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I. ANTECEDENTES GENERALES

» Codigo: PYT-2009-0144

Nombre del Proyecto: “UTILIZACION DE HERRAMIENTAS BIOTECNOLOGICAS

PARA LA PRODUCCION CLONAL DE NOGALES”

Regidén o Regiones de Ejecucion: Regién del Maule

Agente Ejecutor: Sociedad Agricola Pehuén de Curicé Ltda. (Viverosur)

Agente(s) Asociado(s):

Coordinador del Proyecto: Alejandro Navarro Diaz (Coordinador principal); Ximena

Fernandez Duran (Coordinador alterno)

Costo Total: Programado; Real

e Aporte del FIA (en pesos; porcentaje del costo total): Programado;
Real

o Periodo de Ejecucion: 1 de abril 2009 al 31 de marzo 2014 (Programado y Real)

II. RESUMEN EJECUTIVO

El presente proyecto se realizd entre los afios 2009 a inicios de 2014 con la finalidad
de producir plantas cionales de nogal, inicialmente variedades, pero finalmente
reprogramadeo para produdir y vender portainjertos clonales de variedad Viach. Este
protainjerto se convirtid en nuestro interés debido a sus aptitudes de homogeneizar el
cultivo del nogal en campo y aumentar rendimientos y viabilidad del huerto debido a
su tolerancia a la infeccién por phytophtora 0 a nematodos del suelo.

Al no estar presente en nuestro pais, este material fue importado con éxito durante
estas anes, fue establecide y multiplicado in vitro, alcanzando un volumen de plantas
de importancia. Para ello logramos generar protocolos que han quedado dentro
nuestros procesos productivos de laboratorio. Luego de superadas estas etapas, al
momento de evaluar y obtener una eficaz técnica de enraizamiento y aclimatacién de
la planta terminada en contenedor, los resultados al término del proyecto no han sido
favorables, sin poder superar principalmente los obstaculos de prendimiento del
material en el sustrato en invernadero. Se ensayaron diversas dosis hormonales,
medios y sustratos, los cuales no han dado los resuitados esperados.
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1. Objetivos del Proyecto:
¢ Lograr la metodologia necesaria y efectiva para la introduccién de material de
campo a cultivo in vitro, lo cual fue especialmente utilizado en las primeras

etapas del prayecto para obtener una base de material vitro de nogal variedad
Hayward. En el caso de porfainjertos variedad Viach, esta base inicial de
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material fue satisfactoriamente importado y liberado de cuarentena in vitro en
los plazos correspondientes.

« Incorporar a nuestro laboratorio de propagacién in vitro una tecnologia y sus
respectivos procedimientos para la multiplicacion de material de nogal, variedad
Hayward y portainjertos variedad Vlach. Esto fue logrado a cabalidad a fines de
este proyecto, luego del ensayo y modificaciones a multiples recetas de medios
de cultivo y técnicas de micropropagacion.

e No ha sido posible lograr una metodologia efectiva para las etapas de
enraizamiento y, por lo tanto, posterior aclimatacidén de plantas in vitro, pese a
tener toda la infraestructura, insumos y equipo humano necesarios como para
lograr estas etapas tan relevantes y dificiles particularmente en la especie nogal
como explantes in vitro.

» Debido a lo anterior, no se logrd presentar al mercado en el tiempo propuesto
este nuevo producto chileno que sera el portainjerto clonal de nogal variedad
Viach, no obstante, los ensayos contintian vigentes en nuestro Vivero.

« La produccién y venta real de portainjertos variedad Viach sera llevada a cabo
una vez se logre establecer dentro de nuestros protocolos una técnica efectiva
de enraizamiento y aclimatacion de nogal generado in vitro.

2. Metodologia del Proyecto:

Para el desarrollo del proyecto se dividieron las actividades originalmente en 4
etapas, secuenciales y cada una dependiente de los resultados obtenidos en el
desarrollo de la etapa anterior. Las etapas se engloban en:

1. Establecimiento del material.

Para el caso de las variedades de nogal, por ejemplo Chandler, Serr,
Hayward, se colecté material juvenil de brotaciones de temporada en
campo. Luego este material pasé por un proceso de deshoje vy
estaquillado para crear estacas de 3 com aproximadamente y que
contengan 1 yema cada una. Luego, estas estaquillas se desinfectaron
de posibles agentes contaminantes de campo, como agentes fisicos y
bioldgicos, sean polvo, hongos y bacterias; para ello se utilizd diversos
insumos y reactivos como: detergente, bactericida, hipociorito de sodio y
agua esterilizada, segtn protocolo expuesto en el Anexo 1.

Una vez pasado el proceso de desinfeccion, el material ingresé a camara
de flujo laminar, en donde la operaria dentro de un ambiente estéril
introduce cada una de las estaquillas con su respectiva yema a un
contenedor con medio de cultivo DKW + 0,1 mg/L de IBA + 1 mg/L BAP.
Una de las problematicas a enfrentar es que las estaquilias de nogal
tienden a la produccidn de fenoles, que son compuestos oxidativos que
genera el tejido vegetal como respuesta defensiva frente a estos cortes y



exposicion a reactivos que ha tenido el material. Por ello, y de manera
de ir “lavando” el material introducido de estos compuestos fendlicos, es
que las yemas son trabajadas en cdmara de flujo laminar para hacerles
un cambio de medio hacia en frascos nuevos a las 24, 48 y 72 horas
desde su introduccién a laboratorio.

Dentro de un periodo de un mes el material introducido de nogal mostré
signos de brotacidn, aunque a un porcentaje mucho menor del esperado.
Las yemas que si generaron brotes juveniles fueron rescatadas, es decir,
en camara, la operaria retira la yema del frasco, y corta el nuevo brote
desde su base, para colocar este material en un frasco nuevo, con medio
de cultivo fresco y estéril.

Todo el procedimiento anteriormente descrito no generd los resultados
totalmente esperados, por tanto, y frente al cambio de perspectiva en el
proyecto, 1o que llevd a emitir una solicitud de reprogramacidn, nuestras
actividades se enfocaron en trabajar material de portainjertos de nogal,
principalmente la variedad Viach. Para el establecimiento de este
material no se realizaron introducciones de campo, sino que
establecimos contactos con proveedores estadounidenses, privados y de
universidades, teniendo finalmente proveedores directos de material ya
establecido in vitro. Se importaron durante el afio 2012 y 2013 los
siguientes lotes de material Vlach:

Codigo de Plantas Afio de la
ingreso |importadas Origen cuarentena
VL 003 003 123 Estados Unidos | 2012 - 2013
CDA 0064 962 58 - Estados Unidos | 2612 - 2013
VL 005 707 340 Estados Unidos 2013
VL 001 981 711 Estados Unidos | 2013

El material llegé de manera general en buenas condiciones sanitarias,
todos en contenedores plasticos en su medio de cultivo. Sin embargo, se
observg evidentemente una diferencia en el desarrollo posterior de cada
uno de los lotes, siendo el lote VL 001 981 el que contenia los explantes
con mejor desarrollo y crecimiento in vitro.



El procedimiento fue recibir el material in vitro desde el extranjero, bajo
inspeccién del Servicio Agricola y Ganadero, e ingresario a laboratorio a
un estado de cuarentena, periodo dentro del cual el material puede ser
trabajada y multiplicado, pero siempre bajo autorizacion e inspeccién de
agentes del SAG. Dentro de este periodo el material fue muestreado y
testeado para analizar contra virosis y patégenos cuarentenarios. Una
vez teniendo los resultados de que el material estaba libre de patdgenas,
el SAG liberé cada una de las cuarentenas, pasando entonces el material
por este otro tipo de establecimiento y asi fue posible ingresar los
nogales Viach a nuestros programas de micropropagacion.

. Micropropagacion

Para la propagacion del material de nogal in vitro durante estos afios de
proyecto se ensayaron diversas férmulas y recetas conformadas por
diferentes mezclas de reactivos.

En las primeras oportunidades el material no presentaba un crecimiento
sano ni elongaba lo suficiente como para multiplicar el material. Siempre
la base del medio de cultivo se mantuvo en el medio DKW, sobre el cual
se realizaron diversas modificaciones principaimente en cuanto a
aumento o disminucion en la concentracion de ciertos componentes
reactives, o a la adiddn o supresion de algunos reguladores del
crecimiento.

Finalmente, el medio que generd las mejores muestras de crecimiento
en los explantes fue el medio DKW modificado que se describe en el
Anexo 2.

No cbstante, es de considerar de importancia también la técnica de
micropropagacion. Es decir, fue fundamental para nosotros comenzar por
instruir a un par de operarias en la correcta manipulacién del materiai en
camara de propagacion. El material, luego de ser clasificado en la sala de
crecimiento en cuanto a su condicidon sanitaria, principalmente por
presencia de bacterias contaminantes, fue entregado a la operaria. Ella,
en camara de flujo laminar, abre el pote y extrae el material con pinzas
estériles, para depositario en un papel estéril. El explante consiste en un
crecimiento de un eje, con 3-5 hojas, dependiendo de la altura que haya
alcanzado. La operaria extrae las hojas del explante y lo troza en
secciones menores de crecimiento gue contengan 2 yemas por corie.
Luego de los cortes de multiplicacién, todas las secciones, incluyendo las
secciones apicales, son plantadas en un nuevo medio de cultivo,
separadas en categoria segliin origen del corte: base, medio o apice del
explante madre.

El material una vez muitiplicado, es puesto en ia sala de crecimiento del
laboratorio a una temperatura constante de 21°C y un fotoperiodo de 16
hrs luz v 8 horas de oscuridad. Luego de 30 dias de crecimiento, el



material es vuelto a muitiplicar, en caso de explantes de 3-5 hojas de
altura, o es cambiado de medio a uno frasco nuevo, en caso de
explantes de menor altura, para que continle su crecimiento.

El nogal en si tiene la problematica como cultivo in vitro de ser una
especie de muy lento crecimiento, por lo que la propagacién in vitro una
vez estable solo logra alcanzar una tasa 2 de muitiplicacion, maximo 2,5.
Es decir, de un explante inicial se obtuvieron 2 ¢ 2,5 finales, teniendo
lapsos de un mes entre multiplicaciones, es por esto que la propagacién
vitro del nogal conlleva bastante tiempo y meticulosidad en lo que
respecta para crear grandes volimenes de material comercial.

3. Induccion al enraizamiento

El material de portainjertos de nogal variedad Viach que fue finaimente
importado, pasd por cuarentena, fue liberado, y se propagd en
laboratorio, para finales del afio 2013 llegd a alcanzar una cantidad de
44.0600 explantes vitro en laboratorio ubicado en Casablanca, V region.
Para diciembre 2013 realizamos un viaje a Casablanca con el fin de
retirar unos 20.000 explantes in vitro de nogal Vlach, de calidad sanitaria
y vegetativa, los cuales ingresaron sin problemas a nuestras salas de
crecimiento del laboratorio en Viverosur Teno.

Fotografia: Ingreso de plantas vitro de nogales Vlach a laboratorio de
Viverosur en Teno, Diciembre 2013.
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Tabla: Ingreso de plantas vitro de nogales Viach a laboratorio de
Viverosur en Teno, Diciembre 2013.

Cantidad Cant
__Fecha potes Plantas | Categoria
09-dic-2013 1.404 13.528 A
09-dic-2013 468 4,952 B
09-dic-2013 221 1.768 C
20.248

Una vez llegado el material, éste fue clasificado segtn su altura, siendo
los materiales de mayor tamafo, de 3 — 5 hojas, ingresados como
categoria A; los potes que contenian explantes uniformes de 1-3 hojas
de altura, fueron clasificados como categoria C, y aquellos potes con
plantas desuniformes y altura variable fueron destinados a categoria B.
Para la categoria A en su totalidad, y para aquellos explantes mas altos
de la categoria B, se prepardé un medio de cultivo especial, para inducir a
la formacidn de raices. Este medio, que contiene mayor concentracién de
reguladores Auxina (IBA) en comparacion al medio de propagacién, se
utilizéd en las plantas mas grandes de nogal Viach para estimular a ia
base del tejido vegetal a diferenciarse en raices, pero sin llegar a
emitirlas. Esto se realizd tomando las plantas vitro de nogal de 4 o més
centimetros de altura, a las cuales las operarias les quitaron la base o
callo, cortaron sus hojas dejando la mitad del drea foliar y las plantaron
en este medio de cultivo de induccidn. Se expuso ios explantes a
diversos tratamientos, los cuales variaron en cuanto a concentracion de
hormona IBA (4cido indolbutirico) y tiempos de exposicion (dias en el
medio de cultivo y en oscuridad). Los diferentes tratamientos se exponen
en el apartado 4 Plantacién y Enraizamiento.

En cuanto a las plantas de nogal Vlach que no alcanzaron la altura
necesaria como para ingresar a induccién, generadas de los potes de
categoria B y categoria C, éstas fueron ingresadas por las operarias a
medio de multiplicacién para continuar con su elongacion esperando
alcanzar la altura necesaria para inducirias a enraizamiento en el
sigulente repigue.

4. Plantacion y enraizamiento

4.1. Plantacion y enraizamiento ex vitro
Tal como se mencioné en el apartado anterior, las plantas de nogal Viach
pasarcn por un periodo de induccidn al enraizamiento en distintos



tratamientos, gue abarcaron 5 concentraciones distintas de hormona IBA
y 5 periodos distintos de exposicién a esta hormona.

Luego, los potes con las plantas vitro fueron sacados de laboratorio y las
plantas de nogal fueron cosechadas y plantadas entre los dias 23 y 28 de
diciembre 2013, tal y como se detalla en ia siguiente tabla:

Fecha de IBA Dias
plantacién |Variedad | Plantas | (mg/L) | Exposicion | Contenedor
23-12-2013 | V0981 152 3 7 250 ¢cc
23-12-2013 | V1981 448 6 7 250 cc
23-12-2013 | Vi981 544 i2 5 250 cc
23-12-2013 | VL981 1.992 20 5 250 cc
23-12-2013 | VL981 720 40 5 250 cc
26-12-2013 | Vi981 3.726 40 7 250 cc
27-12-2013 | V1981 648 | 12 11 - 250 ¢cc
27-12-2013 | Vi981 3.186 20 8 250 cc
27-12-2013 | VL981 1.620 40 8 250 cc
28-12-2013 | VL981 334 12 9 250 cc
28-12-2013 | V1981 1.202 20 9 250 ¢c
FOTAL: | 14,572

Las casi 14.500 plantas de nogal fueron sacadas del medio de cultivo, se
les repaso el corte de la base con bisturi y se plantaron en contenedores
plasticos individuales de 250 cc. Fue importante evitar la deshidratacién
del material en el mesdn de trabajo, por lo que las trabajadoras debieron
asperjar e material salido de vitro con agua en todo momento.
Los contenedores fueron rellenados con una mezcla de sustrato Gnica y
estéril que contenia > medida de turba kekilla y ¥> medida de perlita,
con el fin de otorgar una aireacidn y percolacidon adecuada del sustrato,
ademas de una acidez tendiente al pH neutro.
Ademas, se ensays la plantacidn de los nogales en otras mezclas de
sustratos, los que incluian:

e 1/3 de turba kekilla + 1/3 de perlita + 1/3 de capotillo de arroz

o 1/3 de turba kekilla + 1/3 de arena + 1/3 de acicula de pino

compostada

Los nogales Viach una vez plantados en los contenedores fueron
ingresados 2 cajas plasticas transparentes, cerradas, con el fin de
mantenerios en un ambiente con alta humedad relativa, evitando un
estrés por deshidratacién. A su vez, estas cajas plasticas fueron
ingresadas a los minitineles de enraizamiento de nuestro invernadero
especializado en esta etapa. Estos mesones al estar cubiertos de pidstico
y sellados herméticamente, permitieron mantener una temperatura



éptima de enraizamiento vy a {a vez evitar una pérdida de humedad
ambiente.

Las plantas de nogal se mantuvieron durante la primera semana en un
ambiente de ahogo, es decir alta humedad relativa llegando casi al
100%. A partir de la segunda semana, tanto los minitiineles como las
cajas plasticas fueron abiertas durante las menores horas de
temperatura del dia (generalmente en primeras horas de la mafiana)
para comenzar a forzar una disminucion gradual de la humedad relativa
ambiente, bajando a 80%, 70% y finalmente al 60%.

Se procuré evitar el encharcamiento y el exceso de humedad en el
sustrato, ya que las plantas de nogal necesitan una buena aireacién para
generar raices. Para ello, en las primeras semanas no se regaron las
plantas, sino que se utilizd la aplicacion de humedad mediante un
sistema de agua a alta presion gue genera gotas muy finas, solamente
en casc que fuese necesario aportar a la humedad ambiente que
rodeaba las plantas y evitar estrés por transpiracién.

Teniendo en consideracidon el ambiente de ahogo al que debian estar
expuestas las plantas en enraizamiento, junto con altas temperaturas,
era muy probable la aparicidén de hongos y bacterias. Por lo tanto, desde
la plantacidn se realizd un programa preventivo de aplicacion de
fungicidas, lo que incluyd la aplicacidn de una mezcda de fungicida
preventivo Tebuconazol + el fungicida curativo Captan.

4.2. Plantacién y enraizamiento in vitro.

Con la finalidad de evaluar la emisidén de raices de plantas de nogales
inducidas perc ahora en condiciones in vitro, el dia 20 de diciembre de
2013 se realizd un medio enraizamiento formulado segin los siguientes

componentes:
Receta Ensayo realizado
Litros de | Evaluacibn de la fuente
Componente | Dosis o cantidad medio de carbohidratos Vermiculita
concentraciones
Medio base MS | diluidas al 25% 3 | de medio con +2,51t
Glucosa o as Glucosa vermiculita
Aztcar 30 gr/L y
Agar 5gr/L 1,5 L de medio con +1,2 1t
pH 6 Azicar vermiculita
* sin hormonas
I Vermiculita £363,4 mb/Lt medio enraizamiento }

Esta mezcla de medio de cultivo estéril con agar + vermiculita se envasé
en laboratorio en potes plasticos (a 200 cc / pote), los mismos utilizados



para la propagacion in vitro del nogal. Bajo camara de flujo laminar, las
operarias cosecharon plantas salidas de induccién y realizaron Ila
plantacion de éstas en este medio de enraizamiento in vitro, con un
promedio de 8 plantas por pote.

Cabe destacar que este medio de enraizamiento in vitro no contuvo
hormonas debido a que su funcionalidad se centra en otorgar soporte y
aireacién, dado principalmente por la vermiculita, y nutrientes, dado por
el medio base MS, a la planta de nogal con raices en formacion.

Se evaluaron dos fuentes de carbohidratos debido a que la receta
original indicaba la glucosa como componente, pero es de comdn usc en
nuestro laboratorio el azlicar (sacarosa) como fuente de energia.

IBA Dias
fecha Variedad | Plantas | (mg/l) | Exposicion Formato
21-12-2013 ¢ Vi981 120 3 5 pote medio + vermiculita
21-12-2013| VL981 120 6 5 pote medio + vermiculita
21-12-2013 | VL1981 152 12 5 pote medio + vermiculita
392

3. Actividades del Proyecto:

Etapa N°: 1
Nombre etapa: Establecimiento
Descripcion: también llamada de introduccion. En esta etapa se debe determinar el
agente antioxidante y la dosis necesaria que se debe colocar al medio de cultivo de
propagacion a objeto de evitar la oxidacién durante el cultivo de tejidos a partir de
yemas subapicales.
Actividades de la propuesta original:
+ Ensayos de desinfeccion
= Ensayos de medio cultivo + antioxidantes
» Ensayos de tiempo de cultivo + condiciones de cultivo
Actividades del programa real:
o Ensayos de desinfeccidon en material de temporada de variedades
comerciales de nogal, Serr, Chandler, Howard.
s Ensayos de medios de cultivo y antioxidantes en material de temporada de
variedades comerciales de nogal, Serr, Chandler, Howard.
e Ensayos de tiempo y condiciones de cultivo en material de temporada de
variedades comerciales de nogal, Serr, Chandler, Howard.
» Con la reprogramacion, a esta primera etapa de establecimiento de material
vitro se aflade y realiza la actividad de importacidn de material in vitro de
portainjertos de nogal variedad Viach, desde Estados Unidos. Esto se realiza



frente a los resultados de ios ensayos de introduccidn antes mencionados,
los que no arrojaron un porcentaje de éxito cercano al 100%. Ademas, y
como causa principal, se modificd el enfoque del proyecto, originalmente el
de propagar y vender plantas clonales de variedades comerciales de nogal,
por el de propagar y vender portainjertos clonales de nogal, ello en vista de
tener a disposicion el portainjerto Viach, que es reconocido por su tolerancia
a la infeccién por phytophtora y nematodos del suelo, haciendo de los
potenciales huertos de Chile unos cultivos mas rentables, homogéneos vy
viables para los agricultores.

Etapa N°: 2
Nombre etapa: Propagacion
Descripcion: también llamada de proliferacion. En estricto rigor se puede dividir en
dos subetapas: brotacidn y proliferacién.
Actividades de la propuesta original:
= Ensayos medios de cultivo + reguladores de crecimiento
e Ensayos tiempo de cultivo + condiciones de cultivo
Actividades del programa real:

e Ensayos medios de cultive + reguladores de crecimiento, tomando como
base el medio DKW.

« Ensayos tiempo de cultive + condiciones de cultivo, en material de
propagacioén in vitro de variedades Chandler, Serr y Howard, y en
portainjerto de nogal Vlach. En cuanto a las condiciones, se trabajé en base
a recomendaciones de asesores externos, sumadao a observaciones propias
del cultivo en laboratorio establecido.

Etapa N°: 3
Nombre etapa: Enraizamiento y Aclimatacion
Descripcidn: corresponde al cambio de medio de cultivo por un sustrato en el cual
se producira el enraizamiento definitivo de la planta.
Actividades de la propuesta originai:

e Ensayos enraizamiento in vitro.

e Ensayos enraizamiento ex vitro.

» Ensayos aclimatacién diferentes condiciones de cultivo.
Actividades del programa real:
Durante el desarrollo del proyecto, esta etapa se dividié en dos subetapas, siendo
la primera la induccidn del material in vitro para dar pie a la formacidn de raices en
ja siguiente etapa, que fue el enraizamiento del explante in vitro o de fa planta ex
vitro. Todo esto se desarrolld mediante las siguientes actividades:

e Ensayos de enraizamiento in vitro de variedades de nogal Chandler, Serr y

Howard.
+ Ensayos enraizamiento ex vitro en variedad de nogal Howard.



s Ensayos de medio de cultivo de induccién con distintas concentraciones de
regulador de crecimiento IBA, en portainjertos de nogal Viach.

¢ Ensayos de distintos tiempos de exposicion al regulador de crecimiento IBA,
siempre en oscuridad, en portainjertos de noga! Viach.

+ Ensayos de distintas mezclas de sustratos para el enraizamiento ex vitro de
portainjertos de nogal Viach.

e Ensayos para el enraizamiento in vitro en vermiculita + medio de cultivo de
portainjertos de nogal Vlach.

Etapa N°: 4

Nombre etapa: Obtencion de plantas terminadas de nogal.

Descripcidn: Desarrollo de sustrato y condiciones de nutricion para la obtencidn de
plantas aptas para el mercado chileno.

Actividades de la propuesta original:

» Ensayos de sustrato en bolsa.

s Ensayos de nutricion foliar.

e Ensayos de nutricidn por fertirriego.

Actividades del programa real:

« Dentro del pericdo de proyecto no se logré realizar las actividades
programadas originalmente para esta etapa, debido a que, como se
menciond anteriormente, cada una de las etapas es dependiente de los
resultados obtenidos en su etapa antecesora. Y como los ensayos realizados
en enraizamiento no otorgaron plantas finalmente aclimatadas, no se obtuvo
material para evaluar técnicas de nutricidn vegetal ni plantacion en diversos
sustratos.

. Resultados del Proyecto:
4.1. Establecimiento del material.

En los ensayos de medios de cultivo y {ipos de sellado de contenedor para
establecer las introducciones de material de nogal, los resultados obtenidos no
fueron los esperados, principalmente debido a las pérdidas por oxidacién (o
produccion de fenoles) en el material ingresado a vitro; sin embargo, se obtuvo los
mejores resultados en la variedad de nogal Serr, que tal y como se observa en la
figura no posee altos grados de fenalizacidn a comparacion de Ia variedad de nogal
Chandler.
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Figura: Estado del material de nogal cvs. Chandler y Serr, a {as 48 horas de plantado
antes del 2° repique. Afio 2011.

CHANDLER

Figura: Estado del material de nogal cvs. Chandler y Serr, 3,5 dias plantadas después
del Gltimo repique. Afios 2011.
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Para el establecimiento del materiai de portainjertos de nogal Viach, las
importaciones inicialmente pasaron por una brecha de pérdidas debido a
contaminaciones por hongos y bacterias, para luego repuntar su crecimiento al
trabajar solo con el material inicial sano.

Del material importado en Septiembre 2012 (Anexo 3), se obfuvo material inicial
para trabajar relativamente sano, tal y como se detalla:

Fecha
ingreso Variedad | Categoria Plantas
13-09-2012 Viach A 10
13-08-2012 Vlach B 90
13-09-2012 Vlach C 23
~ TOTAL 123

Descripcion de categorias: A: planta totalmente ii}npia. B: pfén{a con pdta bacteria. C: planta con
mucha bacteria.

De esta importacion, se ocuparon 100 plantas para repique, de las cuales se
obtuvo 207 plantas. Las 23 plantas de categoria C se descartaron.

Durante octubre 2012 se realizé otra importacién de 600 plantas Viach in vitro
(Anexo 4), sin embargo, de ia totalidad de potes con plantas ingresados a nuestro
laboratorio, considerable cantidad venia con tapas rotas y medio licuado, lo que
condujo a mermas por contaminacion principalmente de hongos. Finalmente, se
liberaron de cuarentena 118 explantes sanos en noviembre de 2012.



Gobierma e Chee.

Fotografia: Potes con nogal VLACH
detalle de tapas rotas y abiertas.

desde E.E.U.U., se observa

e



Fotografia: Copia del informe que dio término a la cuarentena de nogales variedad
VLACH importados desde E.E.U.U. Se observa que de las 600 plantas importadas,
solo se liberaron 118 plantas vivas sanas.
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Ademas, durante Mayo de 2013 se realizé una importacion adicional de 500 plantas
de Vlach (Anexo 5), no obstante, tampoco generd material inicial de calidad en su
totalidad, obteniéndose solo 40 plantas con poca bacteria y ninguna planta

totalmente limpia para establecer el nuevo lote.

Fecha Yariedad | Categorfa | Cantidad plantas
22-05-2013 | Viach A 0
22-05-2013 Vlach B 40
22-05-2013 | Viach C 300
22-05-2013 | Viach D 160
: ; TOTAL 500

Descripcién de categorias: A: planta totalmente limpia. B: planta con poca bacteria. C: planta con

mucha bacteria. D: desecho o descarte por total contaminacion.

rafia: Detalle de material importado con

bacterias.
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4.2. Micropropagacion

Se ensayaron diversas concentraciones de reguladores de crecimiento, ademas de
cambiar concentraciones o fuentes de reactivos, siempre modificando el medio de
cultivo base DKW.

El medio que evidencié mejores resultados en cuanto a mayor elongacién del
explante, grosor del eje de crecimiento y sanidad del material fue el medio DKW
modificado, el cual es descrito en el Anexo 2.

Adicionaimente, para obtener una técnica de propagacion in vitro con buenos
resuftados, no soio fue necesario ensayar diversos medios de cuitivo, sino ademas
mejorar la manipulacidén y corte del material, ademds del periodo de tiempo de
cultivo.

Para definir el tiempo de cultivo dptimo (periodo de tiempo que transcurre entre
multiplicaciones del material), durante principios del proyecto se ensayaron
distintos tiempos bajo las mismas condiciones de cultivo. Para la variedad RX1 se
obtuvieron los siguientes resultados:



Periodo de cultivo

04-10-2010 15 dias 20 dias 30 dias 35 dias
N° plantas Plantas Plantas | Plantas | Plantas Tasade
Variedad iniciales finales finales finales finales | multiplicacién
RX1 50 65 13
RX1 50 140 28
RX1 50 145 2,9
RX1 50 125 25

Finalmente, y frente a los resultados repetidos también en otras variedades, se
definieron 30 dias entre repique, ya que mostro la mayor tasa de multiplicacién del
material inicial; a periodos menores las plantas ain no se han desarrollado lo
suficiente como para multiplicarlas, y a periodos mayores de tiempo el material se
encuentra envejecido y comienza a deteriorarse.

En cuanto a la técnica de corte, se instruyd a operarias a realizar solo cortes
verticales, los que implican sacar la planta del frasco o pote, cortar la base o calilo,
cortar todas las hojas del eje principal (el material nuevo se debe generar a partir
de la brotacidn de yemas axilares), y seccionar el eje en trozos menores que
incluyan a lo menos 2 yemas. Luego, el material se plantd en potes conteniendo 8
explantes cada uno, cada pote con material clasificado segtin su origen: base, zona
media o apices de la planta, sin mezclar distintos origenes en un mismo pote,
tendiendo asf a homogeneizar el futuro crecimiento de los explantes.




Fotografia: Material de nogal Vlach durante su propagacién en laboratorio. Arriba
se observan los potes con medio fresco, con el material final recién multiplicado.
En las bandejas inferiores se observa el material inicial, nogales de 30 dias de
crecimiento in vitro.




4.3. Induccion al enraizamiento

Desde diciembre 2013, en cuanto obtuvimos una partida de casi 20mii plantas de
nogal Vlach in vitro, se evalud la induccion del material para pasar después a la
etapa de enraizamiento. El material seleccionado fueron plantas de 4 o més
centimetros de altura, el cual se colocd en otro medio DKW modificado (Anexo _)
con mayor concentracion de auxinas en comparacién al medio de multiplicacion. Se
evaluaron diversas dosis y tiempos de exposicion (en oscuridad) de los explantes
en este medio:

Cantidad | Tiempo de almacenaje
Fecha IBA (mg/L) | de Plantas | de potes en oscuridad
09-12-2013 10 17 5y 7 dias
14-12-2013 | 3 392 5y 7dias
16-12-2013 3 152 Sy7dias
16-12-2013 6 440 Sy 7dias
16-12-2013 iz 584 Sy 7 dias
18-12-2013 12 544 5y 7dias
18-12-2013 20 1992 5,7y 8dias
18-12-2013 40 5.624 5, 7y 8 dias
19-12-2013 12 744 9y 10 dias
19-12-2013 20 4,080 5,7 y8dias
19-12-2013 40 3.328 5,7 y 8 dias
TOTAL 17.897




Fotografia: Plantas de nogal Viach pasadas a medio de induccién a inicios de
diciembre 2013. Se observa que son plantas grandes, con hojas desarrolladas, a
diferencia del material de propagacién.

Los resultados de estos tratamientos se exponen en el siguiente apartado, debido a
que van en directa relacién con el enraizamiento in vitro o ex vitro de fos
explantes.

4.4. Plantacion y enraizamiento

4.4.1. Plantacidn y enraizamiento ex vitro
De las 17.800 plantas de nogal Vlach puestas en medio de induccidn, 14.500
plantas fueron cosechadas fuera de laberatoric y plantadas en nuestro invernadero

especializado en enraizamiento y aclimatacién, entre los dias 23 y 28 de diciembre
2013.



Fotografias: Minitineles de enraizamiento, sistema que oforga un ambiente

cerrado de temperatura y humedad controladas. Dentro de ellos se dispusieron las

plantas de nogal Viach ya inducidas y plantadas.
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Lablema de Chit

Fotografia: De fondo, plantas de nogal Viach cosechadas y ya plantadas en
contenedores de 250 cc. En primer plano, acercamiento a una planta vitro
inducida, se observa hojas con algunas necrosis.




Loblame de Chile

Fotografias: Detalle de un pote con plantas inducidas y salidas a cosechar. Se
observa a la derecha que hubo mermas de material debido a contaminacién por
hongos en la base del explante. Destaca que a mayor concentraciéon de hormona
IBA en la induccidn, hubo mayor cantidad de mermas.
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Goblamo de Chile

Fotografia: Las plantas inducidas al momento de ser cosechadas mostraron en
general una necrosis y tejido vegetal biando en la base. Si no era posible
removerio, la planta era descartada para plantacion.

Las plantas se evaluaron en invemadero luego de 10 y 15 dias de ia plantacion
para observar enraizamiento y prendimiento.

Las plantas expuestas a2 enraizamiento en la mezcla de sustrato 1/3 de turba + 1/
de arena + 1/3 de acicula de pino compostada necrosaron en casi un 60% de la
cantidad ensayada, a diferencia de las plantas establecidas en el sustrato general
utilizads, mezcla de ¥z medida de turbs kekilla y 2 medida de periita, ¢ cual
necroso solo en un 15%.



Fotografia: En la zona superior de {a fotografia se observan las plantas de nogal en
turba + arena + acicula de pino compostada, con 15 dias de plantacién. En la zona
inferior de la fotografia, las mismas plantas bajo mismo ambiente y dias de
plantacién, pera en sustrato turba + perlita.

Las plantas expuestas a enraizamiento en la mezcla de sustrato 1/3 de turba + 1/3
de perlita + 1/3 de capctillo de arroz resultaron en una pérdida casi absolutz,
llegando al 92% de pérdida y 8% de sobrevivencia solo con 3 plantas a los 12 dias
de plantacién, a diferencia de sus similares pero plantadas en el sustrato general
utilizado, mezcla de % medida de turba kekilla y Y2 medida de perlita.
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Goblermo de Chie

Figura: En el detalle de la fotografia se observan 3 plantas de nogal sobrevivientes
luego de 12 dias a la plantacién en sustrato mezcla de 1/3 de turba + 1/3 de
perlita + 1/3 de capotilio de arroz, de un total de 64 plantadas inicialmente.

Las plantas de nogal establecidas en su mayoria en sustrato turba + perlita, al
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De las sobrevivientes, solo algunas generaron raices, siendo un resuttado muy por
debajo de lo programado para esta etapa en desarrollo. De la escasa cantidad de
plantas enraizadas, el 80% resuité a partir de la dosis 20 mg/L de IBA y 5 dias de
exposicion.

Fotografia: Nogal VL981 (Vlach) plantado el 26 diciembre 2013 y evaluado el dia
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Gohlerno de Civie

Figura: Dos plantas de nogal VL981 (Viach) plantados el 26-12-2013 y evaluados el
dia 14/1/2013. Originarias de una induccién durante 5 dias en oscuridad y 20 mg/|
de IBA. En la base de la primera planta se observa recién iniciando la emisién de
raiz; en ta segunda planta, marazzdelcmde!argo




4.4.2. Plantacion y enraizamiento in vitro

Las plantas inducidas en dosis de IBA 3, 6 6 12 mg/L y con 5 dias de exposicién
fueron cosechadas y establecidas en potes vitro con vermiculita + medio de cultivo
estéril para que comenzaran el enraizamiento ¢l dia 21 de diciembre 2013,

A una semana de haber sido establecidos estos ensayos, la totalidad de ellos
mostrd 2 misma necrosis de tejidos basales como aguellos que resultaron en 2!

ensayo de enraizamiento ex vitro.

Figura: Pote en laboratorio con medio de cultivo + vermiculita;, se observan las
plantas en su interior con necrosis basal o del eje principal de las plantas.




Figura: Detalle de {as plantas anteriores. Se observa claramente que dentro de un
mismo pote y bajo las mismas condiciones de cultivo inicial vy final, pudimos
encontrar plantas con necrosis grave de su eje principal y otras plantas totaimente
sanas, perc ambas sin evidencia de emisin de raices.
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A diferencia del ensayo de enraizamiento ex vitro, las plantas evaluadas in vitro no

anraizarnn  rocidianda an una nérdida tntal
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5. Fichas Técnicas y Analisis Econémico:

El cultivo del nogal en los ultimos afios ha mostrado un crecimiento considerable,
especialmente demandado por agricultores que tienden a la produccion de otros
frutos de nuez como el castafio ¢ Iz avellana.

Este aumento en la superficie de plantacidn, incide en que los agricultores deseen
establecer sus cultivos en suelos no dptimos para el nogal, cultive que requiere de
suelos con pH tendiente a
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6. Impactos y Logros del Proyecte:

Impactos Productives, Econdmicos y Comerciales

Logre Af inicio del Al final del proyecio
Proyecto
Tormacion de empiesa NG existe esta | NO exisie esta unidad a& negocia.
unidades de negocio unidad de negocio.
Produccion de plantas de nogates | No existe Se tiene un protoooio existoso de
Viach a la venta establecimiento y propagacion vitro del

materizl, siendo el enraizamiento el hito
critico que no ha posibilitado la obtencion

o aisamirts s, Elamed sorssinen Aabeasibro donsaiiarsyebi
GCi pirGGUCD TiiiG CGIT0 hGiid Wi iaud.

Costos de produccion 0 Falta adicionar los gastos por aclimatacion
unga vez se jogre establecer el protocolo
existoso para esia elapa.

Ventas y/o Ingrescs
Nacional 0 0
fdieriaeioiial t] 4]
Convenios comerciales = S
Impacios Sociales
Logro Al inicio del Al final del Diferencial
Provecto proyectn
Nivel de empleo anual 60 100 + 40
Productores o unidades de = } i +1
negacio replicadas s g e bR B e el
Impacios Tecnoiogicos
Logro » Numero Detaiie
Nuevoen | Neevoenls HMejorado
mercado empresa
Producto 0 0 1 Planta de nogal in
vitro
Proceso 2 3 3 Infroduccion de
material in vitro,
de materiai de
importacion,
Protocolo de
micropropagacion
de nogal in vitro.
Servicio 3] 3 4]




Propiedad Intalectual Némero Detalle
Patentes 0
Solicitudes de patente J
Intencion de patentar 0
Secreto industrial 0
Resultado no patentable i
Resuiftado interés pibiico 0
Logro Nimero Detaile
Convenio o alianza tecnoldaica 0
Generacién nuevos proyectos 1 Se prevé fa continuidad de las actividades de
\ manera privada o con apoyo de fondo publico,
para finaimente superar el hito critico no iogrado
hasta entonces, y obtener las plantas terminadas
de nogal comercialmente atractivas para este
mercado.
Impactos Cientificos
Logro Numen Detaiie { Citas, dituio, gecripcion
Publicaciones 0
Eventos de divuigacion cientifica 1 | Participacion en el Seminario Interpacional del

Nogal “Desafios e Innovacién en la Produccion del
Nogal”, reafizado el dia 21 de juniode 2012 con la
charla de “Propagacion in vitro” inicialmente
programada a ser realizada por don Algjandro
Navarro, y finalmente expuesto por don Pablo
Riesco, en su representacion.

Pablo Riesco es Gerente de Multiflora Casablanca,
faboratorio con e cual realizamos actividades en
conjunto para la ejecucién del presente proyecto.

i}

Inteyracion d redes de investigacon

Impactos en Formacion

Logro Numero Detalie ( 7ituwlo, grado, lugar, instituicion)
Tacic nregradn 0
Tesis postgrado 0
Pasantias 0
Cursos de capacitacién 0




7. Problemas Enfrentados Durante ef Proyecto:

Legales: no se presentaron problemas.
Administrativos: no se presentaron problemas.
Gestidn: no se presentaron problemas,
Técnicos:

o Establecimiento de material: los resultados esperados inicialmente para
esta etapa no fueron obtenidos para todas las variedades. Sobre todo en
la variedad Chandler, las mermas por fenclizacién del medio fuercn
importantes. La variedad con mejores resultados fue la Serr. Se
recomienda hacer un cambio de medio de las yemas introducidas cada 7
dias para lavar los fenoles.

o Importaciones: en la mayoria de las importaciones realizadas, el material
ne ingresé en condiciones éptimas, viniendo en contenedores con tapas
rotas, o medio licuado, un pobre crecimiento in vitro o con patdgenos
como hongos y bacterias. Estos inconvenientes se deben enfrentar
realizando una meticulosa seleccién de la calidad de material inicial para
dar pie a un programa sano de propagacion in vitro y continuar con estas
clasificaciones en adelante.

o Enralzamiento: a pesar de trabajar con material sano y de calidad, los
explantes vitrc que fueron expuestos a induccién al enraizamiento
finalmente no generaron plantas posibles de aclimatar en invernadero.
Este por tanto continia siendo el hito critico de este proceso de
propagacién clonal. Se prevé continuar con ensayos de téchnicas y dosis
de reguladores IBA distintos a los utilizados durante este provecto,
frente a los resultados obtenidos de escaso enraizamienic y posterior
pérdida del material.

® 2 & @

8. Otros Aspectos de Interés

No se destacan otros aspectos de interés mas que los ya mencionados en el desarrclie
del informe.

9. Conclusiones vy Recomendaciones:

Luego de finalizado este periodo, y sin obtener las plantas de nogales esperadas
dentro del piazo de vigencia del proyecto, hemos de continuar de manera privada con
los ensayos y evaluaciones necesarias para superar el hito critico de esta produccion,
el enraizamiento de los explantes gque fueron exitosamente propagados in vitro.

Se augura con seguridad un futuro para la venta de los portainjertos Viach clonales
que esperamos obtener como producto final, entregando a clientes una planta de
calidad y que octorgue a sus huertos uniformidad, productividad, y sobrevivencia en



suelos con riesgo de anegamiento, nematodos y riesgo de patdgenos del suelo como
phytophtora.

IV, INFORME DE DIFUSION

En Agosto de 2612 se desarrollé la charla sobre Propagacién in vitro del nogal, dentro
del marco del Seminario “Desafios e Innovacidn en la Produccién de Nogal”. A esta
charla fue invitado a participar como expositor don Alejandro Navarro, no obstante y
debido a pormenares, no logré estar presente en dicha actividad, por lo que se tomd
en comun acuerdo con Multiflora Casablanca que la exposicién en su representacidn fa
realizara don Pablo Riesco, quien es Gerente de este laboratoric y con quienes
desarrollamos algunas actividades de propagacién de nogales correspondientes a este
proyecto.

Invitacién a Seminario

Desafios #%2§ Innovacion
ENLA 2~ "i, } v .-":,"’ﬂ :
FroOGUCCion
- D& Nogal

SEMINARIO INTERNACIONAL

Nilo Covacevich Concha, Director Regional del Centro de Investigacion
Agropecuaria, INIA Rayentué tiene ei agrado de invitar a usted al Seminano
Internacional, “Desafios e Innovacion en la Produccion del Nogal”, cue se
reatizard los dias 21, 22 y 23 de agosto de 2012, desde 'as 09.00 haras, en el
Club de Galf Los Lirios, ubicado en B ~ Rancagua

NG
>
w
-

Perqge, judic 2012


Marcela Gonzalez E
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Marcela Gonzalez E
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PROGRAMA TENTATIVQO BE SEMINARIO INTERNACIONAL DEL NGGAL

20 de jumio
08:45 Inseripciones
09:00 Salude autoridades
9:15 Situacidn de la Industria del negal en el mundo. Damiano Avanzato
10:30 Café
11:00 Situacién de la Industria en Argentina. Luis lannamico
12:00 Situacion de la Industria en Chile. Arturo Campos
13:00 Almuerzo
14:00 Prepagaciéu del mogal. Visién curopea: Neus Aletd
15:00 Propagacion “in vitre” del nogal en Chile. Alejandro Navarro
16:00 Café
16:30 Por definir
17:00 Mesa Redonda
21 de junio
09:00 Aspectos de maneje del nogal en Forepa Neus Aleta; Damiano Avanzate
10:00 Aspectes de manejo del nogal en Argentinay Chile. Luis Iannamico; Gamalier Lemus
11:00 Cafi
11:20 Enfermedades del nogal. Blancaluz Pinilia
12:20 Plagas del nogal. Renato Ripa
13:20 Almuerzo
14:30 Ceosecha mecanizada de la nuez Leonardo Witting
15:15 Secado de nueces: Jaime Espinoza; Emesto Fuenzalida
16:00 Café
16:30 Por definir
17:00 mesa redonda

22 de Junio
08:30 Conduccién y Poda del nogal. Charla y practica en terreno. Neus Aleta, Luis Iannamico; Damiano
) Avanzato; Gamalier Lemus
12:00 Clawsura. Autoridades INIA- Rayentué.




Goblama 1» Chile

Programa Final gel seminario.
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Inscripciones

: Saludo autoridades
: “Situacion de la Industria del nogal en el mundo®

Dannano Avanzato, Senior Researcher Istitute Snermentale per 1a

Frutticoltura di Roma.

Cafe

“Situacion de la Industria en Argentina”

Luls lannamico, Ingeniern Agrénoma, Coorcinador del Sub-Programa

Frutos Secos, Programa Naoonal ge Fruticultura de! N

“Situacion econdmica de la Industria en Chile”

Arturo Campos. Ingeniera Agranormo, M Sc. Econonz

de investigaciones Agropacuaras INIA,

Almuerzo

“Propagacién del negal”. Visien europea

Neus Aleta, Direciora del subprograma agrotorestal, IRTA, Espana

“Portainjertos clonales de nagal, una alternativa para Chile”
Pablo Riesco, Ingensera Agronomo, Gerente General laboratoro vitro

Multiflora - Casablanca.
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: aorania, Instituto




V. ANEXOS

V. 1. Protocclo de desinfeccién utilizado

Protocolo Viverosur

a.

b.

Th

o

-

Cortar el material herbdceo de temporada, prefiriendo el tercio final sin incluir la
yema apical.

Trozar el material en yemas individuales, realizar un lavado con lavalozas
comercial por 20 minutos, en agitador magnético adicionando 1 mi por It de
hipoclorito de sodio.

Retirar el lavalozas y cloro colocando las yemas en un colador puesto en la llave
de agua.

Desinfectar con Phyton (fungicida-bactericida) en agitador magnético por 20
minutocs.

. Retirar el exceso de Phyton con agua esterilizada.

Llevar las yemas a cdmara de flujo laminar y realizar una desinfeccion con
hipoclorito de sodio al 5% en agua esterilizada, por 8 minutos.
Efectuar 2 enjuagues con agua estéril,

. Enjuagar con antioxidantes, 400 mg/Lt de acido citvico v 400 mg/Lt de &cide

ascorbico en agua esterilizada.

Las yemas son plantadas en medio 13 (DKW + 0,1 mg/L de IBA + 1 mg/Lt de
BAP).



V.2. Medio de propagacion DKW medificado

DKW base

Nitrato de calcio: 1.900 mg/Lt
Sulfato de magnesio: 700 mg/LE
Quelato de fierro: 100 mg/Lt
BAP: 1 mg/Lt

IBA: 0.1 mg/Lt
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V.3. Permisc de importacién de material Viach in vitro, Julio de 2011
Material ingresado a Chile en Septiembre 2012.

SERVICIO AGRICOLA Y GANADERO
DIVISION PROTECCION AGRICOLA
GOBIERNO DECHILE SUBDEPTO. DEFENSA AGRICOLA

MR TE I UF AGEICULTURA

N |
INFORME DE APROBACION DE LABORATORIO PARA o, Vilyatyiso
MATERIAL IN VITRO CON
REGIMEN DE DEPOSITO PARTICULAR - BECINA Valparaiso

IDENTIFICACION DEL IMPORTADOR
NOMBRE COMPLETO O RAZON SOCIAL FOMO FAX
Socicdad Agricola Pehuen de Curico 1itda
DIRECCION E- MAIL
IDENTIFICACION DEL LABORATORIO
NOMBRE DIRECCION
Multiflora Casablanca §.A.
COMUNA PROVINCIA REGION FONO FAX
Casablanca Valparaiso Valparaiso

IDENTIFICACION DEL MATERIAL A INGRESAR (si 1a candidad a ingresar de este fi to, adjuntar némina)
ESPECIE {Mombve cientiiico) ~_VARIEDAD/CLON (Nombre) CANTIDAD [pidntulas)

Juglans regia x juglans hindsii Paradox Viach 100

INFORMACION ADICIONAL

PAIS DE ORIGEN PUERTO DE {NGRESQ

I:stados Unidos Aeropuerto Comodoro Arturo Merino Benitez
NOMBRE DEL PROVEEDOR DIRECTION DEL PROVEEDOR

CA Seed & Plamt Lab.

Ei MATERIAL DE PRUNUS FORMARA PLANTEL DE PLANTAS MADRESDEPPV NO[ | st [ | indicarsies positivo
ESPECIE

CLON/VARIEDAD
NOTA: Para este propésilo se debe cumplir con la normativa vigente de PPV
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V.4. Permiso de importacion de materiai Viach in vitro, Septiembre de 2012.
Material ingresado a Chile en Octubre 2012.

»

a‘ SERVICIO AGRICOLA Y GANADERC

DIVISION PROTECCION AGRICOLA

RNG SUBDEPTO. DEFENSA AGRICOLA
MINVRTL Y otAA(.IN.UllulA

~ 3
INFORME DE APROBACION DE LABORATORIO PARA kit Viloarsise
MATERIAL IN VITRO CON e
| REGIMEN DE DEPOSITO PARTICULAR - OFICINA Valparaiso

mmm%gﬁﬁ Vo AR s z g
N RE_COMPL! <] SOCIAL : FONQ _« FAX

Sociedad Agricola Pehuen de Curice Ltda

| DIREGCION e P —JEoaRL
|
} IDENTIFICACION DEL LABORATORIO : @ el . : .
’ [NOMBRE : T TORECGION
l Multifiora Casablanca S.A.
! COMUNA PROVINGIA - " FONO FAX
i Casablanca Valparaiso Valparaiso
|
[IDENTIFICACION DEL MATERIAL A INGRESAR (81 1a tantidad & Wnal
8 CIE {Nombre cig! = YAR! [Hombre} CANTIDAD {pidntuias
Juglans regia x juglans hindsii Paradox Viach 600
|
[WFORMACION ADICIONAL - Sy Tia e bt

Esrados Unidos Aeropuerto Comodoro Arturo Merino Benitez
e i R : gm

CA Seed & Plant Lab.

£1 MATERIAL DE PRUNUS FORMARA PLANTEL DE PLANTAS MADRES DEPPY NQ[ | 81 [ | indicar sies positive
ESPECE

CLOMVARIEDAD
| NOTA_Para este proposito se debs cumpiic con ia noimativa vigents de PPV
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V.5. Permiso de importacién de material Viach in vitro, Abril de 2013.
Material ingresado a Chile en Mayo 2013.

SERVICIO AGRICOLA Y GANADER!
DIViSION PROTECCION AGRICOLZ

GOBIERNGQ DECHILE SUBDEPTO. DEFENSA AGRICOLA

SIS TR0 D22 ALFMIITURA

SAG
X i
INFORME DE APROBACION DE LABORATORIOPARA | ™ |~
MATERIAL IN VITRO CON
REGIMEN DE DEPOSITO PARTICULAR - QFICINA VALPARAISO
IDENTIFICACION DEL IMPORTADOR
NOMBRE COMPLETO O RAZON SOCIAL FONO FAX
VIVEROSUR 1.1DA
| DIRECCION E- MAIL
IDENTIFICACION DEL LABORATORIO
NOMBRE DIRECCION
MULTHFLORA CASABL ANCA S A
COMUNA PROVINCIA REGION FONO FAX
CASARIANCA VAL PARAISO VAL PARAISO
IDENTIFICACION DEL MATERIAL A INGRESAR (si la cantidad a ingresar de este f , 2dj omina)
ESPECIE (Hombre clentifico) VARIEDADICLON (Nombre] CANTIDAD (plantules)
Juglans regia X hindssi Hari ki
|
1
{
- |
1
{
i
INFORMACION ADICIONAL
PAIS DE ORIGEN PUERTO DE INGRESO
ESTADOS UNIDOS AEROPUERTO COMODOGRO ARTURO MERINO BENITEZ
NOMBRE DEL PROVEEDOR DIRECCION DEL PROVEEDOR
PROTREF NURSERY
EL MATERIAL DE PRUNUS FORMARA PLANTEL DE PLANTAS MADRESDEPPV NO| | st | | indicar sies positivo
ESPECIE
CLONNVARIEDAD
NOTA: Para este proposito se debe cumplir con la noimativa vigente de PPV i
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