.4 Cortes trasversales de tallo de Boldo tomadas el 25 de marzo de 2019, pertenecientes
al arbol 2. A: porcion de tallo bandeada y B: porcion de tallo sin bandeado. P: Epidermis + Cértex;
E: Esclerénquima perifloematico; F: Floema secundario; Xs: Xilema secundario.
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Cuadro 4.3 Comparacién anatémica entre porcion de tallo bandeado y no bandeado de estacas de
Boldo, tomadas el 25 de marzo de 2019, sin aplicacion de AIB ni cama de enraizamiento.

Tallo con bandeado Tallo sin bandeado
Grosor Grosor Diferencia*

Tejidos pMm % pum % %
Xilema secundario 100-220 26,06 85-210 16,26 9,79
Floema 26-40 5,37 18-35 2,97 2,41
Esclerénquima 17-30 3,91 23-44 3,74 0,17
Epidermis + Cértex 88-106 15,80 85-145 12,64 3,16

Radio de tallo 583-644 - 893-927 - -

*Diferencia entre valores de grosor de tejidos de estacas tomadas el 25 de marzo de 2019 con y sin bandeado,
sin aplicacion de AIB y sin estadia en cama de enraizamiento.

La figura 4.5A representa a un tallo de boldo bandeado tratado con AIB. se observa que su
micro-morfologia sigue el mismo patrén de un tallo bandeado, sin AIB ni cama de enraizamiento
(Fig. 4.4A), pero existe una leve disminucion del grosor del xilema secundario y de la banda de
esclerénquima perifloematica y un leve crecimiento del floema y de la epidermis + cértex (cuadro
4.4M).

Maynard y Bassuk (1996) tras la aplicacion de bandeado y etiolacién de tejidos y posterior

aplicacion de AIB comercial, observaron que a menor desarrollo de xilema secundario y floema

se produce un mayor porcentaje de enraizamiento.
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Figura 4.5 Cortes trasversales de tallo de Boldo tomadas el 25 de marzo de 2019 e
tallo bandeada , con aplicacion de 6000 ppm en condicién 01-V; B: porcion tallo bandeada, con
aplicacion de 8000 ppm en condicion 02-H; C: porcion de tallo bandeada, con aplicacién de 3000
ppm en condicién 03-N. P: Epidermis + Cortex; E: Esclerénquima; F: Floema; Xs: Xilema
secundario; NTV: Nuevo tejido vascular.
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La muestra de la condicion 01-V (Figura 4.5 A) fue comparada estructuralmente con las
imagenes proporcionadas desde el corte de tallo que no recibié tratamientos posteriores al
blanching (Figura 4.4 A), en donde se puede observar un menor grosor de xilema secundario y
esclerénquima con una diferencia porcentual de -1,61% y -1,39% respectivamente (Cuadro 4.4
A). Por otra parte, la comparacion de porcentajes de grosor de los tejidos de la muestra en
condicion 01-V respecto al tallo tomado el 25 de marzo de 2019, presenté un menor desarrollo en
porcentaje del xilema secundario y floema con un aumento de 8,2% y 4,3%, respectivamente
(Cuadro 4.4 B). Sin embargo, no se observan signos de iniciacion de raices adventicias para esta
condicion (01-V).

Cuadro 4.3 A Comparacion del grosor de tejidos entre tallo tomado el 25 de marzo 2019 y que
recibi6 bandeado sin aplicacion de AIB ni cama de enraizamiento, respecto a un tallo tomado el
dia 28 de mayo de 2019 con aplicacion externa de AlB, bandeado y dos meses en cama de
enraizamiento en condicion 01-V.

Tallo con bandeado Tallo en condicion 01-V
Grosor Grosor Diferencia*
Tejidos pum % um % %
Xilema secundario 100-220 26,06 270-370 24,45 -1,61
Floema 26-40 5,37 80-110 7,26 1,88
Esclerénquima 17-30 3,91 25-40 2,52 -1,39
Epidermis + Cdrtex 88-106 15,80 156-320 18,18 2,38
Radio de tallo 583-644 - 1232-1386 - -

*Diferencia entre valores de grosor de tejidos de estacas con bandeado sin aplicacién de AIB y sin estadia
en cama de enraizamiento, y valores de estructuras de estacas con aplicacion de 6000 ppm de AIB, al cabo
de 2 meses de haber sido puestas a enraizar.

Cuadro 4.4 B Comparacién del grosor de tejidos entre tallo tomado el 25 de marzo 2019 gue no
recibié bandeado ni aplicacién de AIB, ni cama de enraizamiento, respecto a un tallo tomado el
dia 28 de mayo de 2019 con aplicacion externa de AIB, bandeado y dos meses en cama de
enraizamiento en condicion 01-V.

Tallo sin bandeado Tallo en condicién 01-V
Grosor Grosor Diferencia*

Tejidos pm % pm % %
Xilema secundario 85-210 16,26 270-370 24,45 8,18
Floema 18-35 2,97 80-110 7,26 4,29
Esclerénquima 23-44 3,74 25-40 2,60 -1,14
Epidermis + Cortex 85-145 12,64 156-320 8,79 -3,85

Radio de tallo 893-927 - 1232-1386 - -

*Diferencia entre valores de grosor de tejidos de estacas sin bandeado, sin aplicacion de AIB y sin estadia
en cama de enraizamiento, y valores de estructuras de estacas con aplicacion de 6000 ppm de AIB, al cabo
de 2 meses de haber sido puestas a enraizar.
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En la condicion definida como 02-H, es posible observar un menor crecimiento del porcentaje
del grosor de xilema secundario con 10 puntos porcentuales respecto al tallo que no fue sometido
a aplicaciones exdgenas de AIB (Cuadro 4.5 A). Esto podria ser considerado como favorable en
cuanto al desarrollo de raices adventicias, ya que, como lo experimentaron Maynard y Bassuk
(1996) en Carpinus betulus, un menor desarrollo de xilema secundario y floema favorecid el
porcentaje de enraizamiento de estacas lefiosas en esa especie. Por otra parte, se observa el
desarrollo de nuevo tejido vascular tanto de floema como xilema secundario pero de células mas

alargadas y paredes menos engrosadas (Fig. 4.5 B).

Cuadro 4.5 A Comparacion del grosor de tejidos entre tallo tomado el 25 de marzo 2019 y que
recibio bandeado sin aplicacion de AIB ni cama de enraizamiento, respecto a un tallo tomado el
dia 28 de mayo de 2019 con aplicacion externa de AlB, bandeado y dos meses en cama de
enraizamiento en condicion 02-H.

Tallo con bandeado Tallo en condicion 02-H
Grosor Grosor diferencia

Tejido rango um % rango pm % % *
Xilema secundario 100-220 26,06 171-284 16,1 -10,0
Floema 26-40 5,37 46-72 4,2 -1,2

Nuevo tejido vascular - - 250-340 20,8 -
Esclerénquima 17-30 3,91 35-58 3,3 -0,6
Epidermis + Cortex 88-106 15,80 117-173 10 -5,6

Radio de tallo 583-644 - 1393-1447 - -

*Diferencia entre valores de grosor de tejidos de estacas con bandeado sin aplicacién de AIB y sin estadia
en cama de enraizamiento, y valores de estructuras de estacas con aplicacion de 8000 ppm de AlIB, al cabo
de 2 meses de haber sido puestas a enraizar.

Cuadro 4.5 B Comparacién del grosor de tejidos entre tallo tomado el 25 de marzo 2019 gue no
recibié bandeado ni aplicacién de AIB, ni cama de enraizamiento, respecto a un tallo tomado el
dia 28 de mayo de 2019 con aplicacion externa de AIB, bandeado y dos meses en cama de
enraizamiento en condicion 02-H.

Tallo sin bandeado Tallo en condicion 02-H
Grosor Grosor Diferencia*

Tejidos pm % pHm % %
Xilema secundario 85-210 16,26 171-284 16,1 -0,21
Floema 18-35 2,97 46-72 4,2 1,19
Esclerénquima 23-44 3,74 35-58 3,3 -0,43
Epidermis + Cortex 85-145 12,64 117-173 10 -2,43

Radio de tallo 893-927 - 1393-1447 - -

*Diferencia entre valores de grosor de tejidos de estacas sin bandeado sin aplicacion de AIB y sin estadia
en cama de enraizamiento, y valores de estructuras de estacas con aplicacion de 8000 ppm de AlB, al cabo
de 2 meses de haber sido puestas a enraizar.
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En la condicion 03-N que fue definida como tallo con base de coloracion negra, se pueden
observar células amorfas en el perimetro, lo cual puede ser un efecto en técnica. Histolégicamente
este tallo tuvo una disminucion en cuanto al desarrollo de sus estructuras respecto al tallo que no
se le aplicd AIB ni estuvo en cama de enraizamiento, por lo que podria ser indicador de que el
bandeado si hizo efecto, ya que al igual que Maynard y Bassuk (1996) observaron un desarrollo
limitado de haces conductores del tallo. El efecto del blanching caus6 una disminucion porcentual
de 4,45 en xilema secundario, y de 1,51 en floema (Cuadro 4.6 A). Por su parte el grosor de la
epidermis + cortex aumentd por el tiempo que se le otorgd temperatura y riego intermitente en

cama de enraizamiento, permitiendo asi su desarrollo.

Cuadro 4.6 A Comparacion del area de desarrollo de tejidos entre tallo tomado el 25 de marzo
2019 y que recibi6 bandeado sin aplicacion de AIB ni cama de enraizamiento, respecto a un tallo
tomado el dia 28 de mayo de 2019 con aplicacion externa de AlB, bandeado y dos meses en cama
de enraizamiento en estado 03-N.

Tallo con bandeado Tallo en condicién 03-N

Grosor Grosor Diferencia*
Tejidos pum % um % %
Xilema secundario 100-220 26,06 195-330 21,61 -4,45
Floema 26-40 5,37 35-59 3,86 -1,51
Esclerénquima 17-30 3,91 26-60 3,53 -0,38
Epidermis + Cortex 88-106 15,80 154-270 17,42 1,62
Radio de tallo 583-644 - 1194-1239 - -

*Diferencia entre valores de grosor de tejidos de estacas con bandeado sin aplicacién de AIB y sin estadia
en cama de enraizamiento, y valores de estructuras de estacas con aplicacion de 3000 ppm de AlB, al cabo
de 2 meses de haber sido puestas a enraizar.

Cuadro 4.6 B Comparacion entre desarrollo de tejidos entre tallo tomado el 25 de marzo 2019
que no recibié bandeado ni aplicacion de AIB, ni cama de enraizamiento, respecto a un tallo
tomado el dia 28 de mayo de 2019 con aplicacion externa de AlIB, bandeado y dos meses en cama
de enraizamiento en estado 03-N.

Tallo sin bandeado Tallo en condicion 03-N
Grosor Grosor Diferencia*
Tejidos pm % pm % %
Xilema secundario 85-210 16,26 195-330 21,61 5,35
Floema 18-35 2,97 35-59 3,86 0,89
Esclerénquima 23-44 3,74 26-60 3,53 -0,20
Epidermis + Cortex 85-145 12,64 154-270 17,42 4,78
Radio de tallo 893-927 - 1194-1239 - -

*Diferencia entre valores de grosor de tejidos de estacas sin bandeado sin aplicacion de AIB y sin estadia
en cama de enraizamiento, y valores de estructuras de estacas con aplicacion de 3000 ppm de AlB, al cabo
de 2 meses de haber sido puestas a enraizar.
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Es posible realizar una estimacion de que las estacas que presentaron la condicion 02-H,
podrian ser potencialmente estacas que tendran éxito, ya que presentan una disminucién de xilema
secundario y floema, tal y como le ocurrié a Maynard y Bassuk (1996) cuando analizaron los
componentes estructurales de tallo de Carpinus betulus que tienen relacion directa con el
desarrollo de raices adventicias, en donde establecieron que a menor desarrollo de xilema
secundario y floema, aumentan los niveles y grado de enraizamiento. Los tallos excluidos de la
luz debieron provocar una menor produccion de lignina 'y en su lugar, los metabolitos secundarios

ser aprovechados para la iniciacion de desarrollo radical (Maynard y Bassuk, 1991).

Es recomendable que para repetir este estudio y obtener posibles resultados positivos, seria
necesario contar con plantas madre que no se encuentren bajo estrés hidrico, y tal vez que cuenten
con niveles de radiacion adecuados. Sin embargo, también se recomienda realizar otro cambio:

probar con 2, 3 y 4 meses de bandeado de las estacas.

Luego de haberse cumplido 4 meses desde que fueron instaladas las estacas en la cama de
enraizamiento, con fecha 25 de julio de 2019 (datos no presentados) se logré observar que un alto
porcentaje de las estacas presentaba engrosamiento en su parte basal y en algunos casos contaba
con la presencia de callo. Del total de las estacas observadas (157) fue posible encontrar una con
el desarrollo de raicilla emergente, la cual pertenecia al arbol 2 y tratamiento de 6000 ppm de AlB;
teniendo en cuenta esto, es posible que el enraizamiento de estacas de boldo tratadas con la
aplicacion de la técnica blanching y tras la posterior aplicacion de AIB, requiera mayor tiempo en
cama de enraizamiento, por lo que se puede concluir que el tiempo de estudio de este trabajo no
fue suficiente, ya que se realizaron mediciones a los dos meses en este sistema de cama de

enraizamiento.
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V. CONCLUSIONES

En estacas de boldo, bajo las condiciones del experimento la efectividad de la técnica conocida
como “Blanching” aplicada por 5 meses, posterior a ello, 2 meses en cama de enraizamiento no

presentd enraizamiento.

Dado que los resultados fueron nulos en cuanto al porcentaje de estacas enraizadas, no fue

posible evaluar el efecto de las distintas concentraciones de AlB.

Histoldgicamente no se observo ni iniciacion ni desarrollo de raices adventicias, sin embargo,
de los analisis realizados a ese nivel fue posible determinar que los tejidos etiolados, bajo las
bandas de velcro, tuvieron un menor grosor y paredes mas delgadas identificadas por la coloracion
de la tincion en estructuras como xilema secundario, floema, esclerénquima y epidermis + cortex

en comparacion a los tejidos que no se les aplicé bandeado.
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