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RESUMEN

La micropropagacién es un sistema adecuado para masificar la produccién de plantas en
un corto periodo. Sin embargo, en nuestro pais la micropropagacién de plantas no ha
tenido la importancia que tiene en otros paises desarrollados, como por ejemplo, Estados
Unidos, Italia, Cuba y Holanda entre otros, debido al alto costo que alcanzan las plantas
producidas por este medio. Por lo tanto, esta tecnologia se puede utilizar sélo en aquellas
especies y/o vanedades que se propagan vegetativamente y que tienen un alto retomo
econémico. De esta forma, es de imperiosa necesidad evaluar nuevas metodologias que
permitan una reduccion en los costos de produccion para masificar su uso y mejorar la
rentabilidad de las empresas que se dedican a la produccion de plantas introduciendo por
primera vez al pais la técnica de inmersion temporal en bioreactores.

El uso del sistema de inmersidén temporal en vanas especies ha demostrado ser un sistema
eficiente, puesto que presenta vanas ventajas como por ejemplo un aumento importante en
los niveles de mecanizacion de algunas etapas de la micropropagacion de plantas. Ello a
su vez permite una reduccidon importante en el uso de mano de obra, reactivos, matenial
fungible, niveles de contaminacién y manipulacién de explantes. Por otro lado, se ha
obtenido un aumento importante en las tasas de multiplicaciéon, un mejoramiento del
porcentaje de enraizamiento y sobrevivencia de plantas en la etapa de aclimatizacion, lo
que puede implicar una disminucién de los costos de produccién de hasta un 50% en
comparacién con el sistema de micropropagacion convencional.

El objetivo general de este proyecto fue determinar la factibilidad de implementar
comercialmente la produccion de plantas mediante el Sistema de Inmersion Temporal en
Bioreactores en tres especies y asi mejorar la eficiencia y la rentabilidad de esta actividad.

Los objetivos especificos fueron: a) Evaluar la factibilidad de la micropropagacion de las
especies en estudio en medios liquidos para su desarrollo en los sistemas de inmersién
temporal, b) Determinar los factores que influyen sobre la multiplicacién y elongacion in
vitro de vid, arandano y papa en Sistemas de Inmersion Temporal (SIT), tales como:
frecuencia y tiempo de inmersion, volumen 6ptimo de medio de cultivo respecto de la
cantidad de explantes, duracion de etapas y condiciones ambientales (CO,), c) Determinar
las condiciones dptimas para la tubenzacion de papa en SIT, tales como: concentraciones



hormonales y nutricionales (BAP y Sacarosa), frecuencia y tiempo de inmersién, volumen
medio de cultivo y duraciéon etapa, d) Evaluar el enraizamiento in vifro, ex vitro y
aclimatizacion simultanea en las especies en estudio, e) Determinacion de la estabilidad
genética, f) Analisis econémico de los sistemas evaluados, g) Implementacion y evaluacion
piloto del SIT en forma comercial al menos en papa y ardndano, h) Transferencia de la
tecnologia generada en el proyecto a los usuarios potenciales a través de publicaciones,
seminarios, congresos y charlas técnicas.

Para lievar a cabo el proyecto se utilizaran vanas especies modelos como son arandano,
vid y papa que representan a un amplio espectro de especies lefiosas, semi lefiosas y de
herbaceas.

Como esta tecnologia se iba a utilizar por primera vez en el pais, se incorporaron al
proyecto a dos asesores intemacionales para facilitar la transferencia de [a tecnologia al
pais. Estos dos expertos intermnacionales tenian una amplia experiencia en los
requerimientos del equipamiento y en las aplicaciones de esta tecnologia a diferentes
especies. La transferencia de tecnologia se realizd a través de estadias de ambos expertos
en ios laboratorios involucrados, donde el personal técnico del proyecto interactlio con
ellos.

El proyecto se desarrolio en forma conjunta entre INIA y HORTIFRUT, con la posterior
incorporacion de SONE. En forma operacional el proyecto se realizo en dos Centros
Regionales de Investigacion del INIA, CRI Quilamapu (Chillan) y en la Empresa Hortifrut-
Viveros S.A. (Santiago), con la colaboracion de personal profesional del CRI La Platina
{Santiago), CRI Raihuén (Talca) y CRI Remehue (Osomo). El desarrollo del proyecto se
logré con un amplio equipo de profesionales con experiencia en cultivo in vitro y en el uso
de marcadores moleculares.

Los resultados obtenidos permitieron demostrar que: a) [a Inmersiéon temporal es un
sistema adecuado para multiplicar arandano, vid y papa, b) las plantas de arandano y vid
son altamente susceptibles a la multiplicacion en medio liquido, por io cual es muy
importante trabajar con frecuencia de inmersion largas y tiempos de inmersién cortos, ¢)
Las plantas de papa no presentaron susceptibilidad a ia multiplicacién en medios liquidos
por lo que se pueden usar frecuencias mas cortas y tiempos mas prolongados que



arandano y vid, d) todas las especies evaluadas presentaron un comportamiento
diferencial, por lo que la tecnologia debe adaptarse a cada caso, e) la aplicacion de CO, no
modificd sustancialmente la multiplicacidn de plantas en el SIT, f) el proceso de
tuberizacién en papa es posible de realizar en el SIT, aungue se producen tubérculos muy
pequefos, por lo que se recomienda realizar un periodo de engorda en invernadero, g) el
proceso de multiplicacién en el SIT no produjo cambios en los patrones genéticos de los
partidores de RAPD utilizados para detectar posibles cambios somaclonales en las
especies y vanedades utilizadas, h) las principales ventajas econdmicas del SIT se
presentaron en la reduccion de costo relacionada a mano de obra e insumos. Desde el
punto de vista técnico, se presentd una excelente tasa de muitiplicacion en arandano y una
escasa pérdida de plantas durante el proceso de aclimatacion.

Las actividades de transferencia se realizaron a través de seminarios, charlas técnicas,
presentaciones de trabajos a Congresos nacionales e intemacionales y presentaciones en
Fenas cientificas y tecnolégicas. El desarrolio de este proyecto incentivé la presentacién
de nuevos proyectos y la aplicacion de esta tecnologia a nuevas especies. La empresa
SONE esta evaluando la posibilidad de multiplicar arandanos, frambueza, moras y algunas
flores de bulbo. Actualmente, la empresa Bioforest S.A., junto al Laboratorio de
Biotecnologia de INIA Quilamapu esta involucrada en un proyecto donde se esta
evaluando la posibilidad de usar esta tecnologia para multiplicar las dos especies de
eucalipto mas importantes en el pais como son Eucaliptos globulus y E. nitens.

Para facilitar la presentacion de los resultados del proyecto, este trabajo se dividié en
varios capitulos tematicos.



ANTECEDENTES GENERALES

A. IDENTIFICACION DEL PROBLEMA A RESOLVER

A nivel mundial, ia utilizacidbn de técnicas de micropropagacion ha tenido resultados
altamente ventajosos en la propagacion rapida, y con calidad de diversas especies de
plantas economicamente importantes (Escalona y otros, 1999). Sin embargo, en nuestro
pais esta actividad esta poco desarrollada a nivel comercial, comparada con paises
desarroilados.

La micropropagacién de plantas en nuestro pais puede tener cinco grandes aplicaciones
practicas: a) multiplicacion rapida y masiva de genotipos elites; b) Limpieza de virus y
otros patoégenos; ¢) reduccion de los tiempos de cuarentena en el proceso de introduccién
de plantas con limitaciones cuarentenarias; d) embriogénesis somatica y produccion
comercial de semillas artificiales; y e) propagacién rapida y masiva de plantas
genéticamente modificadas.

Sin embargo, el sistema de micropropagacion convencional presentan algunas
limitaciones como: proveer bajos coeficientes de multiplicaciéon, un alto uso de mano de
obra y una escasa posibilidad de automatizacion, lo que redunda en un alto valor de las
plantas producidas por este medio, lo que reduce su uso a aquellos cultivos que se
propagan vegetativamente y que por condiciones de mercado poseen un alto retomo
econdmico. Por lo tanto, el uso futuro de esta metodologia dependera de la existencia de
nuevas tecnologias (Chu, 1995; Kitto, 1997) que puedan mejorar la eficiencia de los
sistemas actuales de micropropagacion para reducir sus costos, mejorar la rentabilidad,
competitividad de esta actividad y mejorar el acceso de los productores a este tipo de
plantas en forma directa o través de la produccion de plantas madres certificadas y de alta
calidad———— -~~~ ) S

Para enfrentar esta situacion, se estan desarrollando algunos metodos altemativos que
incorporan las ventajas del uso del medio liquido y diferentes grados de automatizacion al
proceso de propagacion in vitro con el objetivo de reducir los costos de produccion de
plantas (Aitken-Christie, 1995; Aitken-Christie y Davies, Lorenzo y otros, 1998; 1988,



Pieper y Zimmer, 1976; Roche y otros, 1996; Simonton y otros, 1991; Tiesson y Alvarad,
1995; Tisserat y Vandercook, 1985, Weather y otros, 1988; Ziv y otros, 1998). En el
sistema tradicional de micropropagacion cada brote se mantiene en frascos individuales
los cuales deben transferirse manuaimente cada 20 o 3¢ dias a medios nutritivos frescos
con el objetivo de evitar el agotamiento, alteracidon de las concentraciones de los
nutrientes y el crecimiento excesivo de los brotes en los frascos individuales (Debergh y
otros, 1992). Todo ello significa mantener una gran cantidad de frascos (proporcional al
numero de plantas producidas), y un namero importante de personal para la preparacién
periddica de medios de cultivo y manejo de los brotes en sus diferentes etapas
(establecimiento, multiplicacion, elongacion y enraizamiento} y subcultivos lo que se
traduce en un alto costo.

Dentro de Latinoamérica, Cuba es uno de los pocos paises que ha estado preocupado en
el desarrollo y aplicacion de metodologias que permitan mejorar la eficiencia de los
métodos convencionales de propagacion. Es asi como, desde varios afos se vienen
realizando diferentes investigaciones usando el Sistema de Inmersion Temporal (SIT,
Anexo 1) para producir plantas en varias especies como cafia de azucar (Lorenzo y otros,
1998), pifia (Escalona y otros, 1999}, banano (Daquinta y otros, 1999) y microtubérculos
de papa (Akita y Takayam. 1994, Jiménez y otros, 1998). Otros paises que han
desarrollado y estan usando comercialmente esta tecnologia para producir plantas son
Estados Unidos, Francia, Holanda, Israel entre otros.

Los resultados obtenidos hasta ahora con el SIT han permitido obtener aumentos
importantes en las tasas de multiplicacién, una disminucién de los costos de produccién
de hasta un 50% en comparacién con el sistema de micropropagacién convencional, un
mejoramiento del porcentaje de enraizamiento y sobrevivencia de plantas en la etapa de
aclimatizacion, todos aspectos limitantes en la micropropagacion de plantas. Es asi como,
la sobrevivencia de plantas a la aclimatizacion en la micropropagacion convencional, es
una de las etapas mas dificiles de superar, a nivel comercial constituye importantes
perdidas, lograndose en general una sobrevivencia de plantas que varia entre un 60-80%
dependiendo de la especie y variedad. Dentro de este contexto, los resultados obtenidos
con el SIT mejorar porcentajes debido a la obtencidon de plantas de mejor calidad en las
etapas previas a la aclimatacion de las plantas. A pesar de esta situacion se plantea que
posibilidad de de trabajar con inyecciones permanentes o temporales de CO; al cultivo



podria permitir una mayor sobrevivencia de las piantas en la etapa de aclimatizacion. La
inyeccion de CO, durante alguna etapa del cultivo in vitro aumenta los niveles de
fotosintesis y disminuye el estrés de la planta (Castro, 2001).

B. FACTORES QUE INCIDEN EN LA MULTIPLICACION EN EL SIT

Si bien es cierto que la técnica de Inmersion Temporal ya se utiliza comercialmente en
Cuba y otros paises la aplicacion de esta tecnologia necesita de investigacion basica y de
ajustes pertinentes a especies de nuestro interés ya que todo el sistema de propagacion
de plantas es especie-especifica.

Entre los problemas a investigar en el sistema de inmersién temporal estan: posibilidad de
la planta a ser cultivada en medios liquidos, la contaminacion del tejido, presencia de
vitrificacion,; problemas en la remocion de tejido muerto contaminado, posibilidad de
variacion somaclonal de las plantulas (Aitken-Christie y otros, 1995), frecuencia y tiempo
de inmersion, volumen 6ptime de medio de cultivo en comparacién con la cantidad y
nimero de expiantes y duracion de la etapa, condiciones hormonales, nutricionales
{auxinas y nutrientes) y ambientales (Intensidad luminosa, CO,) para obtener plantas de
buena calidad. (Castro, 2001; Desjardins, 1995; Duves y Vidaver, 1992, Figueira y otros,
1991).

Para el desarrollo de una metodologia de micropropagacion a través del Sistema de
Inmersion Temporal (SIT) es indispensable que las plantas se puedan propagar en
medios de cultivo liquidos, sin que se afecte la calidad de los brotes. Uno de los
problemas que limitan el empleo de dichos medios es la hiperhidrataciéon de los brotes,
esta hiperhidratacion se puede deber principalmente a ia concentracion de nitrato de
amonio y/o a las condiciones ambientales, entre otras (Castro, 2001).

La contaminacion causada por bacterias, hongos, ievaduras e insectos es un problema
mayor en la micropropagacion de plantas convencional debido a que la peérdida de
explantes aumenta el costo de produccién. Esta situacion podria ser mas grave en
sistemas automatizados debido al manejo de un mayor volumen de plantas al mismo
tiempo. Entre los factores mas frecuentes de contaminacién estan: a) los materiales de
construccion, b} sellado de valvulas, c) emores del operador, d) problemas del



instrumental, e) contaminacién pre-cultivo, y f) insuficiente estenlizacién de los medios de
cultivo y envases (Aitken-Chnstie y ofros, 1995). Para disminuir e! resgo de
contaminacién se recomienda tomar precauciones extremas, tales como una desinfeccion
permanente del matenal y evaluacion exhaustiva previa al ingreso del matenal al sistema
de propagacion.

La vitrificacion ocurre generaimente con tejidos que crecen en contacto con medio liquido,
algunos tipos de tejidos y particularmente algunas especies son mas sensibles al medio
liquido que otras (Smith y Spoomer, 1995). Para disminuir este problema se han
desarrollado diferentes estrategias: a) adicién de retardantes de desarrollo y agentes
osméticos al medio; b) modificacidn del medio ambiente a través de una mayor aireacién
en el medio, y ¢) uso de aparatos adecuados para el crecimiento de diferentes tipos de
plantas y tejidos (Hdider y Desjardins, 1993; Ziv, 1991; Ziv y Anel, 1994).

Frecuencia, tiempo y duracién de inmersién y la relacién volumen de medio de cultivo y
numero de explantes determinan en gran medida el coeficiente de multiplicacién y la
calidad de las plantas producidas en el SIT (Castro, 2001).

Dentro de este proceso de produccién de plantas, algunas de las caracteristicas de la
fenotipicas recomendadas y utilizadas para evaluar los factores anteriormente
mencionados son: peso fresco, peso seco, relacion peso seco/peso fresco, altura o largo
de los brotes, contenido de humedad, de clorofila, carotenos, contenido total y libre de
fructuosa, dependiendo del tipo de planta (Castro, 2001; Kim et al, 2003; Damiano et al,
2003).

Finalmente, tenemos que considerar que la produccién de plantas en un Sistema de
Inmersion Temporal debe ser tan buena como aquellas producidas por métodos de micro
0 macro propagacién convencional. Por lo tanto, este proceso de produccion de plantas
debe contemplar la certificacion genética y sanitaria de la calidad de las plantas a nivel de
laboratorio e invemadero.



C. CERTIFICACION GENETICA-MOLECULAR DEL MATERIAL MICROPROPAGADO.

Una etapa importante durante el proceso de propagacion es la necesidad de identificar el
material que se desea micropropagar antes y después del proceso. La identificacién y
estabilidad genética del material propagado se realiza convencionalmente a través del
fenotipo, et cual tiene un fuerte componente ambiental y no es efectivo con caracteristicas
que son evaluadas al estado adulto de las plantas.

El SIT es un sistema de micropropagacion masivo donde se obtienen altas tasas de
multiplicacién y donde no se conoce los efectos genéticos que podria este sistema en la
produccion de plantas de vid, arandano y papa, por lo cual es altamente recomendable
incorporar un control de calidad para garantizar la estabilidad e identificacion genética del
material sometido al SIT.

La inclusiéon del uso de marcadores moleculares se basa como una medida importante y
necesana para la certificacion de la calidad del material micropropagado a través del SIT.
Es reconocido en la literatura nacional y mundial que en algunas especies se presente el
fendmeno conocido como “variacion somaclonal” durante el proceso de micropropagacion
convencional. Para evitar este problema en muchas especies sometidas a
micropropagacion se controla el nimero de subcultivos, medios de cultivo, y otras
condiciones para mantener la estabilidad genética del matenal propagado. La importancia
de esta “variacién somaclonal’ es que puede afectar la integridad genética del material
propagado. Otro uso potencial de los marcadores moleculares en la calidad es su uso en
la identificacion genética del matenal propagado, especialmente cuando se trabaja con
una serie de vanedades o clones. Es ampliamente conocido que durante el proceso de
micropropagacion, por error humano, se pueden cometer errores en el etiquetado e
identificacion del matenal. Cualquiera de los problemas mencionados puede ser detectado
solo a nivel molecular.

Actuaimente, las metodologias mas eficaces para detectar varacion somaclonal en
lefiosas son los marcadores moleculares, ya que ellos detectan vanaciones genéticas a
nivel de genotipo. En Picea mariana y P. abies, se analizaron plantas producidas
mediante cultivo in vitro con RAPDs, no detectandose ningun tipo de variacion (Isabel y



otros, 1993; Fourre y ofros, 1997). Sin embargo, en Populus deltoides detectaron
variacioén genética en plantas micropropagadas (Rani y otros, 1995).

En Chile la investigacién, desarrollo y uso de esta tecnologia no existe, en este sentido
este es un primer esfuerzo tendiente a explorar su utilizacién en el pais. En esta
oportunidad este proyecto aundé los esfuerzos de un grupo de investigadores del INIA y de
la empresa privada Hortifrut para aplicar esta tecnologia en una serie de especies que
fueron seleccionadas como modelos y que pueden servir de base para ampliar el uso de
esta tecnologia a otras especies de interés agricola.

La decisién de incluir diversas especies fue un tema discutido ampliamente dentro del
equipo de trabajo'que participé en el proyecto en conjunto con la Fundaciéon para la
Innovacién Agrana (FIA), ya que existia una gran cantidad de posibilidades dada ia
diversidad de productos que se producen el pais. Dentro de este contexto, es conocido
también que la micropropagacion de plantas es especie - especifica y en muchas casos
variedad y/o clon- especifica, lo que obligd a incluir un reducido nimero de cultivos. Si
bien es cierto el numero es reducido, ellos tienen una gran importancia econémica para el
pais como son la vid (especie lefiosa), el arandano (arbusto semilefioso) y la papa
(anual). Una vez elegidos los cultivos nos enfrentamos a la nula infformacion existente en
la literatura acerca del uso del SIT en vid y ardndano, pero con alguna informacién en
papa.

A. OBJETIVO GENERAL DEL PROYECTQ

El objetivo general del proyecto fue determinar la factibilidad de implementar a nivel
comercial la produccién de plantas mediante el uso del Sistema de Inmersion Temporal
(SIT) en bioreactores para mejorar [a eficiencia y rentabilidad de esta actividad.
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PRODUCCION DE PLANTAS DE ARANDANO A TRAVES DEL SISTEMA DE
INMERSION TEMPORAL (SIT) EN BIOREACTORES

I. INTRODUCCION

Entre los berries, el arandano es uno de los principales cultivos. La produccidn mundial
del afio 2000 alcanzé las 200.000 tons. Estados Unidos y Canada representan el mayor
centro productor y comercializador en el hemisferio norte.

En Chile el cultivo comercial se inicié a mediados de la década de los 80, alcanzando un
mayor grado de expansion solo a partir de los afos 90. Otros paises productores de
arandano en el hemisferio sur son: Argentina, Nueva Zelandia, Australia y Sudafrica.

Por sus requerimientos climaticos, el cultivo del arandano se ha desarrollado
principalmente en las regiones del sur, sin embargo, la busqueda de cosechas tempranas
ha llevado a realizar plantaciones en la zona central y norte del pais.

En el pais se ha introducido un amplio niumero de vanedades entre las de tipo “Highbush”
destacan Elliot, Blue Crop y O’Neal y en Rabbit eye: Premier, Brightwell, Bonitablue. Entre
las variedades tempranas de “highbush” adaptadas a las localidades del centro norte del
pais estan O’Neal, Georgia Gem, Early Blue, Patriot, Spartan y Duke.

Segun un estudio de la Fundacién Chile, los principales costos en el establecimiento del
cultivo arandano estan las plantas (48%), seguido por el nego (27%), mano de obra (6%),
preparacion de suelo, fertilizantes y pesticidas (12%) y fletes e imprevistos (7%).

Hortifrut S.A, Empresa exportadora de berries frescos en Chile posee desde 1993 un
vivero y un laboratorio de Micropropagaciéon comercial de plantas de berries que incluye:
arandano, frambuesa, mora, grosella y zarzaparmilla.

Desde el afio 2004 Hortifrut se asoci6é con Viveros Hijuelas del grupo SONE formando la

empresa Viveros Hortifrut Chile S.A que en la actualidad produce un total de 2.500.000 de
plantas/afio, de las cuales el 50% se producen mediante micropropagacién convencional.
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En el caso del arandano la planta que se comercializa se produce in vitro, se deja crecer
un afo para luego ser entregada a los productores. En esta especie una planta
micropropagada tiene un precio de (US$ 1,4 -1,5) lo que permite vender plantas
producidas /n vitro a un buen precio. En el caso de la frambuesa y mora, el laboratorio
produce mediante micropropagacion convencional sélo las plantas madres, éstas son
después macropropagadas por brote etiolado, para luego ser vendidas a los productores.

La principal limitante en la produccién de plantas, para estas especies es el alto costo de
la planta producida a través del sistema de micropropagacion convencional, comparado
con el menor valor de venta {(US$ 0,15-0,2/planta) y comercializaciéon gue tienen estas
plantas producidas, por otros medios de propagacién. En estas especies, como en ofras,
la gran ventaja del Sistema de Inmersién Temporal (SIT) esta basado en la reduccion de
los costos de la planta producida al disminuir fuertemente el gasto en personal, aumentar
las tasas de multiplicacién y una mejor sobrevivencia de las plantas en la etapa de

aclimatacion.

El vivero de esta empresa es el Unico en nuestro pais que esta iniciando un Programa de
Certificacion de Plantas de Berries supervisado por el Departamento de Semillas del SAG,
que incluye la certificacion fitosanitaria y varietal. La implementacion del Sistema de
Inmersién Temporal, ademas de reducir el costo de produccién de plantas mejoraria la
eficiencia del programa de Certificacién de Plantas, ya que al certificar plantas producidas
directamente desde cultivo in vitro constituye una gran ventaja comparativa al tener que
pasar por una etapa de propagacién tradicional. En forma adicional, la produccién masiva
de plantas certificadas podria incrementar el potencial productivo de las especies lo que
redundaria en una mayor competitividad del sector.

ta implementacion del Sistema de Inmersidn Temporal como nueva técnica de
micropropagacion masiva en berries y como reemplazo al cultivo in vitro convencional
puede constituir una alternativa viable” a la propagaciéon de plantas de aita calidad,
asegurar la viabilidad comercial del laboratorio de la empresa en el mediano y largo plazo
y asegurar la continuidad del programa de certificacion de plantas.

Hortfrut S.A mantiene acuerdos de prueba de nuevas selecciones y variedades de benies
con numerosos centros de investigacion y universidades a nivel mundial y todas las
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nuevas vanedades ingresan al pais via cultivo in vitro por lo que el contar con el SIT

permitira masificar su uso en forma mas rapida y eficiente.

En el proyecto se eligid la especie Vaccinium corymbosum por la importancia que
representa el cultivo del arandano en Chile y por la necesidad creciente de reemplazar las
variedades cuyas plantas estan siendo producidas bajo cultivo in vitro.

Objetivo general

Determinar la factibilidad de implementar la produccion de plantas de arandano utilizando
el Sistema de Inmersién temporal {SIT) en bioreactores para mejorar ia eficiencia y
disminuir los costos de produccion de plantas micropropagadas.

Objetivos especificos

Evaluar la multiplicacion de plantas en medios liquidos

Determinar los factores que afectan la produccién de plantas en el SIT
Determinar estabilidad genética materal propagado en el SiT

Realizar un analisis econdémico del SIT y sistema convencional

SUI L

Difundir y transferir la tecnologia a los usuarios

I. DESARROLLO DEL PROYECTO

A. Ubicacién de la unidad de trabajo

La masificacion de brotes de arandanos y el desarrollo del proyecto se realizé en el
Laboratorio de Micropropagacion de Hortifrut. Debido a una asociacion comercial entre la
empresa Hortifrut y Viveros Hijuelas del grupo Sone, Hortifrut dejé de producir las plantas
arandano, tarea que se empezo6 a realizar en el laboratorio Sone desde mediados del
2004. Para este efecto se trasladaron todas las instalaciones desde el laboratorio de
Hortifrut (Santiago) a SONE (Hijuelas) siendo la Gltima etapa del proyecto realizada en
este laboratorio. Despues del traslado de los equipos, personal de INIA Quilamapu
supervisoé y verificd el funcionamiento del equipo en Sone.
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El matenal producido por ambas empresas sirvio de base para desarrollar las actividades
de investigacion pianteadas en el proyecto.

B. Material Vegetal

En una primera etapa del proyecto se seleccionaron tres vanedades de arandano en base
a la importancia comercial de ellas en el pais. La primera fue la variedad O'Neal, vanedad
temprana de mayor importancia comercial en la zona centro norte. La segunda fue la
variedad Duke de buena adaptacion a la zona centro-sur y la variedad Elliot, de cosecha
tardia y de gran relevancia en ia zona sur. En la etapa final del proyecto, se trabajo
también con Aurora, variedad de reciente introduccién desde la Universidad del Estado de
Michigan, EE.UU., que reemplazara en el futuro a la vanedad Elliot.

C. Micropropagacién convencional

1. Multiplicacion de brotes

a) Establecimiento de los brotes

El laboratono de Hortifrut selecciond y masificé el material a partir de variedades
comerciales y cuyos protocolos de desinfeccidn e introduccidon de meristemas estaban
definidos (Anexo 2).

b) Multiplicacién de los brotes

Para la multiplicacion de los brotes se utilizé el medio WPM (Woody Plant Médium,
Anexo 1) con subcultivos cada 60 dias. Las tasas de multiplicacion del laboratorio fueron
de 3 a 4 cada 60 dias para las tres variedades utilizadas.

2. Multiplicacién de brotes en medios liquidos

El pimer desafio que presento el proyecto fue evaluar la factibilidad de realizar la
multiplicacion de brotes de arandano en medios de cultivos liquidos, ya que el sistema de
inmersion temporal utiliza este sistema de cultivo.
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La revision de la literatura y la recomendacion del asesor intemacional Dr. Dagoberto
Castro fue iniciar este trabajo con algunos ensayos preliminares para evaluar la
susceptibilidad del arandano al medio liquido, para lo cual se planificaron dos tipos de
ensayos:

a) Evaluacion de diferentes concentraciones de amonio
b) Evaluacion de diferentes volimenes de medio de cultivo

a) Evaluacidn de diferentes concentraciones de amonio.

La literatura indica que la concentracién de amonio en el medio puede influir en el grado
de hiperhidricidad del tejido en medios liquidos. Por tal motivo, se establecieron ensayos
tendientes a evaluar el efecto de diferentes concentraciones de nitrato de amonio,
tomando como base un porcentaje de la concentracion normalmente usada en el medio
basal y sin utilizacién de agentes gelificantes. Es asl como se seleccionaron tres
tratamientos en medio liquido con dosis de nitrato de amonio, equivalentes a: 0% (sin
nitrato de amonio), 50% del medio basal (200mg/L) y 100% del medio basal (400mg/L) en
tres variedades de arandano {O’'Neal, Duke vy Eliiot). El medio basal utilizado fue el WPM,
en tres subcultivos.

El primer subcultivo se evalud a los 35 dias. Se incluyeron 30 explantes por repeticion.

En el primer subcultivo se evalud el nimero de explantes sanos, nimero de explantes
vivos, tasa de multiplicacion y numero de brotes por explantes. En el primer subcultivo de
este ensayo se utilizaron explantes nodales (1 nudo), pues es la unidad de subcultivo que
el laboratono utiliza en forma tradicional. El segundo subcultivo se evalué a los 20 dias a
fin de tener una comparacién con los otros cultivos (vid y papa) evaluados en el proyecto,
que se subcultivan normalmente cada 21 dias.

Resultados

Los brotes de arandano presentaron una alta susceptibilidad al medio liquido, lo que
implicé que practicamente un 100% de las hojas y brotes que estuvieron en contacto con



el medio liquido por un periodo largo se oxidaron completamente, comportamiento similar
a los obtenidos en los otros ensayos realizados en medios liquidos.

b) Evaluacién de diferentes volimenes de medio

La informaciéon disponible indicé que el volumen del medio de cultivo podria influir
directamente en el crecimiento y desarrollo de los brotes. Para abordar este factor se
realizd un ensayo con tres tratamientos: 10cc, 20cc y 30cc de medio por frasco en 3
variedades de arandano (O’Neal, Duke y Elliot) en tres subcultivos. El medio basal de
cultivo fue el WPM, sin agar y con el 100% de concentracion de Nitrato de Amoenio ya que
la oxidacion del tejido fue generalizada en el ensayo de evaluacion de concentraciones de
amonio. La unidad experimental fue un frasco con 10 explantes trinodales. Se utilizaron
10 repeticiones y 30 explantes/repeticion.

En este ensayo, el primer subcultivo se realizé a los 20 dias, pero el segundo y tercer
subcultivo se evalud a los 35 dias, ya que se demostré que en esta especie es mas
conveniente subcultivar cada 35 dias por su menor velocidad de crecimiento en relacion '

con los otros cultivos utilizados en el proyecto.

El tamario de frasco utilizado fue de 5,3 cm de diametro y 11cm de alto. De acuerdo a
este tamano de frasco los explantes estuvieron semi- sumergidos en el tratamiento de 10
mL (7 mm de altura de liquido) y sumergidos con los volimenes de 20mL {12 mm de

altura de medio) y 30 mL (16 mm de altura), respectivamente.

En este ensayo se evalud: nimero de brotes sanos e hiperhidratados, longitud de brotes y

relacion entre peso verde y peso seco en los 3 subcutivos.



Resultados

Los resultados de los ensayos de diferentes volimenes de medio confirnaron los
resultados anteriores, (diferentes concentraciones de amonio) es decir, el arandano
presenta una alta susceptibilidad al contacto directo con el medio liquido por un periodo
largo, independiente del volumen de medio utilizado., (o que implicé una fuerte oxidacion y
necrosis (muerte) del tejido. Practicamente el 100% de los brotes se oxidaron al estar en

contacto directo con el medio liguido.

3. Uso de brotes uninodales y trinodales

Antecedentes obtenidos en ofras especies indican que el uso de explantes de mayor
tamario permite acortar y facilitar el trabajo de multiplicacién en el SIT. Basado en esta
informacién se planificé un ensayo tendiente a evaluar el efecto del tamafio de los brotes
en arandano en su crecimiento y desarrollo, utilizando medio liquido. Para realizar esta
evaluacion se seleccionaron explantes uninodales y trinodales en las tres vanedades de

arandano.

Resultados

El porcentaje de brotes sanos, hiperhidratados, longitud de los brotes en el segundo y
tercer subcultivo utilizando explantes uninodales fue similar a los obtenidos cuando se
utilizé explantes trinodales, aunque se presentd un problema practico con los brotes
uninodales por su reducido tamaino. Este problema consistid en que los bvrotes
uninodales pasaban a través de las mageras junto con el medio liquido de un contenedor
a otro, lo que implicaba un contacto permanencia con el medio liquido y no una inmersidn
temporal de los brotes. Esta situacion fue solucionada colocando al final de las mangeras
del contenedor con brotes un género (gasa) que permitiera solo el paso del medio liquido
de un contenedor a otro y no de los brotes. Sin embargo, el uso de brotes uninodales
podria ser una altemnativa de multiplicacion cuando exista la necesidad de multiplicar una
determinada variedad en forma mas rapida, al contar con un mayor numero de brotes al

iniciar el proceso de multiplicacion.
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Los resultados obtenidos en este ensayo indicaron también que se presentd un alto
porcentaje de oxidacion en el tejido que estaba en contacto directo con el medio liquido,
como sucedid en los ensayos anteriores.

Los resultados obtenidos en los tres tipos de ensayos evaluados en medios liquidos
indicaron que: a) los brotes de arandanos son muy susceptibles al contacto con el medio
liquido; y b) se observé también que el nuevo crecimiento de las yemas, que no estuvo en
contacto directo con el medio liquido, presenté un color verde, aparentemente normal.
Esta situacion indicé que el arandano podria multiplicarse en el SIT siempre y cuando el
medio liquido estuviera en contacto con los brotes por un periodo muy corto de tiempo, lo
que obligara en los ensayos postenores a regular adecuadamente la frecuencia, tiempo y
duracion de inmersidon de los brotes al medio liquido.

D. Multiplicacion de brotes en el Sistema de Inmersién Temporal (SIT)

De acuerdo a la informacién obtenida en los experimentos de multiplicacion en medios
liquidos mencionados antenormente y en el sistema de inmersién temporal en vid
realizado en INIA Quilamapu, se recomend6é a HORTIFRUT realizar los ensayos en SIT
de arandano utilizando las frecuencias de 18 y 24 horas y el tiempo de inmersionde 1y 3
min para evitar los problemas de oxidacion del tejido al estar en contacto directo con el
medio liquido por un periodo mas largo.

El tipo de explante utilizado en estos experimentos fue tnnodal, para evitar los problemas
practicos mencionados anteriormente. Como los brotes obtenidos en SIT hasta este
momento no habian logrado también una longitud adecuada para salir a l1a etapa de
aclimatacién, durante este periodo se establecieron también varios ensayos preliminares
cuyo objetivo principal fue evaluar el efecto de diferentes dosis de giberelina (GA;) y
auxinas en la elongacion de los brotes de arandano y su relacion con las frecuencias y
tiempos de inmersion utilizadas.

1. Frecuencias y tiempos de inmersién

En una primera etapa, se evalud la frecuencia de inmersién de 18 y 24 horas y con un
tiempo de inmersién de 3 min. El medio utilizado fue el WPM, sin agar y el volumen del
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medio fue de 250 mL con 40 explantes trinodales por repeticién y tres repeticiones. El
periodo de evaluacién fue de 42 dias con un cambio de medio (subcultivo) a los 21 dias.

Las evaluaciones realizadas fueron nimero y longitud de brotes, peso seco y verde de los
brotes y hiperhidricidad y relacién peso seco/peso verde de los brotes.

Resultados

Los resultados obtenidos en SIT indicaron que las tres vanedades evaluadas presentaron
un comportamiento diferente: a) La variedad Elliot presentd en promedio s6lo 17% de los
brotes originales sanos, sin oxidacion; la variedad Duke tuvo un buen desarmolio, pero
presenté una coloracidn rojiza; y la variedad O'Neal mantuvo sus caracteristicas normales
de desarrolio; b) Las tasas de multiplicacion obtenidas en la variedad O'Neal fueron
altisimas en comparacién con la micropropagacion convencional. Considerando los 40
explantes tnnodales iniciales, en 42 dias de cultivo se desarrollaron 1722 brotes {(Cuadro
1), vale decir, se tuvo una tasa de multiplicacién de 43 en comparacién con la tasa de
multiplicaciéon en la micropropagacion convencional, donde obtiene, normalmente, una
taza de multiplicacién de 4-5 cada 60 dias.

Cuadro 1. Efecto de la frecuencia de inmersiéon en la produccién, largo y peso de los
brotes. Tiempo de Inmersion 3 minutos. 250mL de medio. 40 explantes
trinodales iniciales.

Brote

Variedad |Frecuencia (hr) Total Largo (mm) P. seco (gr)
Elliot 18 208 9,34 0,69

24 220 3,56 0,67
O’Neal 18 1.940 4 64 1,67

24 1.722 6,67 1,42
Duke 18 1.720 3,39 2,15

24 1.495 3,73 2,59

Los resultados obtenidos indican que las tasas de multiplicacion obtenidas fueron
extraordinanamente altas, siendo en algunos casos 10 veces supenor a |las obtenidas en
el sistema convencional. Se observé también una respuesta diferencial de las variedades.
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Con ambas frecuencias (18 y 24 horas), las varedades Duke y O'Neal produjeron el
mayor numero de brotes en comparacion a Elliot.

La alta tasa de multiplicacién obtenida en las vanedades O'Neal y Elliot contrasté con la
baja longitud de los brotes desarrollados. La altura minima de una planta para pasar a la
etapa de enraizamiento y aclimatacién debe ser de 20 mm vy en el cuadro 1 se observa
que el 100% de las brotes obtenidas en el SIT no llegaron a |a altura minima requerida
para pasar a la etapa de enraizamiento, Este tamafio de brote indicd que era necesario
incluir una etapa de elongacién para alcanzar el tamafio minimo requerido para el
enraizamiento de los brotes.

2.- Elongacion de los brotes

a) Uso de giberelina

La primera aproximacion para solucionar el problema del tamafo reducido de los brotes
fue evaluar el efecto de la giberelina en sistema in vitro convencional. Lo anterior se
realiz¢ adicionando a brotes que estaban en cultivo in vitro convencional 2 mL de
giberelina a cada frasco. Los frascos utilizados fueron de 150 cc y contenian 30cc medio
gelificado.

Se evaluaron 3 dosis 0,1; 0,5y 1 mg/L de GA3 y en las 3 variedades y al término del
ensayo se evalué el largo de los brotes.

Resultados

Los resultados obtenidos indicaron un efecto positivo pero no significativo a la adicion de
giberelina al medio sélo en las variedades O’'Neal y Duke, las cuales se adaptan mejor al
proceso de multiplicacion en el SIT. En estas variedades la dosis de gibererlina de 0.5
mg/L aumenté sélo levemente la longitud de los brotes (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Efecto del uso de giberelina en la elongacion de explantes de arandano en

micropropagacion convencional.

Variedad Dosis GA3 Largo de brotes
(mgiL) (mm)
Elliot 0,1 5,8
0,5 6,7
1 7,1
Testigo 0 9,0
O’ Neal 0,1 12,5
0,5 15,7
1 13,2
Testigo 0 13,4
Duke 0.1 7,9
0,5 10,1
1 7,9
Testigo 0 8.4

Aparentemente, las dosis estudiadas de GA; fueron insuficientes para producir brotes de
un tamafo supenor a 2 cm, considerado el tamarfio adecuado, para la multiplicacion de

arandanos (Cuadro 2).

Como la dosis gue tuvo mejor efecto en este ensayo preliminar fue la de 0,5 mg/L de GA;
se decidio estudiar el efecto de esta dosis de giberelina en el SIT. En este caso, se
estudiaron 2 frecuencias de inmersion, 18 y 24 horas, con un tiempo de inmersion de 3
minutos. El ensayo tuvo una duracion total de 63 dias. Los explantes permanecieron 42
dias en el medio WPM con un cambio de medio a los 21 dias y luego fueron sometidos a

21 dias de tratamiento con 0,5mg/L de giberelina (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Longitud de los brotes (cm), proliferaciéon, peso seco y relacion peso seco/peso
verde en tres vanedades de arandano y dos frecuencias de inmersién y una
aplicacién de 0,5mg/| de GA,.

Brote

Variedad Long {cm) Prol (N°) P seco (g} Ps/Pv
Frec (24 hrs)

Elliot 0.7 101.0 0.63 0.11

O’ Neal 1.8 1378.0 3.32 0.12

Duke 0.9 2590.0 3.54 0.10

Frec (18 hrs)

Elliot 0.7 420 1.04 0.27

O’ Neal 1.9 1866.0 541 0.14

Duke 1.4 1386.0 4.89 0.12

Los resultados de estos ensayos indicaron que el mayor porcentaje de brotes con altura
superior a 2 cm se obtuvo en la variedad O'Neal en las frecuencias de 18 y 24 horas. La
utilizacion de 0,5mg/L de GA; mejoré el porcentaje de brotes con altura superior a 2 cm de
20,1% a 39,0% y a 36,8% en la variedad O’Neal, con una frecuencia de 18 y 24 horas. Se
considerd que dicho porcentaje aun es bajo para pasar a la etapa de enraizamiento y
aclimatacién desde el punto de vista operacional. En las variedades Duke y Elliot los
porcentajes supenores a 2.0cm de longitud fueron aun menores (Cuadro 4).

Cuadro 4. Distnbucion de la longitud de brotes en SIT en tres variedades de arandano
evaluados en frecuencia 18 y 24 horas con 3 minutos de inmersién con
tratamiento de GA; 0,5mga/L.

Vanedades (% de brotes por rango)
Rango largo de Duke Elliot O Neal
brotes (cm)

18 hrs 24 hrs 18 hrs 24 hrs 18 hrs 24 hrs
0,1-2,0 815 5.0 93,0 96.0 % 61,0 63,2
2,1-7,0 18,5 50 7.0 40 390 36,8

Debido a los resultados obtenidos en los ensayos anteriores se establecio un nuevo
ensayo donde se evaluaron dosis mayores de GA; en diferentes frecuencias y tiempos de
inmersién utilizando, en esta oportunidad, s6lo la vanedad O'Neal. Los resultados
obtenidos indicaron que las mayores dosis de GA; no lograron aumentar el tamafo de los
brotes sobre los 2 cm en ninguna de las frecuencias y tiempos de inmersion (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Longitud de los brotes (cm), proliferacion, peso seco y relacion peso seco/peso
verde en la variedad O'Neal en dos frecuencias y tiempos de inmersién y dos

dosis de GA;.
Brote

Tratamientos Long (cm) Prol (N°) P seco () Ps/Pv
Frecitiempo GA3 (mg/L)

24 H-5min 3 1.4 3871 6.25 0.14
24 H-5min 2 1.4 3021 4.16 0.07
18 H-1min 3 1.2 1589 4.84 0.13
18 H-1min 2 1.2 233 8.05 0.16

La evaluacién de las dos frecuencias y tiempos de inmersion indicéd que si bien durante
los ensayos se lograron tasas de multiplicacién altisimas (40 y 43) para variedades Duke
y O’Neal en 18 horas 3 minutos el largo de brotes obtenide sigue siendo bajo (Cuadro 6).

Cuadro 6. Distribucion de la longitud de brotes en SIT en la vanedad Duke evaluados en
frecuencia 18 horas 1 minuto y 24 horas 5 minutos con diferentes dosis de GAs.

Brotes promedio (%)
Rango largo de 18 hrs, 1 min 24 hrs, 5 min
brotes (cm)

3 mg/L 2 mg/lL 3 mg/iL 2 mg/L
0,1-2,0 89,4 88,7 79,8 85,1
2170 10,6 11,3 20,2 14,9

Los datos obtenidos indican que la utilizacion de 3 mg/L de GA; mejord el porcentaje de
brotes con altura superior a 2 cm de 9.6 % a 20,2% en la variedad Duke dicho porcentaje
sigue siendo considerado bajo para tener una etapa de enraizamiento y aclimatacion
operacional adecuada.

Al analizar el efecto de la frecuencia de inmersion de 24 y 18 horas en el largo de los
brotes indicd que la altura de los brotes sigue siendo un problema a superar. Aunque |a
vaniedad Duke presenté un promedio de 4.3 cm y la vaniedad O Neal un promedio de 2.2
cm, no se presentaron diferencias significativas entre 18 y 24 horas en el largo de los
brotes. A pesar de esta situacién, los coeficientes de muitiplicacién obtenidos siguen
siendo altos en las tres vanedades (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Longitud de los brotes {cm), proliferacién, peso seco y relacién peso seco/peso
verde en tres variedades de arandano en dos frecuencias y tiempos de

inmersién.
Brote

Tratamiento Long (cm) Prol (N°) P. seco (g) Ps/Pv
Variedad

Elliot 1.3b 198.5¢ 1.47b 0.16a
O’ Neal 2.2b 351.4b 1.74b 0.14b
Duke 4.3a 791.4a 2.3%a 0.12¢
Frecuencia (Hrs)

18-5 3.1a 498.2a 1.48b 0.15a
18-1 1.9a 392.8a 2.26a 0.12b
24-5 2.4a 365.8a 2.22a 0.13b
24-1 3.0a 531.5a 1.62ab 0.17a

El analisis del porcentaje del largo de brotes obtenidos en el ensayo indico que el mayor
porcentaje de brotes que cumplen con la altura minima requerida se obtuvo en la variedad
O’Neal y con una frecuencia de 24 horas. Este porcentaje fue de un 20,1% del total de los
brotes producidos (Cuadro 8). Este porcentaje fue considerado bajo, por lo que fue
necesano incluir una etapa de elongacién de los brotes para poder ver la posibilidad de
aumentar el tamafo de los brotes.

Cuadro 8. Rango del largo de los brotes (cm) en tres variedades de arandano en dos
frecuencias de inmersién en SIT.

Variedades (% de brotes por rango)
Rango largo de Duke Elliot O’ Neal
brotes (cm)

18 hrs 24 hrs 18 hrs 24 hrs 18 hrs 24 hrs
0,1-2,0 90,4 99 93,0 96,0 86,2 79,9
2,14,0 9,6 1.0 7,0 4,0 13,8 20,1

2. Tiempo de inmersion y dosis de AIB

Como el uso de giberelina no logré producir un aito porcentaje de brotes con una altura
adecuada para pasar a la etapa de aclimatacion, se iniciaron ensayos para evaluar el
efecto de la auxina Acido Indol Butirico (IBA) en SIT en la longitud de los brotes.
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En esta oportunidad, se considerd necesario evaluar la frecuencia de 24 horas con 5,3 y
1 min de inmersién en la variedad O’Neal en presencia de AIB (0, 0.5 y 1 mg/L). El medio
de cultivo fue igual al utilizado en los ensayos anteriores.

El periodo de evaluacién fue de 63 dias, periodo utilizado en los sistemas convencionales
de micropropagacién. A los 21 dias se realizé6 cambio de medio y a los 21 dias siguientes
se cambid el medio usando las diferentes concentraciones de AIB, el ensayo se evalué a
los 21 dias siguientes. Se midié la longitud de brotes, proliferacion y relacion peso seco y
verde de los brotes.

Resultados

Los resultados del ensayo indicaron que el tiempo de inmersién influyd en algunas de las
vanables evaluadas. Por ejemplo, el tiempo de inmersion de 1 min aumento el largo y
peso seco de los brotes. Sin embargo, el tiempo de inmersion de 5 min produjo un peso
similar de brotes al tiempo de inmersion de 1 min (Cuadro 9).

Las dosis de IBA no tuvieron un efecto significativo en la longitud de los brotes ni en el
peso seco, pero si en (a relacidn peso seco/peso verde, donde el mayor valor se obtuvo
sin la aplicacién de IBA (Cuadro 9).

Cuadro 9. Longitud de ios brotes (cm), Peso seco (g) y relacion peso seco/peso verde de
arandanos vanedad O’Neal en diferentes tiempos de inmersién (min) y dosis
de IBA0. 0,5y 1 (mg/L).

Brote

Tiempo (min) Long (cm) P. seco (g) Ps/Pv
1 6.4a 0.30a 0.29a
3 4.7b 0.18b 0.27a
5 4.9b 0.29a 0.28a
Dosis IBA (mg/L)

0 5.4a 0.26a 0.35a
0.5 5.4a 0.22a 0.25b
1 5.4a 0.27a 0.24b

En resumen, la aplicacion de giberelina (GAs) y la auxina (IBA) en forma separada y en
combinacion condiferentes frecuencias y tiempo de inmersion no tuvieron un efecto
significativo en el aumento del largo de los brotes de arandano (mayor a 2 cm),
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considerado necesario para un adecuado enraizamiento y aclimatizacion en forma

operacional.

3. Volimenes de medio y numero de explantes

Para evaluar estas variables, se establecid un ensayo con un disefio expenmental
Completamente al azar en arregio factonal con 3 volimenes x 3 nimeros de explantes y 3
repeticiones. E| ensayo se realizé con la variedad O'Neal que fue |la variedad con una
mejor respuesta al SIT. Los tres volumenes de medio evaluados fueron: 250, 500 y
750mL y los tres numeros de explantes: 40, 60 y 80. Se utilizaron explantes trinodales.

Las evaluaciones realizadas fueron numero y longitud de brotes, peso seco y verde de los
brotes, hiperhidricidad y relacidn peso seco/peso verde de los brotes.

Resultados

La evaluacion del volumen y el nimero de explantes indicd que el tamaiio de los brotes
producidos sigue siendo el factor limitante en la micropropagacion de arandanos en SIT.
En este sentido, ni el volumen, ni el numero de explantes influyeron positiva y
significativamente sobre el tamafio de éstos. La proliferacién en SIT sigue siendo aita en
comparacion al sistema convencional. La calidad de los brotes medida, con la relaciéon
peso seco/peso verde, fue superior con 250 y 500mL y no se vio afectada
significativamente por el nimero de explantes (Cuadro 10).

Cuadro 10. iLongitud de los brotes (cm), proliferacién, peso seco y relacion peso
seco/peso verde en la variedad O’'Neal en tres volimenes de medio y tres
numero de explantes.

Brote

Tratamiento Long (cm) | Prol (N°) Peso seco (q) Ps/Pv
Volumen

250 1.7a 400.4b 1.5b 0.17a
500 1.6a 450.4b 1.6b 0.16ab
750 1.5a 644.3a 2.0a 0.14b
N° explantes

40 1.6a 415.6b 1.4b 0.15a
60 1.6a 497 4ab 1.6b 0.15a
80 1.6a 631.0a 2.2a 0.16a
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El analisis de los datos indicd también que el volumen del medio de 250 mL afectd
positivamente a la relacién peso seco/peso verde, produciéndose un mayor valor en
comparaciéon con 500 y 750 mL (Cuadro 10). Todas {as otras variables evaluadas, longitud
de brotes, proliferacién, peso verde y seco, no fueron afectadas por ninguno de los
volumenes estudiados. Los resultados del nimero de explantes evaluados indicaron que
todos presentaron un comportamiento similar y ninguno de ellos influencié positiva o
negativamente las vanables evaluadas (Cuadro 10).

Basado en los datos obfenidos anteriormente, la recomendacién es utilizar el menor
numero de explantes evaluados (40) y el menor volumen (250 mL) de medio para
multiplicar arandanos.

4.-Enraizamiento y aclimatacion

Posterior a cada evaluaciéon los brotes de arandano con altura sobre los 2 cm se fueron

traspasando a la etapa de enraizamiento y aclimatacion.

Los resuitados obtenidos indican que las plantas producidas en Sistema de Inmersion
Temporal no presentaron diferencias en el porcentaje enraizamiento y de sobrevivencia
en la etapa de aclimatacién, independientemente de su procedencia, es decir, del ensayo
que provenia. Ademas, las plantas producidas en SIT presentaron la misma capacidad de
enraizamiento y sobrevivencia a la aclimatacion que plantas micropropagadas en forma
convencional. Sin embargo, las plantas producidas en Sistemas de Inmersion Temporal
presentaron en la mayoria de los casos un tallo curvo debido a que los explantes emiten
un numero alto de plantas desde un mismo nudo. Este crecimiento curvo de las plantas
producidas en SIT hace que la plantacién y manipulacién del material sea mas lenta que
las plantas. pr_oducidaé en forma convencional que tienen _un tallo mas recto y son mas
faciles de manipular y plantar. La curvatura del tallo en platas producidas en SIT no
representa un problema en el enraizamiento y aclimatacion ya que la planta una vez que
se aclimata sigue creciendo y desarrollandose en forma normat.
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5. Escalamiento productivo

Una vez definida ia frecuencia, tiempo de inmersion, la mejor relacion numero de
explantes/volumen de medio, se establecid un ensayo de escalamiento productivo de
multiplicacion de arandano, variedad O’Neal bajo el SIT, utilizando explantes provenientes
de plantas producidas en el SIT.

Para el establecimiento del ensayo se utilizé la frecuencia de inmersion de 24 horas con
80 explantes y 300 mL de medio. En este ensayo se decidi¢ verificar nuevamente el
mejor tiempo de inmersion 1, 3 y 5 minutos y la mejor concentracion de auxina en el
medio WP.

Dado que se habian adquindo nuevos SIT y que se pretendia aplicar la técnica a nivel
comercial se montaron 3 experimentos con 12 SIT cada uno, vale decir un total 36 SIT.
Este ensayo de escalamiento productivo era el mas grande realizado en arandano hasta
el momento y para su montaje se emplearon 6 personas.

Lamentablemente, a los 7 dias el medio de cultivo comenzé a presentar turbidez, lo que
se habia estado observando anteriormente, aunque con menor intensidad. Al décimo dia
los medios estaban completamente turbios y oscuros, lo que significé la pérdida del
ensayo. Al ser consultado el asesor intermacional del proyecto, éste indicd que la turbidez
de los medios es normal en algunos cultivos que se multiplican en el Sistema de
Inmersion Temporal, que no era dafino para el crecimiento de los brotes, y solo constituia
una acumulacién de pigmentos. Esta mayor acumulacién de pigmentos en el medio de
cultivo se debi6 a la utilizacion sucesiva de brotes provenientes del SIT y no del proceso -
de micropropagacion convencional.

Por esta razon, se prefiri¢ introducir nuevamente matenal a in vitro en forma convencional
y realizar el ensayo de escalamiento productivo con material nuevo, proveniente de cultivo
in vitro convencional y no con matenal proveniente de los SIT.

Mientras se esperaba tener disponible brotes provenientes del cuitivo in vitro convencional
de la variedad O’Neal se establecieron dos ensayos de escalamiento productivo con la
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variedad Aurora. Esta variedad de arandano fue producida y liberada recientemente en la
Universidad del Estado de Michigan, (EE.UU) e introducida al pais por Hortifut. En esta
oportunidad se estudié también el efecto de diferentes dosis de la auxina (IBA) en la
elongacioén de los brotes.

Resultado

Los resuitados obtenidos indicaron que no existio diferencia significativa entre los tiempos
de inmersion (1, 3 y 5min) ni en las dosis de IBA evaluadas en la cinco caracteristicas
evaluadas (Cuadro 11).

Cuadro 11. Longitud de los brotes (cm), proliferacién (N°), peso seco (g) y relacién peso
seco/peso verde en arandano variedad Aurora con diferentes tiempos de
inmersion y dosis de IBA

Brote

Tiempo (min) Long (cm) Prol (N°®) P. seco (g) Ps/Pv
1 3.3a t11a 0.78a 0.10a
3 3.4a 107a 0.92a 0.11a
5 3.5a 109a 0.95a 0.11a
IBA (mg/L)

0 3.2a O8a 0.83a 0.10a
0.5 3.7a 121a 1.10a 0.11a
1 3.2a 95a 0.73a 0.10a

Promedios con la misma letra no son significativamente diferentes al 5%

A pesar de esta situacion es importante sefialar que con esta variedad y con la dosis de
0,5 mg/l de IBA, aplicado iuego de 42 dias multiplicaciéon en el SIT y evaluado a los 21
dias de su aplicacion, se obtuvo un 95% de los brotes sobre 3 cm. En esta oportunidad, la
mayor tasa de multiplicacién fue de solo 34 y los brotes producidos en el SIT presentaron
una coloracién rojiza.

En resumen, los resultados de este ensayo indicaron que: a) el uso de brotes
provenientes del cuitivo in vitro convencional, permiten obtener un porcentaje mayor de
brotes mas largos, aptos para el enraizamiento y aclimatizacion; b) no hubo una diferencia
significativa de los diferentes tiempos de inmersion (1,3, 5min) en el largo de los brotes; ¢)
las dosis de auxina (IBA) no influy6 significativamente en el largo de los brotes; y d) las
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variedades de arandano presentan un comportamiento diferente al ser cultivadas en el
SIT.

6. Escalamiento productivo y aplicacion de CO;

Una vez que se tuvo el matenal nuevo de la variedad O'Neal introducido a in vitro se
establecié nuevamente el ensayo de escalamiento productivo con esta variedad. Se utilizé
una frecuencia y tiempo de inmersion de 24 horas y 3min con 80 explantes por repeticion
y 300 mL de medio WP. A los 21 dias se realizé un cambio de medio donde los brotes en
crecimiento recibieron una inyeccion de CO. durante 1 minuto cada 6 horas y un
suplemento de una dosis de 0,Smg/L de IBA al medio. La evaluacion se realizd a ios 22
dias después de la instalacion del ensayo. Los datos obtenidos en este ensayo fueron
comparados con el tratamiento de 250 mL de volumen de medio y 80 explantes/repeticion
en el ensayo de volumen de medio, que representd el tratamiento sin inyeccion de CO;
(Cuadro 12).

Se evalud proliferacion, peso verde y seco de los brotes y la relacion peso seco/peso
verde a los 42 dias.

Resultados

La comparacion de los resultados con y sin CO; indicd que la inyecciéon de CO, mejord
solo el peso seco y la relacion peso seco/peso verde, lo que podria indicar un
mejoramiento de la calidad del brote producido. Por otro lado, la inyeccion del CO,; no
afecto la proliferacion ni el peso fresco (Cuadro 12).

Cuadro 12. Proliferacion (N°), peso seco, relacion peso seco/peso verde de brotes de la
variedad O’'Neal con y sin inyeccion de CO..

Tratamientos | - -— — - ——Broteg~

Prol {N°) P. seco (g) Ps/Pv
Con CO?2 583.3a 12.5a 0.49a
Sin CO2 473.5a 2.4b 0.18b

Al analizar la distribucion del largo de los brotes producidos se puede indicar que
aproximadamente el 53,4% de los brotes producidos, es decir, aquellos de tamario
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superior a 2 ¢m, estan en condiciones de pasar a la etapa de enraizamiento al
invernadero (Cuadro 13). La diferencia, o sea, el 46,6% de los brotes podrian volver al
sistema de inmersion para poder aumentar su tamafio, aumentando la eficiencia del
sistema. Al considerar solo el 53,4% de los brotes de tamario superior a 2 cm, la tasa de
multiplicacion del ensayo fue de 4. Sin embargo, si se considera la produccion total de
brotes la tasa de multiplicacién es de 7.3. La posibilidad de la utilizacion de los brotes
pequefios en una segunda inmersion temporal debiera ser evaluada préximamente.

Cuadro 13. Distribucion del largo de los brotes de la variedad O’Neal con inyeccion de

CO..
Total Distribucién largo de brotes {(cm)
0,1-2,0 2,140 416.0 6,1-8.0
584 (N°) 272 164 142 6
100 (%) 46,6 281 243 1,0

En la variedad O'Neal al combinar el uso de la auxina AIB (0,5mg/lt) y aplicacién de CO;
por 21 dias se logra subir el porcentaje de brotes supenores a 2 cm hasta un 54%.

Pese a que se termind el proyecto el laboratorio seguira haciendo ensayos combinados
con CO; y aplicaciones de auxina con la finalidad de aumentar ain mas el porcentaje de
brotes superiores a 2 cm.

E. Conclusiones

Las variedades de arandano presentan un compotamiento diferente a la multiplicaciéon en
el SIT. Las dos variedades que presentaron los mejores resultados son O'Neal y la nueva
variedad Aurora

En la variedad O’'Neal es factible el uso del SIT en forma comercial obteniendo tasa de

multiplicacion 5 cada 63 dias.con.plantas de.buena.calidad.para salir a invemadero.

En esta vanedad la mejor frecuencia obtenida es de 24 horas y 3 minutos de tiempo de
inmersion, trabajando con 80 explantes y 300mL de medio en botellas de 2 litros.
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En el SIT la variedad O’Neal debe pasar por una etapa de elongacién con auxinas previo
a la aclimatacion.

Aparentemente, el uso de brotes provenientes del SIT no es el mas recomendado para
obtener un largo adecuado de brotes para el enraizamiento y aclimatizacion. Por lo que se
recomienda utilizar brotes producidos en el sistema convencional. Este punto necesita de
mayores estudios para obtener una mayor seguridad en los resultados.

El porcentaje de enraizamiento y de la aclimataciéon en esta variedad fue comparable a la
de plantas producidas en el sistema de in vifro convencional.

La variedad Aurora, presenta también un comportamiento aceptable ai ser multiplicada en
el SIT, produciéndose un porcentaje alto de brotes aptos para un buen enraizamiento y
aclimatacion.

Los pasos a seguir en el sistema de multiplicacién de arandanos en el SIT son los
siguientes:

a) Producir brotes en medio WP, sistema convencional

b) Obtener e introducir brotes trinodales al SIT por 42 dias, con una frecuencia de 24
horas y un tiempo de 3 min, se incluye un subcultivo a los 21 dias.
c) Cosechar y clasificar los brotes mayores a 2cm.

a) Enraizar y aclimatizar los brotes mayores a 2 cm.

b) La necesidad de contar con un periodo de elongacidn posterior al periodo de
multiplicacion de los brotes pequefios es recomendable en O"'Neal, pero no esta claro
en la variedad Aurora. Este punto necesita mayores estudios.

-

. Recomendaciones

. Evaluar_el. comportamiento de_nuevas variedades_para.tener un protocolo general
. Mejorar el protocolo para multiplicar Elliot y Duke

. Estudiar el origen del oscurecimiento o enturbiamiento de los medios de cultivo

W N

. Estudiar las causas de la alta variabilidad en Ia longitud de los brotes obtenidos.
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PRODUCCION DE PLANTAS DE VID A TRAVES DEL SISTEMA DE INMERSION
TEMPORAL (SIT) EN BIOREACTORES

I. INTRODUCCION

1. Importancia

En las especies lefiosas se incluyé la vid por la importancia que tiene en el pais y por el
mayor desarrollo de las técnicas de micropropagacion en esta especie. Por estas razones
resultaba interesante evaluar la posibilidad de mejorar su sistema de micropropagacion a
través de! SIT.

El cultivo de la vid se ha basado en el uso de cultivares desarrollados en el extranjero y
adaptados a las condiciones nacionales. Sin embargo, desde 1988 se han hecho
esfuerzos por desarrollar un programa de mejoramiento genético para la obtencion de
variedades chilenas. Si bien se han obtenido selecciones promisorias, la introduccién de
variedades desde el extranjero sigue siendo la principal fuente de germoplasma
adaptados a los cambios en el mercado.

Por otro lado, en Chile existe gran preocupaciéon por el mejoramiento de la calidad del
material de propagacién con proyectos orientados a la venta de plantas libres de virus y
con identidad gendmica varietal, uso de plantas clonales de material importado,
certificacién chilena de las plantas de vid, uso de portainjertos y seleccién masal y clonal
del vifiedo chileno. Por esto, se ha ido intensificando el interés por el uso de portainjertos,
los que presentan varias ventajas en el cultivo, especialmente resistencia a nematodos y
adaptacién a diferentes tipos de suelos. Los portainjertos, desarrollados a partir de
especies diferentes a las cultivadas, han side introducidos tambien desde el extranjero,
donde su uso se remonta a principios del siglo pasado por necesidades agronémicas y
sanitarias.

La multiplicacién por estacas lefiosas ha sido el método mas empieado para ia produccién
de nuevas plantas de vid, para lo cual es indispensable una buena selecciéon masal y
clonal dei material inicial. La introduccién al pais de nuevo gemmoplasma de vid, cuitivares
o portainjertos, se ha realizado tradicionalmente mediante la introduccién de estacas, las
que permanecen por un periodo de dos afios en cuarentena en lugares supervisados por
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el SAG, donde la multiplicacidén del material original es escasa o nula, con los inminentes

peligros de introducir en el pais enfermedades o plagas asociadas a estas estacas.

La introduccién de matenal vegetal in vitro ofrece una tremenda ventaja comparativa a la
introduccioén de estacas leflosas. En primer lugar, el espacio usado por el matenial vegetal
es minimo. Las condiciones fitosanitarias del matenal introducido son superiores, ya que
por ser cultivo de tejidos hay ausencia de hongos y bacterias (los que se desarrollan
rapidamente sobre los medios nutntivos, por lo tanto son rapidamente identificables a
simple vista). El material vegetal puede ser multiplicado rapidamente y mantenido in vitro
hasta su liberacion por el SAG. El cultivo de apices meristematicos in vitro asegura la
limpieza de virus del matenal onginal, si este tuviera alguna infestacion. El andlisis
fitosanitario solicitado por el SAG se limita a la verificacién de la ausencia de virus
cuarentenarios y de fitoplasma, estos analisis son rapidos y la liberacion de material
puede ser realizada en un tiempo cercano a los dos meses. El Laboratorio de Cultivo de
Tejidos del INIA-CRI La Platina, es un laboratorio cuarentenario para la introduccién de
matenal in vitro, siendo usado rutinanamente por viveristas y productores, con el interés
de masificar rapidamente sus plantas y ha contribuido a la introduccidén de especies
nuevas y vanedades de interés para el pais.

Para la multiplicacion de selecciones provenientes de cruzamientos o de plantas
transgénicas que contengan genes de interés es esencial contar con tecnologias de
propagacion masiva y que aseguren la muitiplicacidn de plantas individuales en un corto
periodo. Sin embargo, la micropropagacidn de las plantas, tanto de nuevas variedades de
uva de mesa como de portainjertos intreducidos, se ha realizado en forma tradicional. Es
decir, de un frasco que contiene una planta, por divisidn de la misma se obtienen 3 0 4
frascos nuevos con el explante micropropagado, el cual al cabo de un mes
aproximadamente y dependiendo del vigor de la variedad y de la especie, se encuentra en
condiciones de ser propagado nuevamente. Esto constituye una limitacion en la
propagacion masiva del cultivo en forma rapida, con un alto requerimiento de mano de
obra especializada.

Los objetivos de adaptacion de una técnica que permitira masificar la obtencion de plantas
seleccionadas permitirian reducir el tiempo de multiplicacion del cultivo, reducir los costos
de cultivo en cuanto a mano de obra y acelerar la llegada al productor y su entrada en
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produccion de las varnedades mejoradas e introducidas. En este sentido, el uso de
bioreactores constituiria una solucién a este problema, ya que permiten la obtencién de un
gran nimero de plantas.

l. DESARROLLO DEL PROYECTO

A. Ubicacién de la unidad de trabajo

La produccion masiva de brotes de vides se realizé en el Laboratorio de Biotecnologia del
INIA Quilamapu. Este matenal sirvidé de base para realizar los ensayos en medios de
cultivo liquidos y en el Sistema de Inmersién temporal comprometidos en el proyecto.

B. Material Vegetal

Se seleccionaron dos variedades de vid en base a su importancia econémica y uso
comercial: a) Cabemet Sauvignon, variedad vinifera, y b) Sultanina, variedad de uva de
mesa, ambas variedades plantadas en el Centro Experimental Cauquenes (INIA).

C. Micropropagacién convencional
1. Multiplicacién de los brotes

a. Establecimiento in vitro

La cosecha de sarmientos de las variedades seleccionadas se realizé cuando las plantas
estaban en el periodo activo de crecimiento. Los sarmientos una vez cosechados fueron
transportadas en condiciones de alta humedad y baja temperatura (Cooler con hielo seco)
hasta el laboratorio de Biotecnologia del INIA Quilamapu donde fueron cortados y
almacenados a 4°C hasta su establecimiento.

De los trozos de sarmientos almacenados se seleccionaron segmentos nodales con
yemas semi. lignificadas. Estos- segmentos nodales se' deshojaron y lavaron en agua
potable comiente durante 30 a 60 min. para eliminar impurezas gruesas. Posteriormente,
estos segmentos fueron sometidos a un proceso de desinfeccién en [a camara de flujo
laminar.
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La desinfeccion realizada a los segmentos fue la siguiente: 1) Inmersién en una solucidon
de etanol al 70% durante 30 seg; 2) un enjuague con destilada estéril; 3) inmersion de ios
explantes en una solucidn de hipoclonto de sodio al 2% y adicion de unas gotas de
Tween, durante 15 minutos y; 4) cuatro enjuagues con agua destilada estéril.

Realizada la desinfeccion se extrajeron yemas de un tamaiio aproximado de 1 a 2 mm,
bajo la lupa y en camara de flujo laminar. Estas yemas fueron sembradas en el medio.
Murashige and Skoog (medio basal) medificado, en una disminucidn de la concentracién
del amonio y adicion de biotina, cisteina y pantotenato de calcio. Esta actividad inicial se
realizd con el apoyo del personal técnico del CRI La Platina a cargo de la Sra. Nicole
Hewstone, asesora del proyecto en aspectos relacionados con micropropagacion
convencional de vid.

Durante los meses de enero y febrero se establecieron un total de 1.382 yemas, 615 de la
variedad Cabemet Sauvignon y 767 de la variedad Sultanina. De este material in vifro se
seleccionaron 400 brotes de Cabemet Sauvignon y 190 brotes de Sultanina con un
crecimiento adecuado para iniciar los ensayos de la siguiente etapa (Figura 1), la
micropropagaciéon de los brotes en medios liquidos y bajo distintas concentraciones de
amonio en el medio. El material de menor desarrollo sera usado posteriormente cuando
alcance la altura y vigor adecuada para las etapas siguientes.

Respecto de los resultados de la desinfeccion, se logré una alta eficiencia del método
utilizado, considerando que el matenal que se introdujo al culltivo in vifro fue colectado
directamente desde el campo. Comparativamente, en la variedad Cabemet Sauvignon se
obtuvo ef menor nivel de contaminacion un 2%, mientras que para la variedad Sultanina
se obtuvo un 11%.

En cuanto a la respuesta de las yemas a la brotacion en el medio de cultivo seleccionado,

- se obtuvo-un 96%-de brotacién en la vaniedad- Cabemet Sauvignon y un 98% en la
variedad Sultanina, dentro de un periodo de 30 a 60 dias.
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b. Establecimiento de plantas madres

Paralelo al establecimiento in vitro se procedié a macropropagar matenal de las dos
variedades de vides en condiciones de invernadero. El objetivo de este trabajo fue contar
con plantas madres para dar continuidad al establecimiento de brotes en cultivo in vitro.
La ventaja de mantener este material en invemadero fue realizar un mejor control
fitosanitario, ademas de hacer un uso eficiente del tiempo y recursos en la obtencion de
los brotes, por su cercania al Laboratorio.

Se establecieron 57 estacas de Cabemet Sauvignon y 65 de Sultanina, las cuales fueron
plantadas en arena, en camas calientes y con un riego de nebulizacion frecuente, estas
condiciones se mantuvieron por un periodo de 30 dias. Postenormente, las estacas que
presentaron un buen desarrollo radicular fueron trasplantadas a macetas para favorecer

su desarrollo.

Resultados

En la macropropagacion se obtuvo un 71% de enraizamiento en las estacas de la
vanedad Cabemet Sauvignon y un 32% en la variedad Sultanina (Figura 2). Durante el
inicio del proyecto no se presentaron problemas en el proceso de masificacion del cultivo
in vitro convencional, con excepcion de la variedad Sultanina. En esta vanedad de vid se
detectd un porcentaje de contaminacién endégena bactenana, dificil de controlar por
medios convencionales, ello llevd a realizar una seleccion rigurosa del material a utilizar
en los ensayos. Cabe destacar, que la Empresa Hortifrut aporté nuevo matenal de
Sultanina, con un menor grado de contaminacion. Las actividades de masificacion de vid

se realizaron durante todo el desarrollo del proyecto.
2. Micropropagacién en medios liquidos
En el proyecto se consideraron dos actividades generales: 1) micropropgacion de vid,

arandano y papa en medios liquidos e inmersion temporal (SIT) y 2) microtuberizacién o
formacién de tubérculos in vitro en SIT.
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a. Medio basal

Para el pnmer caso y para determinar las mejores condiciones de cultivo de vid en medio
liquido, se considerd6 como medio basal, el medio de micropropagacion utilizado
convencionalmente, que es el medio MS (Anexo 2), con algunas modificaciones en las
vitaminas y suplementado con GA3 y obviamente, sin agar. A este medio basal se le

disminuye la concentracién de amonio.

La micropropagacion en medios liquidos incluyé dos tipos de ensayos: a) Evaluacion de
diferentes concentraciones de amonio; y b) Evaluacién de diferentes volimenes de medio
de cultivo.

b. Concentraciones de amonio

El establecimiento del ensayo con la varedad Suitanina y Cabemet Sauvignon en el
medio basal MS (Anexo 2). Para cada variedad se establecidé un ensayo donde se
evaluaron tres dosis de nitrato de amonio. 0% (sin nitrato de amonio), 50% del medio
basal (200mg/L) y 100% del medio basal (400mg/L) en un disefio completamente al azar
con 10 repeticiones y cuatro brotes/repeticion. Se utilizaron brotes de 3 a 5 cm de largo,
con 3 a 4 nudos por cada brote. Los tratamientos se incubaron a 25°C y con un
fotoperiodo de 16 hrs de luz y 8 horas de oscundad en agitacion constante a 100 rpm. Se
realizaron subcultivos cada 20 dias.

Las evaluaciones fueron las siguientes: numero de brotes sanos, hiperhidratados u
oxidados, longitud de los brotes, peso verde, peso seco y relacion peso seco/peso verde.

Resultados

En los ensayos de vid no se detectaron brotes muertos producto de los tratamientos
aplicados. En cambio, se observé un alto porcentaje (80%) de brotes y hojas oxidadas por
el contacto con el medio liquido (falta de oxigenacion), aunque ello no estuvo relacionado
con la concentracion de amonio. La oxidacion del tejido no afectd la viabilidad de los
brotes ya que las yemas que no estaban en contacto directo con el medio liquido
empezaron a brotar con una coloracién normal.
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c. Volimenes de medio de cultivo.

Se establecieron dos ensayos con la variedad Cabermet Sauvignon y Sultanina en el
medio basal MS. El Disefio Experimental fue un Completo al Azar con tres tratamientos y
10 repeticiones. Los tratamientos consistieron en tres vollimenes de medio de cultivo
liquido (5,10, 20 ml/explante). Cada repeticion estuvo constituida por cuatro brotes. El
tamano de los brotes fue de 3 a 5cm de largo y con 3 a 4 nudos.

Las condiciones de incubacion, subcultivos y evaluaciones fueron similares a las descritas
en los ensayos de concentraciones de amonio.

Resultados

El pnncipal problema que se presenté en los ensayos con vides fue la alta incidencia
(80%) de matenal oxidado, sin embargo, este materal no afecté la viabilidad de los
explantes, pues a partir de ellos crecieron y se desarrollaron las yemas axilares. El
problema de oxidacion estuvo directamente asociado al volumen de medio liquido
empleado en el ensayo, es decir, a mayor volumen de medio de cultivo liquido, mayor
oxidacion. En estos ensayos no se presento hiperhidratacién.

Para continuar con la multiplicacion de vid en medio liquido es indispensable manejar
adecuadamente la frecuencia de inmersion en el SIT ya que en los ensayos actuales, los
explantes estuvieron sumergidos constantemente en el medio liquido. Por otro lado, en
los bioreactores el contacto de los explantes con el medio de cultivo liquido es temporal,
lo que puede cambiar radicalmente este problema.

D. Multiplicacién de los brotes en el Sistema de inmersion temporal (SIT)

1. Frecuencia y tiempo de inmersion

De acuerdo a la informacién obtenida en los experimentos de multiplicacién en medios
liquidos se realizaron algunas modificaciones a las frecuencias de inmersion establecidas
previamente el proyecto. En el caso de vid se establecieron las frecuencias de 18 y 24
horas y los tiempos de inmersion de 1, 3, 5 min. Ei volumen del medio fue de 250 mL con

9 explantes por repeticion y seis repeticiones. El periodo de evaluacion fue de 42 dias con
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un cambio de medio liquido a los 21 dias. El medio de cultivo utilizado fue el descnto
anteriormente.

Las evaluaciones realizadas fueron numero y longitud de brotes, peso seco y verde de los
brotes y hiperhidricidad y relacién peso seco/peso verde de los brotes.

Resultados

Basados en los resultados de la evaluacion de tres frecuencias (6 y 12 horas) y un tiempo
de inmersién (3 min). y una menor necrosis de los tejidos, se decidié evaluar la frecuencia
de 18 horas con dos tiempos de inmersién (3 y 5 min).

La evaluacién de las diferentes frecuencias y tiempos de inmersién en forma separada
indicé que en general la vanedad Sultanina presenté un mejor comportamiento que
Cabemet Sauvignon en el SIT. Este mejor comportamiento se expresd en los mayores
valores obtenidos en algunas de las variables evaluadas (Cuadro 1).

Cuadro 1. Efecto de la frecuencia (horas) y tiempo de inmersion (min) en la longitud de los
brotes (cm), proliferacién (N°) peso seco (gr) y relacién peso seco/ verde en dos
variedades de vid.

Brotes
Variedades™ | Frecuencia | Tiempo |Long (cm) |Prol (N°)| P. seco (gr) Ps/Pv
(horas) (min)
Cabemet 6 3 2.2a 8.0a 0.05a 0.18a
Sultanina 6 3 3.8b 7.8a 0.11a 0.20a
Cabemet 12 3 3.3a 7.8a 0.10a 0.19a
Sultanina 12 3 5.0b 10.4b 0.19b 0.20a
Cabemet 18 3 4 3a 1.3a 0.07a 0.18a
Sultanina 18 3 4.5a 4.6b 0.14b 0.20a
Cabemet |- 18 -|[-—85---|- 41a—-  1.3a 0.20a 0.20a
Sultanina 18 5 6.2b 1.7b 0.30a 0.17a

* Comparaciones entre variedades dentro de cada frecuencia y tiempo
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El analisis de los datos de las tres frecuencias de inmersién (6, 12 y 18 horas) con un

tiempo similar de inmersién (3 min) indica que los mejores indices se obtuvieron con

frecuencias de 12 y 18 horas (Cuadro 2). Sin embargo, en la frecuencia de 18 horas se

observo un menor porcentaje de necrosis en las plantas.

Cuadro 2. Efecto de la frecuencia (horas) y tiempo de inmersién (min) en la longitud de los
brotes (cm), proliferacion (N°) peso seco (gr) y relacion peso secofverde en dos

variedades de vid.

Brotes
Variedades Frecuencia | Tiempo |Long (cm)| Prol (N°) | P.seco (gr) | Ps/Pv
(horas) {min)
Cabemet 6 3 2.2 8.0 0.05 0.18
12 3 3.3 7.8 0.10 0.19
18 3 4.3 1.3 0.07 0.18
Sultanina 6 3 38 7.8 0.11 0.20
12 3 50 104 0.19 0.20
18 3 45 496 0.14 0.20
Variedades
Cabemet 4.4a 57a 0.49a 0.46a
Sultanina 3.3b 7.9b 0.15a 0.20a
Frecuencias
6 3.0b 8.2a 0.08a 0.43a
12 4.1ab 9.3a 0.77a 0.89a
18 4.4a 27b 0.10a 0.19a

El analisis de los datos de los dos tiempos de inmersién con la frecuencia de 18 horas

indica que con 3 y 5 min se obtiene un patron de comportamiento muy similar en vid

(Cuadro 3).
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Cuadro 3. Efecto de la frecuencia (horas) y tiempo de inmersion (min) en la longitud de
los brotes {cm), proliferacién (N°) peso seco (gr) y relacion peso seco/verde en
dos variedades de vid.

Brote
Variedades Frecuencia | Tiempo | Long {(cm)| Prol (N°) | P. seco (gr) | Ps/Pv
(horas) (min)

Cabemet 18 3 4.3 1.3 0.07 0.18
Sultanina 18 3 4.5 4.6 0.14 0.20
Cabemet 18 5 4.1 1.3 0.20 0.20
Sultanina 18 5 6.2 1.7 0.30 0.17
Variedad
Cabemet 4.2a 1.3a 0.08a 0.18a
Sultanina 5.4a 2.9b 0.22b 0.19a
Tiempo

18 3 5.1a 2.7a 0.10a 0.19a

5 4.4a 1.5b 0.19b 0.18a

A pesar de los resultados obtenidos, es importante evaluar ia frecuencia de 24 horas y el
tiempo de inmersién de 1 min. para tener una rango completo de las posibles altermativas
de frecuencias y tiempos de inmersién en esta especie que es tan susceptible a la

multiplicacién en medio liquido.

En este informe se presenta la comparacion de las frecuencias de 18 y 24 horas y los
tiempos de inmersién de 1, 3 y 5 min (Cuadro 4).

Cuadro 4. Efecto de la frecuencia (horas) y tiempo de inmersién (min) en la longitud de los
brotes (cm), proliferacién (N°) peso seco (gr) y relacién peso seco/verde en dos
variedades de vid.

Brotes
Tratamiento Long (cm) [Prol (N°) |P.seco{g) |[Ps/Pv Yemas (N°)
Variedad
Sultanina 6.22 2.0a 0.21a 0.24a 12.1a
Cabemet 3.7b 1.3b 0.09b 0.19a 7.8b
Frecuencia (hrs
18 : 5.0a 1.9a 0.17a 0.12a 12.0a
24 4.9° 1.3b 0.13b 0.20a 8.5b
Tiempo (min)
1 5.0a 2.1a 0.17a 0.18a 10.2a
3 5.0a 1.5b 0.13b 0.19a 9.7a
5 4.9 1.3b 0.15ab 0.10b 10.1a
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La evaluacion de las diferentes frecuencias y tiempos de inmersién en forma conjunta
indico que, en general, la variedad Sultanina presenté un mejor comportamiento que
Cabemet Sauvignon en el SIT. Este mejor comportamiento se expres6 en los mayores
valores obtenidos en todas las variables evaluadas (Cuadro 4) y en la apariencia de las
plantas.

Al comparar estas dos frecuencias, se observa que la de 18 horas es supernor a la de 24
horas al considerar las siguientes variables, el numero de brotes por explante
(proliferacién), peso seco, y numero de yemas. Sin embargo, no se presentaron
diferencias significativas entre 18 y 24 horas en la longitud de brotes, peso verde y
relacién peso seco/peso verde (Cuadro 4).

El analisis de los datos de los tres tiempos de inmersién (1, 3 y 5 min.) indicé que no hubo
diferencias significativas entre los tiempos al considerar la longitud de los brotes, peso
verde, relacion Ps/Pv y numero de yemas. En el nimero de brotes en los tiempos de
inmersion de 3 y 5 min fueron superiores a 1 min. , sin embargo, la menor relacién peso
seco/ peso verde se obtuvo con un tiempo de inmersidon de 5 min, siendo similar en las
frecuencias de 1 y 5 min.

Ahora si comparamos e! comportamiento de las dos variedades de vid en relacién a las
cuatro frecuencias evaluadas (6, 12, 18 y 24 hrs.) y un tiempo de 3 min, se puede indicar
que, la vanedad Sultanina sigue teniendo un comportamiento superior a Cabemet
Sauvignon al considerar cuatro de las cinco variables consideradas (Cuadro 5). Ahora, al
considerar el efecto de las cuatro frecuencias se observa que el nimero de brotes/por
explantes es muy superior con la frecuencia de 6 y 12 horas comparada con las
frecuencias de 18 y 24 horas (Cuadro 5). Sin embargo, en la frecuencia de 6 y 12 hrs. se
observa un porcentaje mayor de necrosis en los explantes iniciales (madres), aunque este
efecto disminuye en los brotes nuevos. La relaciéon Ps/Pv que se podria considerar como
un indice de calidad de los brotes indica gue no existen diferencias significativas entre las
cuatro frecuencias evaluadas (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Longitud de los brotes (cm), nimero de brotes/explante, peso seco y relacién
peso seco/peso verde en dos variedades de vid y cuatro frecuencias de

inmersion.
Brote

Variedad Longitud (cm) | Brote/ expl (N°) |P. seco (gr) Ps/Pv
Variedad
Sultanina 51a 6.3a 0.15a 0.20a
Cabemet 3.5b 46Db 0.08b 0.18a
Frecuencia (hrs)
6 3.0c 8.2a 0.08c 0.20a
12 4.2bc 93a 0.13ab 0.20a
18 4.4ab 2.7b 0.10bc 0.18a
24 56a 1.5b 0.168a 0.21a

Tiempo: 3 min

2. Volimenes de medio y namero de explantes

Se establecié un ensayo en un Disefio Completamente al azar con arreglo factorial 2
variedades x 3 volimenes x 3 numeros de explantes x 3 repeticiones. Las vanedades
utilizadas fueron Sultanina y Cabemet Sauvignon, los volimenes de medio 250, 500 y
750mL y el nimero de explantes de 6, 9y 12.

Las evaluaciones realizadas fueron numero y longitud de brotes, peso seco y verde de los
brotes, hiperhidricidad y relacién peso seco/peso verde de los brotes.

Resultados

Los resultados indicaron que la variedad Sultanina presentd una mayor longitud de los
brotes, peso verde y seco (Cuadro 8). La evaluacion de la proliferacion, relacion peso
seco/peso verde y namero de yemas presentaron un comportamiento similar en ambas
variedades. En el andlisis del volumen de los medios se establecié que 500 mL presentd
solo un mayor peso de los explantes y un mayor nOmero de yemas /planta. En cuanto-al
“numero de explantes podemos-decir que 6 explantes presentaron un mayor peso verde,
seco y numero de yemas/planta (Cuadro 8).
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Cuadro 6. Longitud de fos brotes (cm), proliferacion (N°), peso seco (g) y retaciéon peso

seco/peso verde en vid con diferentes volimenes y nimero de explantes.

Variedad Long (cm}) Prol (N°) P. seco Ps/Pv Yemas (N°)
Suitanina 4.5? 2.2a 0.23a 0.54a 10.4a
Cabemet 2.82 2.2a 0.07b 0.57a 10.7a
Volumen

250 3.7 2.2a 0.15b 0. 57a 11.2ab
500 3.9° 2.2a 0.19a 0. 56a 11.5a
750 3.4° 2.2a 0.12b 0.56a 9.2b
N° explantes

6 3.72 2.3a 0.18a 0.56a 11.7a
9 3.6° 2.1a 0.14b 0.55a 10.5ab
12 3.5¢ 2.2a 0.13b 0.54a 9.3b

3. Proliferacion

a. Efecto del paclobutrazol

La tasa de multiplicacién de la vid estd negativamente asociada a la frecuencia de

inmersién, es decir, a medida que se aumenta la frecuencia de inmersién se reduce la

tasa de multiplicacion. Lamentablemente, con frecuencia de inmersion inferiores de 18

horas el porcentaje de oxidacién de los brotes aumenta exponencialmente. Por este

motivo se propuso la altemativa de usar el Paclobutrazol (PBZ) para mejorar la tasa de

multiplicacion de vid en frecuencias de 18 y 24 horas.

El diserio expenmental fue un Completamente al azar con tres tratamientos (dosis de PBZ

de 0, 0.5 y 1 mL/L} con 6 repeticiones en la variedad Sultanina y Cabermet Sauvignon. Los

explantes seleccionados fueron de tres nudos y con un buen vigor y desarrollo.

Las evaluaciones fueron el numero de brotes y longitud de ellos a los 20 y 30 dias del
establecimiento.

Resultados

Los resultados obtenidos a los 20 dias indican que las dosis mayores indujeron un mayor

porcentaje de raices, en cambio ias dosis bajas promovieron la formacién de callo. El

PBZ no estimuld una mayor brotacién en la vid (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Efecto de paclobutrazo! en la brotacion y formacién de raices en brotes de dos

variedades de vid (20 dias).

Dosis (mg/L) [ N°nudos | N°raices | Observaciones
Sultanina
0 4.1 0.66 Callo en la base del explante (83%)
0,5 3.1 4.1 Minimo 2 raices por explante
1 3.2 1.4 40% formé raices
Cabemet Sauvignon
0 4.5 0 Callo en la base del explante (100%)
0,5 3.3 4.0 1 explante presentd hojas rojas (sin raiz)
1 3.5 3.1 50% presenta raiz.

Al observar el efecto del PBZ a los 30 dias se observd que el porcentaje de raicillas y el
namero de nudos aumentd en comparacion que a los 30 dias. Las diferentes dosis de

PBZ no estimularon la brotacion en vid (Cuadro 8).

Cuadro 8. Efecto de paclobutrazol en la brotacion y formacion de raices en brotes de dos

variedades de vid (30 dias).

Dosis (mg/l.) | N°nudos | N°raices | Observaciones
Sultanina
0 5.1 0.6 Plantula alongada
0,5 5.1 7.8 Formacién de raicillas secundarias.
1 3.4 2 Formacién de raicillas secundarias
Cabemet Sauvignon
0 5.6 1 Plantula alongada
0,5 4.0 13.8 Formacién de raicillas secundarias.
1 4.1 10 Formacién de raicillas secundarnas

b. Efecto de BAP y PBZ

En forma paralela al ensayo anterior se establecid6 un ensayo complementario para
evaluar el’efécto combinado del BAP y PBZ: 0.1 mg/ BAP; 0.1 mg/l BAP + 0.5mg/l PBZ,
0.1 mg/l BAP + 1 mg/l PBZ.
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Resultados

Los resultados obtenidos en ia evaluacion a los 20 dias, indicaron una reduccion en la

formacion de raices y un nulo efecto en la brotacién comparado con el testigo (Cuadro 9).

Cuadro 9. Efecto de dosis de BAP y PBZ en brotacion y enraizamiento de vid (20 dias)

Dosis (mg/L)

| N° nudos | N° raices |

Observaciones

Sultanina

0.1 BAP (testigo) 4.1 0.6 Formacion de callo en la base (83%)
0.1 BAP+0.5 PBZ 3.3 0 Formacion de callo en la base (83%)
0.1 BAP+1 PBZ 33 0 Formacion de callo en la base (100%)
Cabemet Sauvignon

0.1 BAP 4.5 0 Callo en la base del explante (100%)
0.1 BAP+0.5 PBZ 3.0 0.5 Formacién de callo en la base (83%)
0.1 BAP+1 PBZ 3.0 0.7 Formacién de callo en la base (83%)

La evaluacién a los 30 dias (Cuadro 10) y 40 dias se mantuvo la misma tendencia

observada a los 20 dias, (Cuadro 9).

Cuadro 10. Efecto de dosis de BAP y PBZ en brotacion y enraizamiento de Sultanina (30

dias).
Medio | N° nudos | N°raices | Observaciones

Sultanina

0.1 BAP 52 0.7 Formacién de callo en la base (83%)

0.1 BAP+0.5 PBZ 3.8 0.2 Formacion de callo en la base (83%)

0.1 BAP+1 PBZ 35 0 Formacion de callo en la base (100%) y un
' 66% presenta hojas de color café

Cabemet Sauvignon

0.1 BAP 5.7 1 Formacién de callo en la base 50%.

0.1 BAP+0.5 PBZ 38 58 Formacién de callo en la base (83%) y las
) ’ raices presentan raicillas secundarias.

0.1 BAP+1 PBZ 33 79 Formacion de callo en la base (100%) y un

c. BAP

50% presenta hojas café y rojas

En esta oportunidad se evaluaron los siguientes tratamientos: 0.1 mg/l BAP; 0.3 mg/l BAP;

0.5 mg/l BAP;MV4: 1 mg/l BAP.
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Resultados

Los resultados obtenidos indicaron que los tratamientos evaluados no aumentaron la
brotacidon de la vid, sin embargo redujeron el enraizamiento.(Cuadro 11). Esta tendencia
se mantuvo en las evaluaciones a los 30 dias y en las evaluaciones de dosis mayores de
BAP (1.5,2.0,25, 3.0 mg/L)

Cuadro 11. Efecto de dosis BAP en la brotacién y enraizamiento en dos variedades de Vid

a los 20 dias.
Dosis (mg/L) | N° Brotes | N° nudos | N° raices | Observaciones
Sultanina
s}
0.1 (Testigo) 1 4.83 0.16 Sg;’oe de los explantes callo en la
33% callo en la base, algunos
0.3 1.3 45 0 explantes hojas rojas(33%).
0.5 1.3 5.33 0 67% formacién calio en la base.
67% formacién callo en la base,
1 1.8 5.66 .
siendo este mas grande.
Cabemet Sauvignon
50% formacion  callo, 33%
0.1 1.33 5.16 1.66 explantes hojas borde rojo
0.3 *1.8 *6 *0 100% formacion callo en la base.
0.5 25 8 0 83%formacion callo en la base.
67% formacion callo en la base,
1 *3.3 *9 *0 siendo estos mas grandes. 1 expl
presentd hojas repolladas.

4. Aplicacion de CO;

Los antecedentes bibliograficos disponibles sugieren que la aplicacion de CO, en el
Sistema de inmersion temporal en algunos cultivos ha mejorado la calidad de los brotes
producidos. Por este motivo se planificd un ensayo tendiente a evaluar el efecto de la
aplicacion de CO, durante el proceso de multiplicacion de fos brotes en vid. En este
ensayo se utilizaron las vanedades Sultanina y Cabemet Sauvignon en presencia y
ausencia de CO, durante toda la fase &E—rﬁultiplicacién es decir, durante 42 dias. La
inyeccién de CO, fue de 1litro/min con una frecuencia de 6 horas. Las condiciones del

ensayo fueron similares a las descritas anteriormente.
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Resuitados

Los resultados obtenidos indicaron que las dos vanedades presentaron un
comportamiento diferencial. La vanedad Sultanina presenté un mejor comportamiento en
practicamente todos las caracteristicas evaluadas que la variedad Cabernet Sauvignon,
con excepcion de la relacion peso seco/peso verde, donde las dos vanedades
presentaron un comportamiento similar (Cuadro 12).

Al analizar los resultados del efecto promedio de la aplicacion de CO, en las dos
variedades, se pudo observar gue este tratamiento no afecté significativamente a los
parametros evaluados, con excepcion a la proliferacion, donde la inyeccion de CO, redujo
el nimero de brotes producidos (Cuadro 12),

Cuadro 12. Longitud (cm), proliferacion N°), peso seco (g) y relacién peso seco/peso
verde de dos variedades de vid en presencia y ausencia de CO..

Tratamiento Brotes

Long (cm) Prol (N°) P. seco (g) Ps/Pv
Vanedades
Sultanina 7.2a 2.0a 0.18°2 021a
Cabemet Sauvignon 5.4b 1.3b 0.10b 0.20a
Inyeccién de CO2
Con 7.3a 1.1b 0.15° 0.20a
Sin 5.3a 2.1a 0.13* 0.21a

5. Enraizamiento y aclimatacion

El medio de cultivo utilizado durante el proceso de multiplicacion de la vid en el SIT
promovio el desarrollo de las raices en los bioreactores, produciéndose plantulas de buen
tamafio y con sistema radicular bien desarrollado, por lo tanto no fue necesario realizar

este proceso en el invemadero.

Debido al buen desarrolic de las plantas y a su sistema radicular las plantas producidas
en el SIT presentaron un buen comportamiento durante el proceso de aclimatacion,
produciéndose un bajo porcentaje de pérdidas de plantas, menor al 5%. El sistema de
aclimatacion se realizé en primavera-verano y usando como sustrato vermiculita y vasos
plasticos.
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E. Conclusiones

Resultados en medios liquidos
Alta susceptibilidad de la vid al medio liquido.
Resultados en el SIT
Respuesta diferencial de las variedades de vid
Cv. Sultanina mejor respuesta que C. Sauvighon
Frecuencia y tiempo de inmersion
18 Hrs y 3 min
Volumen de medio y niumero de explantes
250 mL y 9 explantes
Buena aclimatacion de las plantas
Buen crecimiento parte aérea
Buen crecimiento y tamafio de las raices
Bajo porcentaje de pérdidas de plantulas

Ei sistema de multiplicacion de plantas de vid en el SIT incluye las siguientes etapas:

a) Produccion de brotes en el sistema de micropropagacion convencional

b} Multiplicacién de los brotes de tres nudos en el SIT por 42 dias, con un subcultivo a los
21 dias. Frecuencia cada 18 horas y tiempo de inmersion cada 3 min, volumen de medio
250 mL y 9 brotes por contenedor.

¢} Enraizamiento en el medio de multiplicacién de multiplicacion en el SIT a los 42 dias.

d) Aclimatizacion de las plantas enraizadas en el SIT, en invemadero

F. Recomendaciones

1. Es importante continuar trabajando con el objetivo de:
-a}y-Incorporar-nuevas variedades para ampliar-el conocimiento de su comportamiento
enel SIT
b) Mejorar la tasa de multiplicacién de {a vid ya que en frecuencias inferiores a 18
horas se observa una tasa de multiplicacion entre 7-8, lo cual lo hace muy
atractivo, sin embargo, a estas frecuencias se produce un alto porcentaje de
oxidacion de las plantulas.
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c) Explorar la posibilidad de mejorar el comportamiento de Cabemet Sauvignon ya
que bajo las condiciones evaluadas tuvo un mal desarrollo
d) Evaluar las plantas producidas en el SIT en el campo para evaluar su produccion y
calidad de la fruta
2. Utilizar esta tecnologia para muitiplicar nuevas variedades introducidas al pais y reducir
el tiempo de cuarentena
3. Utilizar esta tecnologia para producir plantas madres, las que luego pueden ser
utilizadas como fuente de matenal genético para la propagacion vegetativa.
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PRODUCCION DE PLANTAS Y MICROTERCULOS-SEMILLA DE PAPA A TRAVES
DEL SISTEMA DE INMERSION TEMPORAL (SIT) EN BIOREACTORES.

I. INTRODUCCION

La superficie plantada de papas (Solanum tuberosum L) en el pais ha fluctuado entre 56 y
59.500 has en los ultimos tres afios, con una produccién de 1 a 1,1 milldn de toneladas
meétricas y un rendimiento entre 19 y 21 ton métricas por hectarea.

El cultivo de la papa se desarmolla principalmente desde ia IV hasta la X region,
concentrandose un 60% de la produccién nacional entre las regiones VI, IX y X. Parte
importante de la superficie plantada (70 a 80%) se destina a la produccion de primores,
principaimente entre la iV y la VIl regiones con diferentes énfasis. Es asi como toda la
produccion de la 1V comesponde a primores y solo parte de ella en la zona central del
pais.

El mercado intemo de la papa se caracteriza por ciclos de alta oferta precedidos por
periodos de baja, asociados a precios bajos y aitos. Esta situacion tiene uma gran
importancia ya que un 48% de la cosecha de este tubérculo se comercializa como
producto para consumo fresco en los principales centros mayoristas del pais, mientras
que un 17% se destina al procesamiento industnal, un 14% a papa-semilla, un 15% se
pierde durante el almacenaje y la diferencia en autoconsumo.

Las variedades de para se definen segun: el destino de su produccion, consumo fresco e
industria (primor, guarda, procesamiento), color de la piel, calidad culinara, potencial de
rendimiento, adaptacién agronomica y su resistencia o tolerancia a enfermedades y
plagas.

En el afo-2004 se observé un leve incremento de las exportaciones de papa. Los
principales productos exportados son: copos (puré), papa semilla, papas preparadas y
para consumo fresco, congeladas y sin congelar. Durante el aito 2004 se export6é un total
de 2.793 tons de papas por un valor de US$ 2 millones.
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Durante el mismo periodo se importaron un total de 12.500 ton repartidas en puré, papas
preparadas u y sin preparar, congeladas y frescas, sémola y almidon por un valor de
US$9.4 millones.

Uno de los principales problemas en el cuitivo de la papa es el uso de semilla- tubérculos
de baja calidad, siendo el uso de semilla certificada o mejorada muy bajo. Es asi como
durante la temporada 2003/2004 se registraron solo 419 has de semilleros papa para
abastecer la demanda nacional, supenor en un 3,9% a la temporada anterior. Esta
situacion se produce a pesar de existir una amplia oferta de variedades en el mercado,
de alto potencial de rendimiento y para varios usos.

Un tubérculo-semilla de buena calidad asegura un alto rendimiento, pureza varietal y un
excelente estado sanitario, 1o que redunda finaimente en la expresidbn del maximo
potencial productivo de la variedad.

En el pais existen tres tipos de tubérculos-semilias, aqueilas provenientes del programa
de ceriificacion, la semilla corriente, semilla propia. La semilla certificada es aquella que
ha sido sometida a un proceso de produccidn supervisado por el Servicio Agricola y
Ganadero que garantiza la mantencién de la identidad, pureza y sanidad. En el aspecto
sanitario la papa es atacada por varios hongos, bacterias y virus que afectan
considerablemente la produccion y calidad de los tubérculos. Las plagas cuarentenanas
son: nematodo del quiste (Globodera rostochensis y G. pallida), marchitez bacteriana de
la papa (Ralstonia solanacearum) y el carbon de la papa (Angiosorus solani).

Esta situacién hace que la produccién tubérculos-semillas certificada sea un proceso
complejo y que toma alrededor de siete afios, donde se combinan trabajos de seleccion
de plantas sanas, micropropagacién, multiplicacidn en invermadero y campo.

Objetivo-general- - - - —— - -— - - = m -

Determinar la factibilidad de implementar la produccion de microtubérculos-semilla
utilizando el Sistema de Inmersion temporal (SIT) en bioreactores para mejorar la
eficiencia y rentabilidad de esta actividad.
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Objetivos especificos

1. Evaluar ia multiplicacion de plantas de papas en medios liquidos

2. Determinar los factores que afectan la produccién de plantas y tubérculos-semiilas, en
el SIT

3. Determinar estabilidad genética material propagado en el SIT

4. Analizar econémicamente los sistemas evaluados

5. Difundir y transfenr |la tecnologia a los usuarios

l. ETAPAS EN LA PRODUCCION DE TUBERCULO-SEMILLA

Para facilitar la comprensién del trabajo realizado en el proyecto y su insercion en la
produccion de tubérculos-semilla se describira brevemente el proceso de produccién de
las etapas de semilla prebasica, basicas y certificada o comente.

A. Tubérculo-semilla prebasica. Esta etapa dura 2 afios y cuenta con cuatro actividades
durante el primer aflo y una plantacion de campo el segundo afio. El objetivo del proyecto
es impactar en las actividad dos, tres y cuatro del primer afio: micropropagacion
convencional.

Afo 1.

1. Seleccion de plantas sanas de variedades en multiplicacion (GG0). En esta etapa se
realizan una serie de pruebas serolégicas para descartar el matenal con problemas
fitosanitarios (laboratono)

2. Micropropagacion de plantulas sanas. Las plantas sanas son micropropagadas por el
sistema convencional, es decir a través de subcultivos sucesivos hasta obtener el
namero de plantas necesarios para obtener los microtubérculos (laboratorio).

3. Corte de esquejes de tallos jovenes de las plantulas micropropagadas y enraizamiento
en arena. (invemadero)

4. Transplante de plantulas a camas de produccion de minitubérculos.

Afo 2. Multiplicacién de minitubérculos para producciéon de tubérculos semilla prebasica
(G-1), en el campo

A. Tubérculo-semilla basica (G-2)
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Afo 3. Multiplicacion de semilia prebasica para semilla basica (G-2) en el campo

C. Tubérculo semilla certificado (C-)

Afo 4. Multiplicacion de semilla basica para produccion de semilla certificada (C-1), en el
campo.

Afo 5. Multiplicacion de tubérculo-semilla certificada para produccién se semiilla-
certificada C-2.

Afio 6. Multiplicaciéon de tubérculo-semilla certificada C-2 para la produccién de semilla
certificada C-3.

Afio 7. Multiplicacion del tubérculo-semilla certificada C-3 para la produccion de semilla
corriente.

Las etapas de multiplicacién de tubérculo-semilla certificada C-2, C-3 y corriente se
realizan en empresas de tubérculo-semillas o productores de tubérculo-semillas.

lll. DESARROLLO DEL PROYECTO

A. Ubicacién geografica de las unidades de trabajo

La produccion de brotes sanos a través de micropropagacion convencional se realizé en
el laboratorio de cuitivo in vitro del Campo Experimenial La Pampa, perteneciente al INIA
Remehue y ubicando en Purranque. La produccion de brotes y microtubérculos-semilla en
el SIT se realizé en el laboratorio del cultivo in vitro del INIA Quilamapu, ubicado en
Chillan.

B. Material Vegetal.

Para la produccion de microtubérculo-semillas se seleccionaron dos vanedades de papa,
considerando la importancia comercial y destino de la produccién: a} Shepody, variedad
apta para el procesamiento industrial como papas fritas y; b) Desiree, vanedad
recomendada para consumo en fresco.
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C. MICROPROPAGACION CONVENCIONAL

1. Multiplicacion de brotes

a. Establecimiento in vitro

El establecimiento in vitro de papas se realizd por medio del cultivo de meristemas de
plantas. A partir de plantas cultivadas en invemadero se colectaron porciones apicales de
las mismas, las cuales fueron transportadas al laboratoric para la desinfeccién de las
yemas.

b. Desinfeccién de yemas

El procedimiento de desinfeccion de las yemas fue el siguiente: 1) Inmersion de las yemas
en una solucién de fungicidas: Benlate (i.a. Benomil) y Rovral (i.a. iprodione), ambos al
1%, durante 25 minutos y en agitacién; 2) inmersién en etanol al 96% durante 30seg; 3)
un enjuague con destilada estéril; 4) inmersién de los explantes en una solucién de
hipoclorito de sodio al 0,25% durante 20 a 25 minutos y, 5) cuatro enjuagues con agua
destilada esténil.

c. Extraccion de los meristemas

A parir de las yemas desinfectadas se extrajeron, bajo la lupa y en camara de flujo
laminar, los meristemas que fueron sembrados en el medio basal, Murashige and Skoog
(MS, Anexo 2) liquido, suplementado con acido giberélico. Los meristemas fueron
incubados en agitacion a 25°C y bajo una intensidad luminosa de 2500 lux, durante 30 a
35 dias.

d. Multiplicacién de los brotes
" " "Para la étapa de proliferacién de 10s brotes, se utilizé el mismo medio basal MS, con

algunas modificaciones: aumento en la concentracion de vitaminas y la adicion de
pantotenato de calcio (Anexo 2).
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e. Envio de brotes a INIA Quilamapu

Los brotes de papas producidos en La Pampa fueron enviados al INIA Quilamapu, donde
se utilizaron para establecer los ensayos en el Sistema de Inmersién Temporal (SIT).

2. Multiplicacion de brotes en medios liquidos {INIA Quilamapu)

La micropropagacién en medios liquidos es una etapa importante que debe ser
considerada antes de iniciar los trabajos en el sistema de inmersion temporal. De esta
manera se conoce la aptitud del cultivo a crecer y desarrollarse en medio liquido.

Este trabajo inciuyé la evaluacién de los brotes en diferentes:
a) Concentraciones de amonio.
b) Volimenes de medio de cultivo

a. Concentraciones de amonio

La literatura indica que el amonio puede afectar la hiperhidracidad de los tejidos de la
planta. Por este motivo, se planted la evaluaciéon de dosis decrecientes de nitrato de

amonio en el medio liquido, como una manera de reducir este fenémeno en las plantas de

papa.

Se establecieron dos ensayos, uno con la variedad Shepody y otro con la vanedad
Desiree en el medio basal anteriormente seralado. El disefio experimental fue
completamente al azar con tres tratamientos: 0% (sin nitrato de amonio}, 50% del medio
basal (850mg/L) y 100% del medio basal (1.650mg/L de nitrato de amonio) y 10
repeticiones con 4 brotes por repeticion. Se utilizaron brotes de 5-7cm de targo, con 3 a 4
nudos/brote.

Los tratamientos se incubaron a 25°C y con un fotoperiodo de 16hrs de luz y 8 horas de
oscuridad en agitacion constante a 100rpm. Se realizaron subcultivos cada 20 dias.

Las evaluaciones fueron las siguientes: nimero de brotes sanos, hiperhidratados u

oxidados, longitud de los brotes, peso verde, peso seco y relacion peso seco/peso verde.

56



Resultados

En los ensayos de papa con la vanedad Shepody y Desirée se obtuvo un 100% de brotes
sanos y sin problemas de hiperhidratacion, observandose un efecto de la variedad y el
tratamiento aplicado en las vanables evaluadas (Cuadro 1y 2).

Durante el desarrollo de este ensayo se realizaron cuatro evaluaciones, a los 20, 40, 60 y
80 dias despueés del establecimiento. En esta oportunidad, se presentan solo la primera y
cuarta evaluaciéon que refleja el efecto del amonio en el crecimiento y desarrollo de los
brotes (Cuadro 1y 2).

En la pnmera evaluacién después de 20 dias después del establecimiento, la variedad
Shepody presenté un mayor valor de proliferacién y relacién peso/peso fresco en
comparacién a la vanedad Desirée (Cuadro 1).

Las dosis de amonio no afecté a ia proliferaciéon de los brotes, pero si al crecimiento de
ellos, lo que se vio reflejado en el peso seco y la relacién peso seco/peso verde. Ahora si
consideramos a la relacién peso seco/peso verde como un indice de calidad de los brotes
producidos, los mejores tratamientos fueron aquellos que no incluyeron amonio o el 50%
de la dosis normaimente aplicada (Cuadro 1).

Cuadro 1. Longitud de los brotes, nimero total de brotes, peso verde (g), peso seco (g) ¥
relacién peso seco/peso verde en la primera evaluacién al establecimiento.

Brotes

Tratamiento Prol (N*) P. seco (g) Ps/Pv
Variedad
Desirée 15.0b 0.05a 0.08b
Shepody 22.2a 0.05a 0.09*
Dosis (%, mg/L)

10.(0) - __ | . _154a__ __ | 0.04b . 0.09a
50 (850) 17.5a 0.05a 0.09a
100 (1650) 17.7a 0.05a 0.07b

En la cuarta evaluacion, 80 dias después del establecimiento, la variedad Shepody fue
superior a la Desirée sélo en la longitud de los brotes, siendo similar a Desirée en los
demas parametros evaluados (Cuadro 2).
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La dosis de amonio afecto solo al largo de los brotes y a la proliferacion, observandose un
efecto diferente, dependiendo de la caracteristica evaluada {(Cuadro 2).

Cuadro 2. Longitud de los brotes, nimero total de brotes, peso verde (g), peso seco (g) ¥
relacién peso seco/peso verde en |a cuarta evaluacion, tercer subcultivo.

Brotes
Tratamiento Long {cm) Prol (N°) P. seco (g} P.S/PV
Variedad
Desirée 10.7b 21.1a 0.072 0.12a
Shepody 17.9a 21.2a 0.05 0.11a
Dosis (%, mg/L)
0(0) 13.9ab 18.8b 0.05¢ 0.12a
50 (850) 13.4b 26.0a 0.08* 0.12a
100 (1650) 15.5a 19.0b 0.08* 0.11a

b. Volimenes de medio

Se establecieron dos ensayos con la vanedad Shepody y Desiree en el medio basal MS.
El Disefio Experimental fue un Completo al Azar con tres tratamientos y 10 repeticiones.
Los tratamientos consistieron en tres volumenes de medio de cultivo liquido (5,10, 20
ml/explante). Cada repeticién estuvo constituida por cuatro brotes. El tamafio de los
brotes fue de 3 a 5cm de largo y con 3 a 4 nudos.

Las dimensiones de los frascos utilizados para evaluar el volumen de los medios liquidos
fue de 65 mm de didmetro y 110 mm de alto. Esta situacién determind la siguiente
situacion: a) en el tratamiento de 5mL medio por explante, 10 mm aproximadamente de
los explantes estuvieran semisumergidos; b) en el tratamiento de 10 mL de
mediofexplante 17 mm aproximadamente de los explantes de papa permanecieran semi-
sumergidos y; ¢) en el tratamiento de 20 mL de medio/explante, 29 mm aproximadamente

ﬁde los explantes de papa permanecieran sumergidos durante el ensayo. Todos los
tratamientos se incubaron a 25°C y con un fotoperiodo de 16hrs de luz y 8 horas de
oscundad en agitacion constante a 100rpm. Se realizaron subcultivos cada 20 dias.

Durante el desarrollio del ensayo se realizaron cuatro evaluaciones. A manera de resumen
se presentan solo la primera y cuarta evaluacion (Cuadro 3 y 4).
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Las evaluaciones fueron las siguientes: numero de brotes sanos, hiperhidratados v
oxidados, longitud de los brotes, peso verde, peso seco y relacién peso seco/peso verde.

Resultados

En todos los tratamientos de volumen y en las dos vanedades evaluadas se observé un
100% de brotes sanos y sin sintomas de hiperhidratacion.

En el establecimiento de los explantes, las variedades presentaron un comportamiento
diferente en las variables evaluadas. Desirée presenté un mejor comportamiento en el
peso verde y la relacion peso seco/peso verde en comparacién con la variedad Shepody
(Cuadro 3).

El mejor volumen de medio fue 30 mi/explante, lo que se vié reflejado en un mayor peso
verde y seco no asi en la relacién peso seco/peso verde, donde el valor mayor se obtuvo
con 10mL/explante (Cuadro 3)

Cuadro 3. Peso verde (g), peso seco (g) y relacién peso seco/peso verde en la primera
evaluacioén al establecimiento.

Brote
Tratamiento P. verde (g) P. seco (@) P.S/PV
Variedad
Desirée 1.50a 0.11a 0.09a
Shepody 0.96b 0.08a 0.07b
Volumen/explante (mL)
5 0.60b 0.06b 0.09a
10 0.83b 0.06b 0.08b
20 2.27a 0.17a 0.08b

En la cuarta evaluacién, la variedad Desirée presentdé valores superiores a la Variedad
Shepody solo en la longitud de los brotes, siendo similares en las demas caracteristicas
“(Cuadro 4). ~~ - -

En el volumen de medio, 30ml/explante fue superior en la longitud de los brotes
producidos, proliferacion, pero inferior en la relacién peso seco/peso verde (Cuadro 4).

59



Cuadro 4. Longitud de los brotes, numero total de brotes, peso verde (g), peso seco (g) ¥
refacion peso seco/peso verde en ia cuarta evaluacion, tercer subcultivo.

Brote
Tratamiento Long. (cm) Prol (N°) P. seco (g) Ps/Pv
Variedad
Desirée 12.2b 23.8a 0.118 0.11a
Shepody 17 4a 24.3a 0.082 0.10a
Volumen (mL)
5 13.4b 26.0a 0.082 0.12a
10 14.3b 22.4b 0.082 0.09b
20 17.0a 24.0ab 0.128 0.10b |

En resumen, los resuitados de los ensayos no mostraron un efecto positivo al disminuir la
dosis de amonio en la hiperhidracidad, principal objetivo de estos ensayos. Por otro lado,
como el objetivo es comparar el SIT y el Sistema convencional de micropropagacién se
decidi6 mantener el nivel de amonio usado en el medio de cultivo convencional para
trabajar en el SIT y facilitar la comparacion posterior.

En relacién al volumen del medio por explante, se decidié utilizar 20mL/explante, que por
razones practicas se dejé en 250mL/bioreactor para trabajar con 9 explantes en el SIT.

2. Microtuberizacién en papas

La literatura indica que la concentracién de sacarosa y de BAP induce o promueve la

microtuberizacién. En este sentido, es importante aclarar que el medio basal del

micropropagacién de papa incluye entre un 2 a un 3% de sacarosa (20 a 30grflitro) y la

concentracion de sacarosa en los medios de induccién de microtuberizacion varia entre

un 6-8% (60 y 80gr/l). En el caso de BAP se recomienda incluir en et medio un porcentaje

superior al 0,3%. Por lo tanto, se planificaron ensayos endientes a evaluar el efecto de
_ diferentes concentraciones de sacarosa y de BAP en la microtuberizacion.
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a. Concentraciones de sacarosa

Se establecido un ensayo con la variedad Shepody y otro con la variedad Desirée. El
disefio experimental fue un Completamente al Azar con 50 repeticiones y un brote por
repeticion. El tamario de los brotes fue de 10 a 12cm de largo, con 4 a 6 nudos/brote.

Los tratamientos fueron seis, que comrespondieron a concentraciones de sacarosa de 0,
40, 60, 80 y 100gr/i de sacarosa lo que equivale a un 0, 4, 6, 8 y 10%. Por lo tanto, en
este ensayo se evalud la dosis recomendada (60 y 80gr/l), dosis inferiores (0, 30 y 40gr/l)
y dosis superiores (100gr/l) debido que la informacion de la literatura ha sido obtenida en
otras condiciones tecnolégicas y con distintas variedades.

La incubacién de los tratamientos fue a 25°C bajo oscuridad y con subcultivos cada 20
dias. Las evaluaciones fueron los siguientes: numero de microtubérculos, calibre, peso
fresco y seco.

Resultados

La sacarosa es un componente necesano para producir el proceso de tubenzaciéon en
papa en ambas vanedades, siendo el porcentaje minimo para inducir este proceso un 6%.
Aparentemente, el porcentaje 6ptimo esta entre 8 y 10% (Cuadro 5). Con el 8 0 10% de
sacarosa se produce el mayor nimero de tubérculos, el mayor peso verde y seco, la
relacion peso seco/verde y calibre de los tubércculos producidos (Cuadro 5).

Cuadro 5. Tubenizacion, numero de tubérculos/brote y total, peso verde, calibre y tamario
de tubérculos de papas promedio con diferentes concentraciones de

sacarosa.
Trat.amiento | Tuben- N° Tubeér/ Total P. verde Calibre (mm) | Largo {mm)
{g/L) zacion Brote Tubérculos | tubérculo
Shepody
0 NO - - - - -
30 NO - - - - -
40 NO - - - - -
60 Sl 1 13 0.12 4 8
80 Sl 1 38 0.10 4 7
100 Sl 1 39 0.1 4 7
Desirée
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0 NO - - - - -
30 NO - - - - -
40 NO - - - - -
60 S| 1 19 0.14 3 7
80 Si 1 34 0.10 5 9
100 S| 1 33 0.15 4 6

¢ Medio basal sin sacarcsa (0%), Medio basal sin sacarosa con 3, 4,6, 8y 10%

Concentraciones de BAP

Se establecieron dos ensayos, uno con la vanedad Shepody y otro con la variedad
Desirée. Los tratamientos fueron cuatro y correspondieron a las dosis de BAP (0; 0.5; 3.0;
5.0mg/L). La metodologia expenmental fue similar a la descnta en los ensayos de

evaluacién de niveles de sacarosa.

Resultados

Los resuitados obtenidos indicaron que es importante incluir BAP en el medio de cultivo
liquido para inducir la tuberizacion en las dos variedades de papa evaluadas (Cuadro 6).
La dosis de 0,5mg/L de BAP produce un efecto positivo en el nimero total de tubérculos
producidos en Shepody y Desirée. Sin embargo, las dosis de 3 y Smg/L producen un
mayor peso verde, peso seco relacion peso secofverde y calibre de los tubérculos
producidos en ambas variedades (Cuadro 6).

Cuadro 6. Tuberizacién, numero de tubérculos/brote y total, peso fresco, calibre y tamario
de tubérculos de papas promedio con diferentes concentraciones de BAP.

Trat (mg/L) (Tuberizal] N°Tubér/ Total P. verde Calibre (mm)| Largo (mm)
cidn brote Tubérculos tubérculos

Shepody

0 NO - - - - -

0,5 Sl 1 39 0.10 4 7
13 Si 1 24 0.10 4 8

5 Si 1 24 0.08 4 7

Desirée

0 NO - - - - -

0,5 Sl 1 a1 0.07 4 6

3 Si 1 27 0.10 3 7

5 Sl 1 27 0.08 4 7
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En resumen, la multiplicacién y el despacho de los brotes desde el Centro Experimental
La pampa resulté bastante eficiente para el desarrollo del proyecto. Los resultados
obtenidos indicaron gque los brotes de papa pueden crecer y desarrollarse sin mayores
problemas en medio liquido. Por otra parte, la concentracion de sacarosa y BAP son
indispensables para promover la tubenzacidn. La dosis de sacarosa recomendada fiuctud
entre 80 y 100g/L y la dosis de BAP estuvo entre 3 y 5mg/L. Esta informacién fue muy
importante para iniciar los trabajos en el sistema de inmersién temporal.

D. PRODUCCION DE MICROTUBERCULOS- SEMILLA EN EL SIT

1. Multiplicaciéon de brotes

La muttiplicacién de los brotes en el sistema de inmersiéon temporal estd determinada
principalmente por la frecuencia y tiempo de inmersion, volumen de medio y nimero de
explantes.

a) Frecuencia y tiempo de inmersion

En esta etapa del trabajo se continud con la evaiuacion de las dos vanedades
seleccionadas: Desirée y Shepody. Las frecuencias de inmersion evaluadas fueron 3, 6, y
12 horas y los tiempos de inmersién de 1, 3 y 5min. El volumen del medio fue de 250mL
con 9 explantes por repeticidon. El numero de repeticiones varid entre tres y seis,
dependiendo del ensayo. El periodo de evaluacién fue de 42 dias con un cambio de
medio liguido a los 21 dias. Los medios de cultivo utilizados en cada especie fueron los
descritos anteriormente.

Las evaluaciones realizadas fueron numero y longitud de brotes, peso seco y verde de los
brotes y hiperhidricidad y relacion peso seco/peso verde de los brotes.

Resultados

El analisis de ia frecuencia de inmersién de 3 hrs. con dos tiempos de inmersién indicod
que el mejor tiempo de inmersion fue 5 min ya que produjo un mayor numero de brotes
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por explante, sin embargo la calidad de los brotes medida en la relacién peso seco/peso

verde fue inferior (Cuadro 7).

Cuadro 7. Longitud de brote (cm), niUmero de brotes/explante, peso seco y relacién peso

seco/peso verde de dos variedades de papa y dos tiempos de inmersidn,

Brotes

Tratamiento Long (cm) | Brotes/fexp (N°) | P. seco (gr) Ps/Pv
Variedad
Desirée 12.8a 4.7a 0.184 0.10a
Shepody 11.8a 2.8b 0.14b 0.09a
Tiempo
3 13.3a 2.8b 0.15b 0.12a
5 11.3b 4.7a 0.18® 0.09b

Frecuencia 3 horas; *N° brotes/explantes con mas de 3 yemas.

Esta situacion nos indujo a evaluar otras frecuencias de inmersiéon como 6 y 12 hrs. El
analisis de estas frecuencias de inmersién con un tiempo de inmersién de 3 min indicé
qgue la frecuencia de 12 horas podria ser la mejor para la multiplicacion de brotes de
papas, si se consideran los valores de proliferacion y calidad de los brotes como criterio
de discriminacion entre las diferentes frecuencias de inmersion (Cuadro 8).

Cuadro 8. Longitud de brote (cm), numero de brotes/explante, peso seco y relacién peso
seco/peso verde de dos vanedades de papa y tres frecuencias de inmersién.

Brote

Tratamiento Long (cm) | Brotes/exp (N°)* P. seco (gr) Ps/Pv
Variedad
Desirée 13.5a 24 0a 0.11a 0.11a
Shepody 11.89b 13.4b 0.11a 0.17a
Frecuencia
3 13.2b 2.7b 0.14a 0.10a
6 9.8¢c 4.5a 0.12b 0.12a
12 15.1a 4. 9a 0.09b 0.12a

Tiempo: 3 min; *N° brotes/explantes con mas de 3 yemas.

Un analisis en conjunto de los datos obtenidos en los diferentes experimentos de
frecuencia y tiempos de inmersién indicaron que, en general, la variedad Desirée tuvo un
mejor comportamiento que la variedad Shepody en el SIT. Esta situacion se vié reflejada
por los mejores indices de proliferacion, peso verde y seco en varias frecuencias y
tiempos de inmersion. Sin embargo, esta situacion no se presentd al analizar la longitud
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del brote y la relacidn peso seco y peso verde (Cuadro 9). Por ejemplo, solo en la
frecuencia de 6 horas y tiempo de inmersiéon de 3min se observd una mayor longitud de
brotes en la variedad Desireé.

Cuadro 9. Efecto de la frecuencia (horas) y tiempo de inmersién (min) en la longitud de
los brotes (cm), proliferacion (N°), peso seco (gr) y relacién peso seco y verde
en dos vaniedades de papa.

Brotes
Variedades* Frecuencia | Tiempo | Long (cm) | Prol (N°) | P. seco (gr) Ps/Pv
(hrs) (min)
Desiree 3 3 14.0a 4.1a 0.19a 0.12a
Shepody 3 3 12.4a 1.8b 0.10b 0.11a
Desiree 6 3 11.9a 34.7a 0.09a 0.13a
Shepody 6 3 7.7b 18.4b 0.06b 0.11a
Desiree 12 3 14.5a 34.8a 0.05a 0.11a
Shepody 12 3 15.7a 21.2b 0.06a 0.11a
Desiree 3 5 11.7a 57a 0.172 0.10a
Shepody 3 5 11.0a 4.0b 0.19° 0.10a

*Comparacion de variedades dentro de cada frecuencia y tiempo de inmersién

El analisis de las diferentes frecuencias con un tiempo de inmersion de 3 min indica
aparentemente la frecuencia de 12 horas seria la mejor frecuencia, si se consideran los
valores de proliferacion como un criterio importante de discriminacién entre las diferencias
frecuencia de inmersion (Cuadro 10). Al considerar el comportamiento general del ensayo
las frecuencias de 6 y 12 horas presentaron un comportamiento bastante similar entre
ellas.

Cuadro 10. Efecto de la frecuencia (horas) y tiempo de inmersién (min) en la longitud de
los brotes (cm), proliferacion (N°), peso seco (gr) y relacion peso seco y
verde en dos variedades de papa.

Brotes
Variedades | Frecuencia | Tiempo | Long (cm) |[Prol (N°)| .P. seco (gr) | Ps/Pv
(horas) (min)
Descree 3 3 14.0 4.1 0.19 0.12
6 3 11.9 347 0.09 0.13
12 3 14.5 34.8 0.05 0.11
Shepody 3 3 12.4 1.8 0.10 0.11
6 3 7.7 18.4 0.06 0.11
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12 3 15.7 21.2 0.06 0.11

Variedad

Desirée 13.5a 24.0a 0.112 0.11a
Shepody 11.8b 13.4b 0.112 0.17a
Frecuencia

3 13.2b 2.7b 0.14a 0.20a
5] 9.8¢ 25.5a 0.12b 0.12a
12 15.1a 27 9a 0.06b 0.12a

En la frecuencia de 3 heoras no se logra un mejoramiento consistente en todas las

caracteristicas evaluadas al aumentar el tiempo de inmersién (Cuadro 11)

Cuadro 11. Efecto de la frecuencia (horas) y tiempo de inmersién (min) en la longitud de
los brotes (cm), proliferacién (N°), peso seco (gr) y relacidon peso seco y verde
en dos variedades de papa

Vanedades | Frecuencia | Tiempo | Long {(cm) |Prol (N°)| .P. seco (gr) | Ps/Pv
(horas) (min)
Descree 3 3 14.0 4.1 0.19 0.12
3 5 11.7 5.7 0.17 0.10
Shepody 3 3 12.4 1.8 0.10 0.1
3 5 11.0 4 0.19 0.10
Variedad
Desrirée 12.8a 4.7a 0.18a 0.10a
Shepody 11.8a 2.8b 0.14b 0.10a
Tiempo
3 13.3a 2.8b 0.15b 0.11a
5 11.3b 4.7a 0.18a 0.08b

b. Volamenes de medio y nimero de explantes

Se establecié un ensayo en un Disefic Completamente al azar con ameglo factorial con
las dos variedades, tres volumenes, tres nimeros de explantes y tres repeticiones. Las
vanedades utilizadas fueron Desirée y Shepody. Los volimenes del medio cultivo fueron
___ 250,500y 750mL y el numero de explantes de 6, 9y 12.

Las evaluaciones realizadas fueron nimero y longitud de brotes, peso seco y verde de los

brotes, hiperhidricidad y relacién peso seco/peso verde de los brotes.
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Resultados

La evaluacion de las dos varedades de papa con diferentes volumenes de medio y
numero de explantes indicd que la variedad Shepody tuvo un mejor comportamiento que
la vanedad Desirée, si consideramos el numero de brotes/explante (proliferacion). La
calidad de los brotes de ambas variedades fue similar al igual que el largo de ellos
(Cuadro 12).

Cuadro 12. Longitud de brote (cm), nimero de brotes/explante, peso seco y relacion peso
seco/peso verde de dos variedades de papa en tres volumenes de medio y tres
numero de explantes.

Brotes
Tratamiento Long (cm) | Prol (N°)* | P. seco(g) Ps/Pv Yemas (N°)
Variedad
Desirée 15.2a 4.0b 0.21b 0.0g° 80.8a
Shepody 11.8a 4.7a 0.36a 0.09° 77.5b
Volumen (mL)
250 14.4a 443 0.22b 0.10° 72.3¢
500 12.8a 4.3a 0.32a 0.08b 83.2b
750 13.4a 4.4a 0.32a 0.09ab 97.7a
N° brotes
6 17 4a 4.6a 0.32a 0.09? 96.5a
9 12.0a 4.5ab 0.26b 0.09° 83.5b
12 11.2a 4.1b 0.28ab 0.08b 73.3¢

Frecuencia 12 Hrs; tiempo 3 min; *N° brotes con mas de 3 yemas.

En relacion al volumen de medio liquido evaluado en el ensayc no se observaron
diferencias significativas en el largo de los brotes, ni en el numero de brotes/explante. Con
500 y 750 mL se obtuvo el mayor peso seco de los brotes, perc con 250mL se obtuvo una
mejor calidad de éstos (Cuadro 12). El largo de los brotes no fue afectado
significativamente por el nimero de explantes, sin embargo se observdé un mayor nimero
de brotes por explantes y una mejor calidad al utilizar 6 y 9 brotes (Cuadro 12).

En este expenmento se evalué el nimero de yemas producidas en cada tratamiento,
variable muy importante si se considera un aumento en la duracién del proceso de
multiplicacion para mejorar el coeficiente de multiplicacién. El nimero de yemas y de

brotes con menos de tres yemas tendran una excelente oportunidad de mejorar su
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condiciéon al aumentar el tiempo de multiplicacion en los futuros expenmentos (Cuadro
12).

¢. Aplicacion de CO,

Estudios realizados en otras especies indican que la aplicacion de CO, puede mejorar el
crecimiento calidad de los brotes producidos en el SIT.

Se establecié un ensayo para evaluar el efecto de aplicacién de CO; en el crecimiento de
los brotes- en el SIT. La dosis de CO, fue de 1L/min inyectado a la botella que contenia los
brotes con una frecuencia de 6 horas. El CO, inyectado forma parte de una mezcla con
aire y nitrogeno en una dosis de 1200ppm. La frecuencia y tiempo de inmersion fue de
12hrs y 3 min.

Resultados

Las dos variedades presentaron un comportamiento diferentes a la inyeccion de CO;. La
inyeccion de CO, favorecié a la variedad Desirée en la longitud, proliferacién y relacién
peso secofpeso verde, sin embargo tuvo un efecto positivo en el peso verde y seco en la
variedad Shepody. Al analizar los resultados en promedio se observa que la inyeccién de
CO; no tuvo un efecto significativo en ninguna de las caracteristicas evaluadas (Cuadro
13).

Cuadro 13. Longitud {cm), proliferacion (N°), peso seco (g) y relacion de peso seco/peso
verde en dos variedades con y sin inyeccién de CO2

Brotes

Tratamientos Long (cm) Prol (N°) P. seco (g) Ps/Pv
Variedades

Desirée 12.8a 6.8a 0.05b 0.20a
Shepody 13.8a 5.5b 0.10a 0.13b
Inyeccién | P A |

Con CO2 12.1a 6.3a 0.08a 0.15a
Sin CO2 14.6a 5.9a 0.07a 0.17a
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2. Microtuberizacion

Para evaluar el proceso de microtuberizacion de papa se realizé una serie de ensayos
que implico la evaluacion de diversas vanable como: tiempo de multiplicacion de los
brotes (40 y 60 dias), volumen de medio (250 y 500mL/), dosis de BAP (1, 3, Smg/L) y
fechas de cosecha (30 y 60 dias), utilizando las variedades seleccionadas anteriormente:
Desirée y Shepody.

Los antecedentes obtenidos en las etapas anteriores determinaron que es indispensable
incluir una concentracién de sacarosa de 80-100g/L y de BAP de 3 a Smg/L para inducir la
tuberizacién, por lo cual estos factores fueron incorporados en el proceso de
microtubenzacion en el SIT. Como esta etapa se realiza en oscuridad, los frascos fueron
cubiertos con papel aluminio.

Para todos estos ensayos se utilizd la frecuencia y tiempo de inmersion de 12 horas y 3
min. El disefio experimental fue un Completamente ai azar en arreglo factorial con un
numero variable de factores y repeticiones, dependiendo de los ensayos.

Las evaluaciones fueron: nimero, peso verde, longitud y ancho de los mini tubérculos.

a. Variedad, tiempo de multiplicaciéon y volumen de medio

Los datos obtenidos en los ensayos multiplicacién de brotes, evaluados a los 40 dias,
indicaron gue los brotes poseian un importante nimero de yemas que potenciaimente
podrian dar origen a nuevos brotes si se amplia el periodo de muitiplicacion. Este mayor
numero de brotes potenciales podria dar un mayor nimero de microtubérculos, los que
podrian necesitar un mayor volumen de medio para su crecimiento. Basado en esta
hipétesis se planificd un ensayo cuyo objetivo fue evaluar el efecto de la duracion de este
proceso en la multiplicacién de los brotes y dos volumenes de medio. En este ensayo se
evaluaron las dos variedades con un periodo de multiplicacion de brotes 40 y 60 dias,
previo al proceso de tuberizacion, en 250 y 500mL en el proceso de tuberizacion.
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Resultados

Los resultados indicaron que las dos variedades presentaron un comportamiento diferente
en algunas de las variables evaluadas. Es asi como, [a varedad Shepody tuvo un mejor
comportamiento que Desirée en el peso y largo de los microtubérculos cosechados. A
pesar de esta situacion las dos variedades presentaron un ancho y namero de
microtubérculos estadisticamente no significativo (Cuadro 14).

El mayor tiempo de muiltiplicacién de los brotes previo a la tubernzacién no tuvo un efecto

significativo en ninguna de las caracteristicas evaluadas (Cuadro 14).

El volumen de medio durante el proceso de microtubenzacién afectd significativamente
solo el nimero de microtubérculos producidos, siendo recomendable realizar este proceso
con 500mL, bajo las condiciones del ensayo (Cuadro 14).

Cuadro 14. Peso (g), longitud (cm), ancho {(cm) y numero de microtubérculos en dos
tiempos de multiplicacidn de brotes (dias) y dos volumenes de medio.

Tratamientos Microtubérculos

Variedades Peso (g) Long (cm) Ancho (cm) N°
Desirée 0.7b 11.1b 7.0a 58.7a
Shepody 1.0a 15.3a 6.9° 48.7a
T. multiplicacién (dias)

40 0.8a 12.8a 6.8? 57 5a
60 0.9a 13.6a 7.12 50.8a
Volumen de medio (mL)

250 0.8a 13.2a 6.82 41.6b
500 0.9a 13.2a 7.12 67.3a

b. Variedades, dosis de BAP y tiempo de cosechas

Para evaluar las dosis de BAP y tiempo de cosecha se realizd con un tiempo de
multiplicacion de los brotes de 40 y 60 dias y un volumen de 250 y 500 mL de medio de
tuberizacion.
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i. Tiempo de multiplicaciéon de brotes 40 dias y volumen de medio 250 mL.

Las dos vanedades tuvieron un comportamiento similar en las cuatro caracteristicas
evaluadas, salvo en la longitud de los microtubérculos, la variedad Shepody presenté un
mayor valor estadisticamente significativo (Cuadre 15).

Al evaluar las tres dosis de BAP, se detecto solo diferencias significativas en el nimero de
microtubérculos producidos, siendo el mejor tratamiento la aplicacion de 5 mg/L de BAP al
medio (Cuadro 15).

El mejor tiempo de cosecha fue el que se realizé a los 60 dias, 0 sea tuvo dos cambios de

medio, ya que se produjo el mayor nimero de microtubérculos (Cuadro 15).

Cuadro 15. Peso (g), longitud {cm), ancho (cm) y nimero de microtubérculos en dos
vanedades de papa, tres dosis de BAP y dos tiempos de cosecha.

Tratamientos Microtubérculos

Variedades Peso (g) Long (cm) Ancho {cm) N°
Desirée 0.78a 12.1b 7.42 31.6a
Shepody 0.93a 15.0a 7.0a 36.4a
Dosis de BAP {mg/L)

1 0.89a 13.8a 7.32 23.1b
3 0.98a 14.1a 7.62 23.9b
5 0.63a 11.7a 6.72 55.4a
Tiempo de cosecha (meses)

1 0.70a 12.9a 7.28 16.1b
2 0.95a 13.5a 7.3° 46.6a

it. Tiempo de multiplicacién de brotes 40 dias y volumen de medio 500mL.
El analisis de los datos con brotes multiplicados por un periodo de 40 dias establecidos en
un medio de tuberizacion de 500 mL indicd un comportamiento diferente entre las

variedades, dosis de BAP y tiempe de cosecha,

La variedad Desirée presentd un mayor nimero de microtubérculos, los cuales fueron

también mas anchos al ser comparados con los producidos por la variedad Shepody. Sin

71



embargo, la variedad Shepody fue superior a Desirée en el peso y longitud de los
microtubérculos (Cuadro 16).

Las dosis de BAP solo afectaron la produccion del nimero de microtubérculos,
observandose que con la aplicacién de 3 y 5§ mg/lL de BAP se obtuvo los mejores
rendimientos (Cuadro 16).

Ellargo del proceso de tuberizacion, expresado en el tiempo de cosecha, afect6 solo a la
produccion de microtubérculos, obteniéndose un mayor rendimiento con un periodo de
tuberizacion de 60 dias (Cuadro 16).

Cuadro 16. Peso (g), longitud {cm), ancho (¢m) y nudmero de microtubérculos en dos
variedades de papa, tres dosis de BAP y dos tiempos de cosecha.

Tratamientos Microtubérculos

Variedades Peso(g) | Long(cm) | Ancho (cm) N°
Desirée 0.56b 10.2b 6.52 105.3a
Shepody 0.98a 14.5a 6.6° 52.7b
Dosis de BAP (mg/L)

1 1.1a 14.9a 7.2° 49.1b
3 0.6a 10.8a 5.9 85.0a
5 0.6a 11.0a 6.4* 104.1a
Tiempo de cosecha (meses)

1 0.64a 11.7a 6.6° 44 .6b
2 0.90a 12.9a 6.52 113.6a

iii. Tiempo de muitiplicacién de brotes 60 dias y volumen de medio 250mL.

Las dos vanedades presentaron diferencias significativas en peso y longitud de los
microtuberculos, siendo superior en estos pardmetros la variedad Shepody (Cuadro 17).

Las tres dosis de BAP no presentaron diferencias significativas en las vanables evaluadas
(Cuadro 17).

El tiempo de cosecha a los 62 dias dié microtubérculos de mayor peso y longitud (Cuadro
17).
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Cuadro 17. Peso (g), longitud {cm), ancho (cm) y nimero de microtubérculos en dos

variedades de papa, tres dosis de BAP y dos tiempos de cosecha.

Tratamientos

Microtubérculos

Variedades Peso (g) Long (cm) | Ancho (cm) N®
Desirée 0.58b 10.8b 6.5% 42.4a
Shepody 0.90a 15.1a 6.5° 47 63
Dosis de BAP (mg/L)

1 0.69a 12.5a 6.5° 47 3a
3 0.68a 12.6a 5.42 45.6a
5 0.70a 11.8a 6.6° 45.6a
Tiempo de cosecha

(meses)

1 0.57b 11.4a 6.3° 39.9a
2 0.82a 13.2a 6.7° 48.7a

iv. Tiempo de multiplicacion de brotes 60 dias y volumen de medio 500mL.

La evaluacidén a los 60 dias indicé que las dos variedades tuvieron un comportamiento

diferente. La variedad Shepody presentd un mayor peso y longitud de microtubérculos, en

cambio las dos variedades no se diferenciaron significativamente en el ancho y nimero de

microtubérculos producidos (Cuadro 18).

Las dosis de BAP y el tiempo de cosecha no influyeron en los parametros evaluados, con

excepcion a la longitud de los microtubérculos, siendo el mejor tratamiento la dosis de 3

mg/L y la segunda cosecha, respectivamente (Cuadro 18).

Cuadro 18. Peso (g), longitud {(cm), ancho (cm) .y numero de microtubérculos en dos

variedades de papa, tres dosis de BAP y dos tiempos de cosecha.

Tratamientos Microtubérculos

Variedades Peso (g) Long (cm) | Ancho (cm) N°
Desirée 0.66b 11.0b 7.5° 58.2a
Shepody 1.35a 17 4a 7.8° 51.4a
Dosis de BAP (mg/L)

1 0.97a 13.9b 7.8° 52.9a
3 1.10a 156.7a 7.6° 58.3a
5 0.96a 13.2b 7.78 53.6a
Tiempo de cosecha (meses)

1 0.91a 13.5b 7.5% 50.1a
2 1.13a 15.2a 8.0a 61.9a
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c. Sistemas de produccion de microtubérculos por variedad

La produccion de microtubércuios en la vanedad Desirée y Shepody se evaluara en forma
separada bajo dos situaciones: con tiempos de multiplicacion de brotes de 40 y 60 dias

i. Produccién de Desirée con 40 dias de multiplicacion de brotes

El volumen de medio utilizado en el proceso de microtubenzacion favorecié la formacion
de microtubérculos de mayor peso, longitud y ancho, pero no el numero de
microtubérculos. El mayor numero de microtubérculos se obtuvo con 500 mL de medio en
el bioreactor (Cuadro 19).

La mejor dosis de BAP fue de 1 mg/L ya que favorecién un mayor peso y longitud de los
microtubérculos, sin embargo, las mejores dosis para estimular un mayor namero de
microtubérculos fué de 3 y 5 mg/L (Cuadro 19).

En la pnmera cosecha se produjo el mayor niamero de microtubérculos (Cuadro 19).

Cuadro 19. Peso (g), longitud (cm), ancho (cm) y numero de microtubérculos en variedad
Desirée en dos volimenes, tres dosis de BAP y dos tiempos de cosecha.

Tratamientos Microtubérculos

Peso (g) Long (cm) Ancho (cm) N°®
Volumen de medio (mL)
250 0.78a 12.1a 7.4a 31.6b
500 0.56b 10.2b 6.5b 105.3a
Dosis de BAP (mg/L)
1 0.95a 13.7a 7.7a 38.6b
3 0.62b 10.6b 6.8b 61.0a
5 0.57b 10.2b 6.7b 78.5a
Tiempo de cosecha (meses)
1 0.63a 11.3a 7.2a 89.1a
2 0.75a 11.4a 6.9a 31.5b

il. Produccion de Desirée con 60 dias de multiplicacién de brotes

El volumen de S00mL favorecid la produccion de un mayor numero de microtubérculos,

los que presentaron un mayor diametro (Cuadro 20).
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Las tres dosis de BAP no afectaron significativamente a ninguna de las caracteristicas
evaluadas (Cuadro 20)

La mayor cantidad de microtubeérculos se obtuvo en la pnmera cosecha (Cuadro 20).

Cuadro 20. Peso (g), longitud (cm), ancho (cm) y numero de microtubérculos en variedad
Desirée en dos volumenes, tres dosis de BAP y dos tiempos de cosecha.

Tratamientos Microtubérculos

Peso (Q) Long (cm) Ancho (cm) N°
Volumen de medio (mL)
250 0.58a 10.8a 6.5b 42 4b
500 0.66a 11.0a 7.5a 58.2a
Dosis de BAP {mg/L)
1 0.64a 11.5a 7.2a 46.7a
3 0.67a 11.2a 6.8a 50.4a
5 0.55a 10.0a 6.9a 49 1a
Tiempo de cosecha (meses)
1 0.63a 11.3a 7.2a 89.1a
2 0.75a 11.4a 6.9a 31.5b

iii. Produccién de Shepody con 40 dias de multiplicacion de brotes

El volumen de medio de cultivo, de 250 o 500 mL usado para microtuberizar no afecté las
variables analizadas (Cuadro 21).

La dosis de BAP solo afectd el nimero de microtubérculos producidos, siendo el mejor
tratamiento aquel que contuvo Smg/L de BAP (Cuadro 21).

En la segunda cosecha se produjo un mayor numero de microtubérculos en comparacion

con la primera cosecha (Cuadro 21).

"~ "Cuadro 21. Peso (g), longitud (cm), ancho (cm) y nimero de microtubérculos en variedad
Desirée en dos volumenes, tres dosis de BAP y dos tiempos de cosecha.

Tratamientos Microtubérculos

Peso (g) Long (cm) | Ancho (cm) N°
Volumen de medio (mL)
250 0.93a 15.0a 7.0a 36.4a
500 0.98a 14.5a 6.6a 52.7a
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Dosis de BAP (mg/L)

1 1.07a 14 9a 6.8a 33.6b
3 1.08a 7.2a 7.2a 28.2b
5 0.67a 6.2a 6.2a 78.8a
Tiempo de cosecha (meses)

1 0.72a 13.8a 6.5a 27.6b
2 1.12a 15.4a 7.0a 57.3a

iv. Produccién de Shepody con 60 dias de multiplicaciéon de brotes

El peso, longitud y ancho de los microtubérculos en Shepody se vidé favorecido al
realizarse en un volumen de 500mL, sin embargo el nimero de microtubérculos no se vid
afectado por el volumen del medio donde crecieron y se desarrollaron (Cuadro 22),

La dosis de BAP no afectd a ninguno de los parametros evaluados (Cuadro 22).

El tiempo de cosecha fue favorable en el peso y longitud de los microtubérculos y no
afectd el ancho ni el nimero de ellos (Cuadro 22),

Cuadro 22. Peso (g), longitud (cm), ancho (cm) y nimero de microtubérculos en variedad
Desirée en dos volumenes, tres dosis de BAP y dos tiempos de cosecha.

Tratamientos Microtubérculos

Peso (g) Long (cm) | Ancho (cm) N°
Volumen de medio (mlL)
250 0.90b 15.1b 6.5b 47 6a
500 1.35a 17 4a 7.92 51.4a
Dosis de BAP (mg/L)
1 1.09a 15.4a 7.0a 44 6a
3 1.11a 17 4a 7.3° 54.6a
5 1.25a 16.4a 7.5° 54 .6a
Tiempo de cosecha (meses)
1 0.98b 15.0b 7.0a 51.3a
2 1.36a 18.2a 7.6° 47 6a

d. Produccién de microtuberculos en invernadero

Se utilizaron 100 microtubérculos de las vanedades Desirée y Shepody producidas en los
diferentes sistemas de produccién. Los microtubérculos utilizados fueron aquelios que
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tenian tres meses de almacenaje para asegurarse la ruptura de su latencia, considerada
en promedio de tres meses para ambas variedades. El calibre utilizado en la plantacién de
microtubérculos fue de 2,6 grs. La fecha de plantacién de los microtubérculos fue el 12 de
enero y la fecha de cosecha el 13 de abril. Los microtubérculos fueron plantados en
arena, y recibieron una fertilizacién y una frecuencia de riego adecuada.

Resultados

La evaiuacién de la produccién de microtubérculos fue de tres meses. En la vanedad
Desirée, todos los microtubérculos lograron brotar, producir plantulas de buena calidad y
producir mini y microtubérculos de diferentes calibres (Cuadro 23), sin embargo, en la
variedad Shepody se observé una pérdidad de 8% de los microtubérculos plantados y un
porcentaje levemente inferior de minitubérculos calibre 1, comparado con la variedad
Desirée (Cuadro 23).

Cuadro 23. Numero y calibre de microtubérculos de papa cosechados en invemadero,
utilizando microtubérculos producidos en el SIT

Variedad N° de micro tubérculos Calibre *(%)

Calibre 1 Calibre 2 Calibre 3
Shepody 82 48.7 293 220
Desirée 128 36.7 390 243

* Calibre 1= 41.6 g; calibre 2=12.3 g; calibre 3=2.6 g

E. Conclusiones

2. Resultado general: multiplicacién adecuada de las plantas de papa en medios
liquidos, sin presencia de hiperhidratacién.
3. El sistema de produccién de microtuberculos en SIT incluye cuatro etapas
* ~ Ta)’Produccién de brotes en el sistema de micropropagacion convencional
b) Multiplicacién de brotes de papa, bajo las siguientes condiciones
Frecuencia y tiempo de inmersién de 12 hrs y 3 min
Volumen de medio: 250 mL
Numero de explantes: 9
Duracién del periodo de multiplicacion: 40 dias
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Aplicacion de COs.: sin aplicacién de CO;
¢) Tubenzacion en oscuridad, bajo las siguientes condiciones
Dosis de sacarosa: 80-100 g/L
Dosis de BAP: 3-5mg/L
Volumen de medio; 500mL
Periodo de cosecha de microtubérculos: 60 dias
d)} Produccién de microtubérculos en invemadero (“engorda™
Sustrato: arena, turba o vermiculita
Produccion de plantas: normaies
Produccion de microtubérculos: de varios calibres

F. Recomendaciones

Para mejorar el calibre de los microtubérculos producidos en el SIT se recomienda pasar

por un periodo de “engorda” de los microtubérculos en el invernadero que dura tres

meses.
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IDENTIFICACIC')’N VARIETAL Y ESTABILIDAD GENETICA'EN EL PROCESO DE
MULTIPLICACION DE PLANTAS EN EL SIT ATRAVES DE MARCADORES
MOLECULARES

I. IDENTIFICACION VARIETAL

La identificacion de vanedades es una actividad esencial en el sector agricola y fruticola,
especialmente para los productores, empresas vendedoras de plantas y consumidores.
Las empresas productoras de plantas necesitan describir sus productos mejorados
genéticamente para distinguirlos de otras plantas disponibles en el mercado, para poder
comercializarlos y recuperar la inversion realizada. Desde el punto de vista de los
consumidores la identificacién legal de un producto permite la eleccion de aquel que sea
el mas adecuado a sus condiciones y exigir 1a garantia de calidad del producto comprado.
Actualmente, la mejor forma de identificar una variedad podria resolverse realizando un
analisis de ADN comparativo entre el material registrado y el vendido.

El error de identificacion de variedades implica una pérdida en la ganancia genética y
econémica. Existe un creciente numero de especies en las cuales los marcadores
moleculares han sido utilizados con propdsitos de identificacién genotipica, puesto que los
errores de identificacion durante la operacion de un programa de multiplicacién son
relativamente frecuentes.

En especies lefiosas, como es el caso de Picea abies mediante RAPDs se generd un
catalogo molecular de clones selecionados y se detecté problemas de clasificacion en 4
de los 22 clones analizados (Scheepers y otros, 1997). En las especies Picea glaucay P.
engelmanii e hibridos naturales, los RAPDs permitieron generar protocolos de rapida
identificaciéon clonal (Khasa y Dancik, 1996). En el caso de P. sifchensis esta misma
técnica permitio |a identificacion de 57 arboles plus pertenecientes a un programa de
mejoramiento genético, lo que facilita su manejo operativo y la identificacion de clones (o
rametos) mal identificados (Van de Ven y McNicol, 1995). Resultados similares se

observaron en P. thunbergii (Goto, 1998), y en Eucalyptus globulus, Keil and Griffin (1994)

reportan la identificacion de errores de identificacion en la totalidad de los programas de

mejoramiento genético evaluados.
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Un método comin y econdmico de propagacioén de muchas especies es la propagacién
vegetativa, por macroestacas y en menor grado a través de micropropagacion para
producir las plantas madres que son la fuente para obtener plantas.

La certificacion de calidad de las plantas se basa en la comparacion de los patrones
genéticos producidos por los marcadores moleculares de la planta madre y las plantas
multiplicadas a partir de ella. De esta manera es posible detectar posibles errores y su
origen, si es que los hubiera. En esta etapa de desarrollo de los programas de
multiplicaciéon de plantas se necesita mantener un alto nivel de pureza genética en la
propagacion de los materiales seleccionados. De esta forma, [as ganacias genéticas
estimadas se puedan reflejar a nivel operacional.

l. ESTABILIDAD GENETICA

La micropropagacion de plantas es una reproduccion asexuada que se basa en la
multiplicacién celular a través de la mitosis, por lo cual las plantas producidas por este
método debieran ser genéticamente uniformes.

La posible variacidon genética puede entonces estar influenciada en mayor grado si el
sistema de regeneracion es realizada a través del paso por la fase de calio. En el caso de
plantas producidas mediante menstemas o segmentos nodales tienen un mayor grado de
uniformidad y los mutantes pueden ser atnbuidos a mutaciones al azar. En de las tres
especies utilizadas en este proyecto, papa, vid y arandano la posibilidad de vanacion
somaclonal debiera ser menor, pues este método fue usado para micropropagar el
material.

Las vanaciones somacionales son importantes como fuente de variacion genética para el
mejoramiento de plantas, sobre todo cuando estas son heredables. Sin embargo, al
micropropagar una variedad con caracteristicas de agronémicas y de calidad deseable el

_ .. _propésito_es_obtener absoluta_uniformidad.genética.

1. Causas genéticas de variaciéon somaclonal

Las especies tienen un numero y estructura de cromosomas definido, sin embargo éste
puede verse afectado en apices con un aito indice mitdtico. El mayor efecto sobre la
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vanacion somaclonal lo produce un cambio dentro de un set de cromosomas
(aneuploidia), ello debido a! desbalance genético que se produce. Por otro lado, un
aumento del set completo de cromosomas (euploidia) puede resultar en cambios sobre el
tamario medio celular, lo que ademas aumenta la dosis genica.

La vanacidn somaclonal también puede ser producida por la pérdida, duplicacion, y
translocacién de segmentos cromosomales, lo que incide en variar los contenidos de ADN
y en algunos casos la interrupcion de la expresion génica.

Otra causa de la vanacion ha sido causada por cambios en el citoplasma, especiaimente
a nivel mitocondrial, pero este tipo de variacion se ha detectado con mayor frecuencia
cuando la multiplicacion y regeneracion de plantas se ha realizado desde células en
suspension.

Cuando los cambios somaclonales no son heredados han sido clasificados como cambics
epigenéticos. Ellos son cambios en la expresién genética mas que cambios en el genoma
mismo.

2. Origen de la variacion somaclonal

Existen tres principales origenes a las posibles vanaciones somaclonales, la primera es
debido a que puede estar en forma pre-existente en los tejidos celulares. En segundo
lugar, a que algunos de los componentes del medio de cultivo son mutagenicos, dentro de
ellos las hormonas han sido las principales causantes de la variacion detectada. En tercer
lugar, la induccién a la variacion somaclonal puede ser causada en conjunto por el
ambiente, altas tasas de multiplicacién, cambios nutricionales y a los sucesivos ciclos de
subcultivos que se realizan.

. 3. Métodos para examinar identidad y estabilidad genética

a. Marcadores morfolégicos

En forma convencional la identificacion y determinacién de pureza del material genético
se ha realizado por observacion del fenotipo (marcadores morfo-fenclogicos) en
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invemadero, o en ensayos de campo y por test de progenies. Aun cuando estos
marcadores tienen algunas desventajas, como por ejemplo: la escasa capacidad
discriminatoria, especialmente cuando se tienen que descnbir matenales estrechamente
relacionados (dentro de una especie); subjetividad en la descnpcion de algunas
caracteristicas; e influencia ambiental. Estas desventajas pueden ser subsanadas a través
del uso de ofras tecnologias que puedan complementar la descripcion fenotipica del
material genético, como son el uso de los marcadores moleculares.

b. Marcadores moleculares (ADN)

Los marcadores moleculares permiten detectar vanabilidad genética directamente al nivel
del ADN, por lo cual tienen un nivel de resolucion genética superior al analisis fenotipico
convencional. Por ejemplo, los analisis convencionales (fenotipicos) analizan
aproximadamente <5% del total de informacién genética existente en una especie lefiosa,
que es lo que se expresa en el fenotipo (Kinlaw y Neale, 1997), en comparacién con los
marcadores moleculares donde los analisis se realizan sobre el genoma al azar, por lo

cual tiene un mayor grado de resolucion.

¢. Amplificacion de ADN al azar (RAPD)

Los RAPD en plantas presentan una herencia dominante, detectan regiones de ADN
altamente variables (5-10 /oci por partidor), tienen una alta potencialidad en la
construccion de mapas de ligamiento genético, identificacién de razas, estudios de
hibridacién inter e intraespecifica y en el estudio de la variacién genética en poblaciones
aitamente emparentadas. Las principales ventajas de esta técnica son |la rapidez en Ja
obtencién de resultados, el costo, el no uso de radioactividad, menor inversion en equipos
y bajos requerimientos de ADN (Welsh y otros, 1990; Williams y otros, 1990).

'Esta_ técnica ha sido usada con éxito en eucalipto en la identificacion de genotipos (De
Lange y otros, 1993), en un estudio de la distribucién de la diversidad genética ( Nesbitt, y
otros, 1995), como también en la elaboracion de mapas de ligamiento gendmico

gendmico (Grattapaglia y Sederoff, 1994).
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Los objetivos especificos de este trabajo fueron: 1) realizar una identificacién genética-
molecular de las variedades en estudio para las tres especies: papa, vid y arandano; 2)
realizar un control de calidad de las plantas micropropagados en inmersién temporal
mediante un analisis de RAPD.

Ill. DESARROLLO DEL PROYECTO

A. Materiales y Métodos

1. Materiales
En el estudio se incluyeron dos variedades de vid (Cabemet Sauvignon y Sultanina) y
papa (Desirée y Shepody) y O'Neal de arandano.

2. Métodos

a. Extraccion de ADN

El ADN genomico de cada clon fue aislado a partir de hojas sanas y jévenes, desde las
plantas madres. El material usado para verificar la estabilidad genética en vid y arandano
despues del SIT fueron hojas verdes, mientras que en papas fueron tallos y hojas
amarillentas de las plantas después de finalizado el proceso de microtuberizaciéon y bajo
distintos dosis de hormonas..

b. Amplificacién al azar de ADN polimorfico (RAPD)

Durante el desarrollo del trabajo de identificacion y estabilidad genética de las variedades
usadas en el proyecto se evaluaron 48 partidores de 10 mers provenientes de los grupos
A, B, C, y D (OPERON Technologies, CA).

¢.- Reaccién -de- Amplificacion. -La-amplificacién--se realizé- en un termociclador, MJ
Research. La reaccion de amplificacién usada fue la siguiente; 2uL dNTPs (200 pM), 1uL
de partidor (5 pM), 2.5 pl tampén de amplificacion (10 X), 0,75uL de MgCl, (10 mM), 1pL
de Tritén (X-100; 0,01%), 0,2ul de Taq Polimerasa (5 UpL™), 5ul de ADN (5 ngpL™) y

12,25uL de agua estérl. Esta reaccién de ampiificacién fue seleccionada por su
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consistencia y reproducibilidad en las tres especies y para ser usada en forma

operacional.

d. Condiciones de Amplificacion. La condicion de amplificacién fue la siguiente: a) 3
ciclos de 95°C por 1 min, 37°C por 1 miny 72°C por 1,2 min y; b) 37 ciclos de 94°C por
35 seg, 42°C por 40 seg, 72°C por 1 min; terminando con un periodo de extension de
72°C por 10 min., y un periodo de mantencion a 4°C.

e. Electroforesis. Los productos de la reaccion amplificada fueron separados en geles de
agarosa (1,5%,; 1 X TAE) a 100 Volts y con un tiempo de corrida aproximado de 3 h. Los
geles fueron teflidos con bromuro de etidio para visualizar, fotografiar y evaluar las
bandas.

B. Resultados.

1. Identificacién de variedades.

a. Papa

Las variedades de papa fueron identificadas entre ellas genéticamente mediante RAPDs.
Se realizd un screening de las plantas originales, recién ingresadas al sistema de cultivo
in vitro convencional. Para los 48 partidores evaluados se obtuvo 20 partidores con una
buena resolucion para discriminar entre las variedades. Como ejemplo, en la Foto 1 se
observan los patrones obtenidos con 10 partidores para Shepody (S) y Desirée (D),
existen patrones mediante los cuales es facil distinguir entre ambas variedades, como son
los partidores 2, 3, 4, 7 y 9. Las bandas de estos partidores presentan una mayor
diferencia en su tamafio moiecular entre las variedades. Existen otros de partidores de
tipo monomorfico, donde no se presentaron, al menos en el tamafio molecular de la
banda, diferencias entre las variedades, por ejemplo, el partidor 8 y 10 (Foto1).
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Foto 1. Identificacion varietal en papas mediante RAPD.
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b. Vid

Las variedades de vid también fueron identificadas entre ellas genéticamente mediante
RAPDs. Se utilizaron plantas originales, recién ingresadas al sistema de cultivo in vitro
convencional para hacer el screening con 48 partidores. Para los 48 partidores evaluados
40 de los partidores presentaron bandas polimorficas que diferenciaron entre Sultanina y
Cabemet Sauvignon. Las bandas analizadas fueron las de mayor nitidez vy
reproducibilidad. En la foto 2 se observan los patrones obtenidos con 8 partidores para
Sultanina (S) y Cabemet Sauvignan (CS), existen patrones mediante los cuales es facil
distinguir entre ambas variedades, como son los partidores 2, 3, 5, 7 y 8. Aunque los otros
también discriminan entre las varedaes, es prefenble usar partidores que generen loci
con una mayor diferencia en su tamaro molecular. Se detectaron también partidores no
informativos, los cuales generaron bandas de idéntico peso molecular (4).

Foto 2. Identificacion varietal en vid mediante RAPD.

c. ArAndano

De las tres variedades de arandano usadas en la micropropagacién en el SIT, sélo la
variedad O’Neil fue la unica evaluada molecularmente, mediante RAPD. Como primera
actividad, la Empresa Honrifrut, colecté las muestras y entre ellas introdujo una
" proveniente de un predio (sélo identfficado por elios) donde se sospechaba de la
existencia de una *mezcla de variedades”. En la foto 3 la muestra identificada como (O)
tiene patrones genéticos diferentes a los otros dos individuos (O’Neil), uno proveniente del
huerto y el segundo proveniente del SIT, analizados con dos partidores. Lo mismo se

observo en la amplificacion con 20 partidores adicionales.
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Foto 3. Variedad O'Neil proveniente de un huerto (O), de un huerto de Curacavi (CU) y
genotipo proveniente del Sistema de Inmersién Temporal (SIT).

2, Estabilidad genética

a. Papa

Se evalud la estabilidad genética sobre plantas de papa gque estuvieron el mayor tiempo
micropropagadas en el SiT, vale decir, 120 dias. Estas plantas estuvieron bajo las etapas
de multiplicacidn, elongacién y tuberizacion. Ello involucré cambios de medios
(subcultivos) cada 21 dias, cambios de hormonas y condiciones ambientales de luz a
oscuridad, para el caso de la tuberizacion. De acuerdo a io observado en los 48 partidores
analizados no se presentd variacion geneética entre los individuos analizados. La Foto 4
muestra idénticos patrones de bandas para tres de los 48 partidores analizados en
plantas de Shepody y Desirée originales (o) y aquellas dervadas de tratamientos de
tubenzacidn donde las dosis de BAP fueron 3 ¥y 5 mg/l.
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.epod y . Desirée

Foto 4. Estabilidad genética de Shepody y Desirée después de finalizada la etapa de
fuberizacion con dos dosis de BAP.

b. Vid

Para las vides micropagadas en el SIT, el periodo involucrd un periodo total de 40 dias. El
medio de cultive de iniciacion contuvo 0,1 m g/l de BAPy 30 gr/i de sacarosa, y a los 21
dias se subcultivo, pasando a la etapa de elongacién, y al medio de cultivo se le agrego
0.5 mg/l de GA; y 30 gr/l de sacarosa, al cabo de esta etapa se evalud la estabilidad
genética en plantas de vid. De acuerdo a los 48 partidores analizados no se observé
variacién genética en ninguna de las dos variedades. La Foto 5 muestra idénticos
patrones de bandas entre plantas de Suitanina y Cabemet Sauvignan recién introducidas
en cultivo in vitro convencional (INCV) y aquellas producidas mediante el Sistema de
Inmersion Temporal.

oy . pe. -
Eabernet Suitanina - AN in: - K 3 Sultanina

;f

Ve SIT INVC SIT INVC SIT INVC SIT TINVC SIT INVC SIT

Foto 5. Estabilidad genética de Sultanina y Cabernet Sauvignon después de finalizada la
etapa multiplicacién y elongacién en el sistema de inmersiéon temporal.
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¢. Arandano

Para la variedad O’Neil, micropagada en el SIT, el periodo involucrdé un periodo total de
60 dias. El medio de cultivo de explicado en la seccién de multiplicaciéon en el, fue mas
prolongado que el de las vides, y los subcultivos se realizaron cada..... 21 dias se
subcultivd, pasando a la etapa de elongacién, y al medio de cultivo se le agregé 0,5 mg/l
de GA;y 30 gr/l de sacarosa, al cabo de estas etapas se evalud la estabilidad genética en
plantas de arandano. De acuerdo a los 48 partidores analizados no se observo variaciéon
genética en O'Neil. La Foto 6 muestra idénticos patrones de bandas, para cuatro
partidores de los 48 analizados, entre plantas muestreadas en el huerto (O), en
condiciones de cultivo in vitro convencional (CIV) y de plantas provenientes del Sistema

de inmersion temporal (SIT).

O CIV.SIT O CIVSIT O CIV SIT O CIV SIT

Foto 6. Estabilidad genética de Suitanina y Cabemet Sauvignon después de finalizada la
etapa multiplicacion y elongacion en el sistema de inmersion temporal.

C. CONCLUSIONES

Mediante RAPDs se logré diferenciar entre las variedades de papa y vid, en el caso de
arandano, se determin¢é la existencia de un genotipo no deseado.

" "La estabilidad genética de las tres especies micropropagadas a través del SIT no se vié
afectada, vale decir, la identidad genética no se alteré con este sistema de propagacion
propuesto.

Ambos aspectos tienen una gran relevancia en un proceso de certificacion del genotipo y
a su vez un control de calidad del proceso de produccién de plantas.

89



BIBLIOGRAFIA

De Lange, W.J.; Wingfield, B.D.; Viljoen, C.D. Wingfield, M.J. 1993. RAPD-fingerprinting to
identify Eucalyptus grandis clones. South African Forestry J. 167:47-50

Goto S. 1998. Genetic fingerprinting of nematode-resistant clones of Japanese black pine
(Pinus thunbergii Parl) using RAPD markers. J. For. Res. 3:127-130.

Grattapaglia, D.; Sederoff, R. 1994. Genetic linkage maps of Eucalyptus grandis and
Eucalyptus urophylla using pseudo-testcross: mapping strategy and RAPD
markers. Genetics 137:1121-1137

Keil, M.; Griffin, A.R. 1994. Use of random amplified polymorphic DNA {(RAPD) markers in
the discrimination and verification of genotypes in Eucalyptus. Theor. App!. Genet.
89: 442450

Khasa, P. and B. Dancik.: Rapid identification of white-Engelmann spruce species by
RAPD markers. Theor. Appl. Genet. 92 :46-52. (1996).

Scheepers, D.; M-C Eloy and M Bnquet. 1997. Use of RAPD pattems for clone
verification and in studying provenance relationships in Norway spruce (Picea
abies). Theor. App!l. Genet. 94 :480-485.

Van den ven, W y R Mcnicol. 1995. The use of RAPD markers for the identification of
Sitka spruce (Picea sifchensis) clones. Heredity. 75 :126-132.

Welsh, J. McClelland, M. 1990. Fingerprinting genomes using PCR with arbitrary primers.
Nucleic Acid Res. 18: 7213-7218

Wiliams, J.G.K.; Kubelik AR.; Livak, K.J.; Rafalki, J.A; Tingy, S.V. 1990. DNA

polymorphisms amplified by arbitrary primers are useful as genetic markers.
Nucleic Acid Res. 18.6531-6535

90



EVALUACION ECONOMICA: COMPORACION ENTRE MICROPROPAGACION
CONVENCIONAL Y EL SISTEMA DE INMERSION TEMPORAL (SIT)

I. INTRODUCCION

1.1. Sistema de Produccién.

Sobre la base del esquema de propagacion para cada una de las especies del proyecto;
vid, ardndano y papas, se evalud en forma forma econémica el proceso de inmersion
temporal (SIT) y se comparé con el sistema convencional de micropropagacion.

El estudio econémico sblo considera el proceso productivo en la etapa de laboratono, se
descarta el trabajo de obtenciéon de material genético y la etapa de vivero, ya que son
etapas que no son afectadas por [a tecnologia desarrollada por el proyecto.

Materiales y métodos.

Para evaluar en forma econdémica el sistema productivo, se disefié una ficha técnica-

econdmica para cada cultivo. La matnz de esta ficha es la que se presenta en la figura 1.

ftem Valor Unitario Cantidad Total
Personal

Equipos

Materiales

Insumos

Servicios Generales

Administracion

Total Laboratorio

. La informacién que se recolecta, segun_Figura 1, se complentaba con:

v Tiempo de Trabajo.
¥ Tasa de Muitiplicacion.

v Cantidad de matenral ingresado a propagacion.
v Plantas o tubérculos producidos.

v Pérdidas.
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Los items se valoraban por unidad requerida para el esquema de produccion de acuerdo
a la experiencia del trabajo en el laboratorio, vale decir se cuantificaban las unidades
requendas de cada insumo por cantidad de matenal a micropropagar, ya sea el caso de
micropriopagacion in-vitro como ei sistema SIT.

Para el caso del SIT, como el proyecto es pionero en la techologia, no se contaba con
informacion de duracion ¢ depreciacién de matenal o inversiéon requenda, se utilizé tasa
estandar y comun para las diversas especies.

Los supuestos utilizados para las inversiones y material fungible del sistema de inmersion
temporal son:

Depreciacion de inversion  : 5 afios.

Duracién de material fungible como mangueras y matraces : 3 affos.

El estudio econémico se realizd para:
v Plantas de Vides:

» Convencional in-vitro.

e SIT 2 subcultivos.

e SIT 3 subcultivos.

v Microtubérculos de Papas:
* Convencional in-vitro.
e SIT con 3 mg de BAP.
¢ SIT con 5 mg de BAP.

v"  Plantas de Arandanos:
« Convencional in-vilro.
o SIT.

Resultados

El detalle dei estudio econémico para cada especie es:
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Plantas de vides

Item ! Vid in-vitro Vid SIT 2 subcultivo Vid SIT 3 subcultivo
Valor ($) | Unitario | Porcentaje | Valor ($§) | Unitario | Porcentaje | Valor ($) | Unitario | Porcentaje
Personal 129.605 48 47 2% 43.898 49 30,0% 52.260 19 26,5%
Equipos 8.416 3 3,1% 23.287 26 15,9% 25.27M 9 12,8%
Materiales 4.041 1 1,5% 9.904 11 6,8% 11.039 4 5,6%
Insumos 88.549 33 32,2% 28.224 31 19,3% 65.209 24 33,1%
Servicios Generales | 31.020 11 11,3% 34.020 38 23,3% 34.020 13 17,3%
Administracién - 13.082 5 4,8% 6.967 8 4, 8% 9.390 3 4,8%
Total 274.712 102 100,0% 146.300 163 100,0% 197.188 73 100,0%
Produccioén plantas 2,700 900 2.700
Valor Unitario ($) ‘ 102 163 73
Material Inicial 100 brotes 100 brotes 100 brotes

Microtubérculos de papas

ltem Papas in-vitro Papas SIT 3 mg BAP Papas SIT 5 mg BAP
Valor ($) | Unitario | Porcentaje | Valor {$) | Unitario | Porcentaje | Valor (3) | Unitario | Porcentaje

Personal 129.605 150 56,4% 41.808 108 35,1% 43.898 88 35,8%

Equipos 8.416 10 3,7% 26.191 68 22,0% 26.191 52 21,3%

Materiales 4.041 5 1,8% 11.039 29 9,3% 11.039 22 9,0%

Insumos 52.883 61 23,0% 15.445 40 13,0% 16.783 34 13,7%

Servicios Generales 24.020 28 10,4% 19.020 49 16,0% 19.020 38 15,5%

Administracién 10.948 13 4,8% 5.675 15 4,8% 5.847 12 4,8%

Total 229.913 266 100,0% 119.178 309 100,0% 122.778 248 100,0%

Produccibn

m.tubérculos 864 386 500

Valor Unitario ($) 266 309 246

Material Inicial 18 brotes 18 brotes 18 brotes
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Plantas de Arandanos

Aréndanos in-vitro

Arandanos SIT

Item

Valor ($) Unitario Porcentaje Valor ($) Unitario Porcentaje
Personal 71,000 30 37,8% 53,000 13 257%
Equipos 7,916 3 4,2% 21,071 5 10,2%
Materiales 2,841 1 1.5% 11,010 3 5,3%
Insumos 73,055 30 38,8% 77,255 19 37.5%
Servicios Generales 24,020 10 12,8% 34,020 9 16,5%
Administracién ! 8,942 4 4 8% 9,818 2 4 8%
Total 187,774 78 100,0% 206,174 52 100,0%
Produccion plantas |. 2.400 4.000
Valor Unitario ($) j 78 52
Material Inicial ; 800 800
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En anexo 3, se adjunta detalle de caiculo de costo.

Conclusiones

Los resultados obtenidos para el costo unitario de produccidén, pemitieron realizar una

comparacion entre el sistema convencional de micropropagacién y las alternativas para el

sistema de inmersion temporal, en base a los porcentajes de variacion de los costos por

item. Ademas, se obtiene la diferencia respecto a la mejor altemativa del sistema SIT.

A continuacién se presenta el analisis para cada especie.

Plantas de vides

item Produccién in-vitro | Produccién SIT | Produccion SIT 3 subcultivos
convencional 2 subcultivos 2700 plantas
2700 plantas 900 plantas Unitario Relacion
Personal 47 2% 30,0% 26,5% 40,3%
Equipos 3,1% 15,9% 12,8% 300,3%
Materiales 1,5% 6,8% 5,6% 273,2%
Insumos 32.2% 19,3% 33,1% 73.6%
Servicios Generales 11,3% 23,3% 17,3% 109,7%
Administracidén 4,8% 4,8% 4,8% 71,8%
Var. Valor Unitario 100,0% 159,8% 71,8%

Microtubérculos de papas

Item Produccién in-vitro Produccion SIT Produccién SIT 5 mg BAP
convencional 3 mg BAP 500 microtubérculos
864 microtubérculos | 386 microtubérculos | Unitario Relacion
Personal 56,4% 35,1% 35,8% 58,5%
Equipos 3,7% 22,0% 21,3% 537,8%
Materiales 1,8% 9,3% 9,0% 472,0%
Insumos 23.0% 13,0% 13.7% 54,8%
| Servicios Generales | " 104% = | T 16,0% 15,5% 136,8%
Administracion 4 8% 4 8% 4.8%
Var. Valor Unitario 100,0% 116,0% 92,3%
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Plantas de Arandanos

item Produccién in-vitro Produccién SIT
convencional 4.000 plantas
2.400 plantas Unitario Relacion
Personal 37.8% 25,7% 44 8%
Equipos 4 2% 10,2% 159,7%
Materiales 1,5% 5,3% 232,5%
Insumos 38,9% 37.5% 63,4%
Servicios Generales 12,8% 16,5% 85,0%
Administracion 4.8% 4,8%
Var. Valor Unitario 100,0% 65,9%

Al respecto se puede concluir:

v En el caso de vides y arandanos se producen importantes economias en el costo de
produccién, principalmente en ios items de personal e insumos.
v Es importante avanzar en este estudio, ya que como se sefialé no hay experiencia

para contabilizar la duracién de los equipos y los materiales, por tanto puede haber

diferencias en el costo de produccion.

v El valor de las inversiones equivalen a la importacion realizada por el proyecto, sin

embargo actualmente es posible encontrar en el pais altemativas mas econémicas.

Por consiguiente se producirian economias si se valoraran con estos costos.
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1.2. Inmersion en Sistema de Inmersién Temporal

En base al disefio de un modulo de Sistema de Inmersion Temporal con 20 unidades

equivalente a 40 frascos, se han valorado cada una de las unidades que se requiere para

su implementacion. Considerando los requerimientos de la Fuente de Financiamiento se

han valorado, considerando la situacion al inicio del Proyecto FIA y la actual, vale decir

materiales nacionales.

En la situacién inicial del Proyecto se valord el transporte, la intemacion, el disefio y

montaje del Sistema (No se considers el costo de ios estantes que se requieren).

ltem Inversion Original (importado) |Inversién (materiales nacionales)
Cantidad Valor Total |Cantidad Valor Total
Unitario Unitario

Compresor 1.5 HP 1 129.000 129.000 1 129.000 129.000
Valvulas MAC 4 32.175 128.700 45.608 91.216
Equipo flucrescente ¢/ 20 2.700 54.000 20 2.700 54.000
tubos
Reloj Horario 1 19.800 19.800 1 19.800 19.800
Contactores 2 21.000 42.000 2 21.000 42.000
[Programadores 1 260.000 260.000 1 75.471 75.471
Tubos 10 -1.5 (mm) 20 2.312 46.240 20 2.312 46.240
Tubos 8 -1.5 {mm) 4 770 3.080 4 770 3.080
Filtro aire 1 327.600 327.600 1 43.800 43.800
Cable (mts) 30 70 2.100 30 70 2.100
Botellas 40 14.310 572.400 40 14.310 572.400
Tapones 40 14.488 579.533 40 14,488 579.5633
Derivaciones 10 15 3.887 58.305 15 2.487 37.305
Derivaciones 10-8 40 2.782 111.280 40 3.503 140.120
Unién codo 10 6 2.561 15.366 6 3.000 18.000
Valvula Flujo 2 7.508 15.015 2 7.477 14.954
Racor HI 10 2 1.476 2.951 2 2.207 4414
Racor HE 10 5 2.451 12.253 5 1.331 6.655
Valvula Compuerta 1 7.508 7.508 1 6.500 6.500
Tapén GS 10 10 774 7.735 10 701 7.010
Tapon GS 8 30 750 22.500 30 700 21.000
Correas Plasticas 100 15 1.500 100 15 1.500
Materiales Menores 1 20.000 20.000 1 20.000 20.000
Mangueras silicona 15 2.321 34.808 15 2321 34.808
Sub Total 2.473.673 1.970.906
Internacion y transporte 1 825.500 825.500
Montaje y puesta en 1 7.637.409 |7.637.409
marcha
Total 10.936.582 1.970.906




DIFUSION Y TRANSFERENCIA DE TECNOLOGIA

A. ACTIVIDADES TECNICO-ADMINISTRATIVAS

a) Asistencia a reunién informativa en el FIA. Inicio del proyecto

b) Compra e instalacion de los equipos de Inmersion Temporal y equipos de C02 en INIA

Quilamapu y Hortifrut-Sone

c¢) Coordinacibn de actividades con asesores nacionales e intemacionales e
investigadores participantes en el proyecto.

d) Preparacién de informes técnico-financieros

e) Organizacién de dos seminarios

B. REUNIONES DE TRABAJO

a) Reuniones tecnicas con el personal participante en el proyecto en INIA Quilamapu y
Hortifrut-sone

b) Reuniones de trabajo con el asesor intemacional Dr. Dagoberto Casto y Dr. Rodulo
Rodén.

¢) Reuniones técnicas con los Supervisores FIA del proyecto Sr. Tomas Garcia-Huidobro
y Dr. Mauricio Carioles en INIA Quilamapu y Hortifrut

d) Reuniones técnicas y financieras con la Srta. Ximena Soledad Mura Alvarez, Ing.
Comercial, de la Contraloria General de la Republica, Division de Auditoria
Administrativa en INIA Quilamapu, dos oportunidades, y en el Centro Experimental La
Pampa, INIA Remehue.

e) Reunién Técnica con un representante del BID en Laboratorio de Hortifrut.

C. PRESENTACIONES TECNICAS DEL PROYECTO O SUS RESULTADOS

Avilés, R.; Becema, V., Paredes, M. 2005. Consideraciones econdmicas de la
. _ micropropagacion_de microtubérculos de papas_y plantas de vides: sistema
convencional y de inmersion temporal. 56° Congreso Agrondmico de Chile, 6°
Congreso Sociedad Chilena de Fruticultura, 2° Congreso Sociedad Chilena de
Horticultura, Chilian, Chile.
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Becerra, V., Paredes, M., Rojo, C. 2005. Determinacién de estabilidad genética en el
proceso de multiplicacion de plantas en el sistema de inmersién temporal (SIT).
56° Congreso Agronomico de Chile, 6° Congreso Sociedad Chilena de Fruticultura,
2° Congreso Sociedad Chilena de Horticultura, Chillan, Chile.

Paredes, M.; Becerra, V.; Avilés, R.; Zufiga, M. 2002. Evaluacion de la factibilidad del
uso de la técnica de inmersion temporal en bioreactores para mejorar la eficiencia
de la micropropagacion en especies anuales, frutales y vides. En: Seminario
Investigacion y desarrollo en Biotecnologia Silvoagropecuaria: situacién actual
chilena. Santiago. CONICYT-CORFO-FIA-MINECON, Santiago, Chile. 2002.

Paredes, M.; Becemra, V., Avilés, R.; Zufiga, M. 2002. Evaluacion de la factibilidad del
uso de la técnica de inmersion temporal en biocreactores para mejorar la eficiencia
de la micropropagacion en especies anuales, frutales y vides. En: lanzamiento del
Concurso INNOVA Bio Bio-FIA en Concepcidn.

Paredes, M.; Becerra, V; Castro, D; Santos Rojas, J. Micropropagacion de papa (Sofanum
tuberosurn L) mediante la técnica de inmersion temporal. XXI Congreso de la
Asociacion Latinoamencana de la papa (ALAP), V Seminano Latinoamericano de
la papa: Uso y Comercializaciéon. X Reunion de la Asociacion Chilena de la papa
(ACHIPA), Il Congreso Iberoamericano de Investigacion y Desarrollo en patata .
Valdivia, mayo, 2004,

Paredes, M.; Becerra, V.; Castro, D. 2004. Micropropagacion de plantas de vid (Vitis
vinifera L.) en bioreactores de inmersion temporal. V Encuentro Latinoamericano y
del Caribe de Biotecnologia. Redbio 2004. Boca Chica, Republica Dominicana..

Paredes, M.; Becerra, V. Castro, D.; Carrasco, I.; Luengo, U.; Rojo, C.; Zuniga, M. 2004.
Sistema de inmersion temporal en bioreactores (SIT) arandano y vid. Semana
Nacional de la Ciencia_y la Tecnologia. Biotecnologia ayer, hoy y mafiana.
Programa EXPLORA, CONICYT. Octubre, 2004. Santiago, Chile.

Paredes, M.; Becerra, V. Castro, D.; Carrasco, i.; Luengo, U.; Balocchi, C; Obando, M.
2004. Sistema de inmersion temporal en bioreactores (SIT) papa y eucalipto.
Semana Nacional de la Ciencia y la Tecnologia. Biotecnologia ayer, hoy y
mafana. Programa EXPLORA, CONICYT. Octubre, 2004. Santiago, Chile.
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Paredes, M.; Becerra, V. Castro, D.; Carrasco, |.; Luengo, U. 2004. Micropropagacion
convencional. Semana Nacional de la Ciencia y la Tecnologia. Biotecnologia ayer,
hoy y manana. Programa EXPLORA, CONICYT. QOctubre, 2004. Santiago, Chile.

Paredes, M., Becerra, V.; Castro, D.; Rojas, J., Camasco, |, Luengo, U. 2004. Efecto de la
dosis de BAP y sacarosa en la microtubenzacion de papas en bioreactores. 55°
Congreso Agronomico de Chile, 5° Congreso de la Sociedad Chilena de
Fruticultura, 1° Congreso de la Sociedad de Horticultura, Octubre, 2004. Valdivia,
Chile.

Zuiiga, M., Paredes, M., Becerra, V., Castro, D. 2005. Mejoramiento de la tasa de
muitiplicacion en arandano a través del sistema de inmersion temporal (SIT) en
birreactores. 56° Congreso Agrondmico de Chile, 6° Congreso Sociedad Chilena
de Fruticultura, 2° Congreso Sociedad Chilena de Horticultura, Chillan, Chile.

D. ARTICULOS DIVULGATIVOS.

Paredes, M. 2005. Inmersion Temporal en Birreactores: Nueva tecnologia en
micropropagacion de plantas en Chile. Revista Tierra Adentro 62:48-49.

Reportaje. Revista América Economia. Junio 2005

SEMINARIOS

1er Seminario proyecto:

Invitados: Dagoberto Castro, Arturo Lavin, Jose Santos Rojas, Gabriela Balze
Investigadores del proyecto: Mario Paredes, Viviana Becerra, Rodngo Avilés, Marcela
Zufiga. Asistencia 55 personas.

Seminario Final del proyecto:
Investigadores del proyecto: Mano Paredes, Viviana Becerra, Rodrigo Avilés, Marcela
Zufiga. Asistencia 45 personas.
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F. PRESENTACIONES VARIAS

a) Autoridades nacionales y regionales: Ministro de Agricultura, Sr. Jaime Campos;
intendente de la Regién del BioBio, Sr. José Toha; Seremi de Agricultura, VIII Regién, Sr.
Andrés Castillo, SERPLAC, Sr. Zunico; Director Nacional del INIA, Sr. Francisco
Gonzalez, Director Regional y Sub Director Investigacion Desarrollo, Coordinador de!
Departamento de Produccion Vegetal del INIA Quilamapu y otras autoridades regionales

b) Profesionales, técnicos ¥ alumnos que visitaron el laboratorio de biotecnolegia INIA
Quilamapu.

G. REUNIONES DE REVISION Y DISCUSION DEL PROYECTO

a) Asesor intemacional
b) Informes técnico financiero FIA
c) Visitas Contraloria General de la Republica

CONCLUSIONES GENERALES
Los resultados obtenidos permitieron demostrar que:

a) La Inmersiéon temporal es un sistema adecuado para multiplicar arandano, vid y papa

b) Las plantas de arandano y vid son altamente susceptibles a la multiplicacién en medio
liquido, por lo cual es muy importante trabajar con frecuencia de inmersién mas largas y
con tiempos de inmersion cortos

¢) Las plantas de papa no presentaron susceptibilidad a la multiplicacién en medios
liquidos por lo que se pueden usar frecuencias mas cortas y tiempos mas prolongados

que arandano y vid

d) Todos los cultivos y variedades evaluadas presentaron un comportamiento diferencial
por lo que la tecnologia debe adaptarse a cada caso
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e) La aplicacién de CO; no modificd sustancialmente el sistema de multiplicacion en el SIT

f) Es posible realizar el proceso de tuberizacidon en papa en el SIT, pero se producen
tubérculos muy pequenos, por lo que se recomienda realizar un periodo de engorda en
invernadero

g) El proceso de multiplicacién en el SIT no indujo cambios en los patrones genéticos, de
acuerdo a los partidores de RAPD utilizados en los cuitivos y vanedades utilizadas

h) Las principales ventajas econémicas del SIT se presentaron en la reduccidén de costo
en el uso de mano de obra e insumos. Desde el punto de vista técnico, se presentd una
excelente tasa de multiplicacion en arandano y una escasa pérdida de plantas durante el
proceso de aclimatacién.

i) Las actividades de transferencia se realizaron a través de seminarios, charlas técnicas,
presentaciones de trabajos a Congresos nacionales e intemacionales y presentaciones en
Ferias cientificas y tecnologicas. Se adjunta listado de asistentes al Seminario final y
presentaciones de los investigadores en Anexo.

j} El desarrollo de este proyecto incentivd la presentacion de nuevos proyectos y la
aplicacion de esta tecnologia a nuevos cultivos. La empresa Sone est& evaluando la
posibilidad de multiplicar arandanos, frambuesa, moras y algunas flores de bulbo. La
empresa Bioforest S.A. y la Cooperativa de Mejoramiento genético Forestal, asociadas a
INIA Quilamapu estan evaluando la posibilidad de usar esta metedologia para multiplicar
las dos especies de eucalipto mas importantes en el pals como son Eucaliptos globulus y
E. nitens.
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Anexo 1. Diagrama del sistema de inmersién temporal

! | I Medio de cultivo
liquido

Explartes

\\

Aire desde €
Compresor

Diserio de Sistema de Inmersidn Temporal
V. Becera
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Anexo 2. Formulaciones de los medios

Anexo 2.1. Medio basal de arandano Word plant

3

HORTIFRUT

e
jy e

———
Berries a todo el Munds
Todos los din

Compuesto mg/L
NH 4 NO3 400
Ca(NO)3 556
KSO4 990
KH PO 170
CaCL 96
Mg S04 7 H20 370
FeSO7HO 27.8
Na EDTA 37,3
MnSO 16,9
ZN SO 8,6
HBO 6,2
NaMoO2H20 0,25
CuSO 0,25
Mio Inositol 100
Solucién Vitaminas MS Tmi
Tiamina 0,9
2ip

Azuticar 30 grs
Agar 7 grs
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Anexo 2. 2. MEDIO BASAL PARA CULTIVO DE VID EN MEDIO LIQUIDO
(Medio usado en micropropagacién convencional)

Compuesto quimico {mg/L)
NH4NO; 400
KNO; 1000
CaCiz 2H20 353
MgS0,.7HC 200
KoHPO, 170
FeS0,. 7H,0O 27,8
Na,EDTA 373
Ki 0,83
H3BO, 6,2
MnSO, 4H.,0 223
Zn804 7H20 86
Na;MoO, 2H:0 0,25
CUSO4 5H20 0,025
CoCl; 6H;0 0,025
Tiamina 1
Ac. Nicotinico 1
Piridoxina 1
Cisteina 1
Biotina 1
Pantotenato de Calcio 0,01
Glutamina 200
Inositol 100
Sacarosa 30%
BAP 0,1
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Anexo 2. 3. Medios de cultivo para micropropagacién y microtuberizacion de papa.

MEDIO 1 MEDIO 2 Medio MEDIO 3 Medio
Basal para Basal para
Micropropagaciénen  Tuberizacién en
SIT SIT
Compuesto quimico MS (1962) Medio Papa MS modif.
(mgL™) MS modif. (mgL™")
(mgL™")
NH4sNO; 1650 1650 1650
KNOQO, 1900 1900 1900
CaCl,2H,0O 440 440 440
MgS0,.7H,0O 370 370 370
Ko HPO, 170 170 170
FeSO4 7H20 27,8 278 278
NaEDTA 37,3 37,3 373
Ki 0,83 0,83 0,83
H:BO: 6,2 6,2 6,2
MnSQ,4H,0 223 223 223
ZnS0, 7H,0O 8,6 8,6 8,6
Na,MoQ, 2H,0 0,25 0,25 0,25
CuSQ, 5H,0 0,025 0,025 0,025
CoCl, 6H,0 0,025 0,025 0,025
Glicina 2 12,5 12,5
Tiamina 0.1 12,5 12,5
Ac. Nicotinico 0,5 12,5 12,5
Piridoxina 0,5 12,5 125
Inositol 100 100 100
Sacarosa 3% 3% 0
Ac. Giberélico 0 0,5 0

* Similar al usado para micropropagar papas en Remehue= Medio basal del ensayo en

cultivo liquido.
** Medio basal sin sacarosa y sin BAP solo para tuberizacién de papas
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Anexo 3. Estudio econémico

Vides in-vitro

Item Valor Unitario | Cantidad Total
Personal 129.604,5
Profesional 6.779,7 6,2 42.033,9
Operario (horas) 1.412.4 62,0 87.570,6
Equipos 8.416,0
Equipos 8.416,0 1,0 8.416,0
Materiales 4,041.0
Varios 4,041.0 1.0 4,041.0
Insumos 88.549,0
Brotes 25,0 100,0 2.500,0
Desinfeccion 380,0 1,0 380,0
Medio establecimiento 3.518,0 1,0 3.518,0
Medio multiplicacién 3.521,0 3,0 10.563,0
Alcohol de quemar 200,0 2,0 4000
Bisturi 1.400,0 2,0 2.800,0
Zapatos 266,0 2,0 532.0
Mascaras 78,0 2,0 156,0
Papel de aluminio 100,0 2,0 2000
Aclimatacion 250 2.700,0 67.500,0
Servicios Generales 31.020,0
Varios 27.000.0 1.0 27.000,0
Mantencion 4.020,0 1.0 4.020,0
Administracién 13.081,5
Total Laboratorio 274.712,0
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Vides SIT 3 subcultivos

Item Valor Unitario| Cantidad Total
Personal 52.259,9
Profesional 6.779,7 25 16.949,2
Qperario (horas) 14124 250 35.310,7
Equipos 25.270,8
Fungible 7.3649 1,0 7.3649
Equipo mayor 8.509,7 1,0 8.509,7
Accesorios neumaticos 4.569,5 1,0 4.569,5
Accesorios eléctricos 4.826,7 1,0 4.826,7
Materiales 11.038,7
Filtros 56723 1,0 56723
Frascos SIT 4.583,3 1,0 4.583,3
Matraces 508,2 1,0 508,2
Tapones de goma 203,0 1,0 203,0
Mangueras 71,4 1,0 71,4
Capilares 0,5 1,0 05
Operacion 65.209,0
Brotes 20,0 100,0 2.000,0
Medio multiplicacion 1.970,0 1,0 1.970,0
Establecimiento unidades 985,0 1,0 985,0
Subcultivo 1 unidades 985,0 1,0 985,0
Subcultivo 2 unidades 985,0 1,0 985,0
Subcultivo 3 unidades 985,0 1.0 985,0
Alcohol 50,0 1,0 950,0
Bisturi 1.400,0 1.0 1.400,0
Zapatos 266,0 1,0 266,0
Mascaras 78,0 1,0 78,0
Papel Aluminio 275,0 1,0 275,0
Plastico 330,0 1,0 330,0
Aclimatacion 20,0 2.700,0 54.000,0
Servicios Generales 34.020,0
Varios 30.000,0 1,0 30.000,0
Mantencion 4.020,0 1,0 4.020,0
-|Administracién - e 9.390
Total Laboratorio 197.188
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Vides SIT 2 subcultivos

ltemn Valor Unitario| Cantidad Total
Personal 43.898,3
Profesional 6.779,7 2.1 14.237,3
Operario (horas) 14124 21,0 29.661,0
Inversiones mayores 23.286,5
Fungible 6.444.3 1,0 6.444 3
Equipo mayor 7.446,0 1,0 7.446,0
Accesorios neumaticos 4,569,5 1,0 4.569,5
Accesorios eléctricos 4 826,7 1,0 4.826,7
Inversiones menores 9.904,2
Filtros 45379 1,0 45379
Frascos SIT 4 5833 1,0 4.583,3
Matraces 508,2 1,0 508,2
Tapones de goma 203,0 1,0 203,0
Mangueras 71,4 1,0 71,4
Capilares 0,5 1,0 0,5
Operacion 28.224,0
Brotes 20,0 100,0 2.000,0
Medio multiplicacion 1.970,0 1,0 1.970,0
Establecimiento unidades 985,0 1,0 885,0
Subcultive 1 unidades 985,0 1,0 985,0
Subcuitive 2 unidades 985.0 1,0 985,0
Alcohol 950,0 1,0 9500
Bisturi 1.400,0 1,0 1.400,0
Zapatos 2660 1,0 266,0
Mascaras 78,0 1,0 78,0
Papel Aluminio 275,0 1.0 2750
Plastico 330,0 1,0 330,0
Aclimatacion 20,0 900,0 18.000,0
Servicios Generales 34.020,0
Varios 30.000,0 1,0 30.000,0
Mantencidn 4.020,0 1,0 4.020,0
Administracién 6.967
Total Laboratorio 146.300
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Papas in-vitro

item Valor Unitario| Cantidad Total
Personal 129.604,5
Profesional 6.779,7 6,2 42.033,9
Operario (horas) 1.4124 62,0 87.570,6
Equipos 8.416,0
Equipos 8.416,0 1,0 8.416,0
Materiales 4.041,0
Varios 4.041,0 1,0 4.041,0
Operacioén 52.883,0
Material 101,0 18,0 1.818,0
Desinfeccion 380,0 1,0 380,0
Medio establecimiento 3.518,0 1,0 3.518,0
Medio multiplicacion 3.521,0 3.0 10.563,0
Alcohol de quemar 200,0 1,0 200,0
Bisturi 1.400,0 1,0 1.400,0
Zapatos 266,0 1,0 266,0
Mascaras 78,0 1,0 78,0
Papel de aluminio 100,0 1,0 100.,0
Aclimatacién 40,0 864.0 34.560,0
Servitios Generales 24.020,0
Varios 20.000,0 1,0 20.000,0
Mantencidn 4.020,0 1,0 4.020,0
Administracion 10.948
Total Laboratorio 229.913
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Papa SIT 3 mg BAP

Item Valor Unitario| Cantidad Total
Personal 41.807.9
Profesional 6.779,7 2,0 13.559.3
Qperario (horas) 1.412.4 20,0 28.248,6
Inversiones mayores 26.191,5
Fungible 8.285,6 1,0 8.285,6
Equipo mayor 8.509,7 1,0 8.509,7
Accesorios neumaticos 4.569.5 1.0 4.569,5
Accesorios eléctricos 4.826,7 1,0 4.826,7
inversiones menores 11.038,7
Filtros 5.672.3 1,0 5.672,3
Frascos SIT 45833 1,0 4.583,3
Matraces 508,2 1,0 508,2
Tapones de goma 203,0 1,0 203,0
Mangueras 71,4 1,0 71,4
Capilares 0,5 1,0 0,5
Operacién 15.445.0
Material 101,0 18,0 1.818,0
Medio multiplicacion 35210 1.0 3.5621,0
Frascos pequefios 20,0 100,0 2.000,0
Alcohol de quemar 200,0 1,0 200,0
Bisturi 1.400,0 1,0 1.400,0
Zapatos 2660 1,0 266,0
Mascaras 78,0 1,0 78,0
Papel de aluminio 100,0 1,0 100,0
Establecimiento 4120 1,0 4120
Elongacion 436,0 1,0 436,0
Medio tubenzacion 1.354,0 1,0 1.354,0
Aclimatacion 10,0 386,0 3.860,0
Servicios Generales 19.020,0
Varios 15.000,0 1,0 15.000,0
Mantencion 4.020,0 1,0 4.020,0
_|Administraciéon e . 5.675,2
Total Laboratorio 119.178,2
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Papa SIT 5 mg BAP

item Valor Unitario| Cantidad Total
Personal 43.898,3
Profesional 6.779,7 2,1 14.237.3
Operario (horas) 1.4124 21,0 29.661,0
Inversiones mayores 26.191,5
Fungible 8.285,6 1,0 8.285,6
Equipo mayor 8.509,7 1,0 8.509,7
Accesorios neumaticos 4.569,5 1,0 4.569,5
Accesorios eléctricos 4.826,7 1,0 4 826,7
Inversiones menores 11.038,7
Filtros 5.672.3 1,0 56723
Frascos SIT 45833 1,0 4.583,3
Matraces 508,2 1,0 508,2
Tapones de goma 203,0 1.0 203,0
Mangueras 714 1,0 71.4
Capilares 0,5 1,0 0,5
Operacion 16.783,0
Matenal 101,0 18,0 1.818,0
Medio multiplicacion 3.521,0 1,0 3.521,0
Frascos pequefios 20,0 100,0 2.000,0
Alcohol de quemar 200,0 1,0 200,0
Bisturi 1.400,0 1,0 1.400,0
Zapatos 266,0 1,0 266,0
Mascaras 78,0 1,0 78,0
Papel de aluminio 100,0 1,0 100,0
Establecimiento 4120 1,0 412,0
Elongacién 436,0 1,0 436,0
Medio tuberizacion 1 1.562.0 1,0 1.552,0
Aclimatacion 10,0 500,0 5.000,0
Servicios Generales 19.020,0
Varios 15.000,0 1,0 15.000,0
Mantencién 4.020,0 1,0 4.020,0
Administraciéon . o o .5.846,6
Total Laboratorio 122.778,1
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Arandanos in-vitro

Item Valor Unitario| Cantidad Total
Personal 71.000,0
Jefe 7.000,0 1,0 7.000,0
Laboratorio 4.000,0 50 20.000,0
Jomales Flujo 1.000,0 20,0 20.000,0
Jornales Prep. Medios 1.000,0 12,0 12.000,0
Jomales Supervision 1.000,0 12,0 12.000,0
Equipos 7.916,0
Equipos 7.916,0 1,0 7.916,0
Materiales 2.841,0
Varios 2.841,0 1,0 2.8410
Insumos 73.055.4
Medio 1.600,0 50 8.000,0
Alcohol 2950 1,0 2950
Cloro 300,0 1.0 300,0
Jaboén 1.610,0 0,1 161,0
Papel 4.0 8,0 32,0
Nova 500,0 2,0 1.000,0
Servilletas 200,0 2,0 400,0
Papel Aluminio 1.500,0 0,2 300,0
Alusa Plast 2.000,0 02 400,0
Bolsas de Basura 150,0 2,0 300,0
Bolsas Plasticas 50,0 4.0 200,0
Bolsas de Papel 100,0 4,0 400,0
Hojas de bisturi 40,0 8,0 320,0
Cinta adhesiva 700,0 0.3 2100
Tips 0.0 0,0 0,0
Desinfectante 1.174,0 0,1 117,4
Mascarilla 340 2,0 68,0
Gormo 26,0 20 52,0
Cubre calzado 250,0 2,0 500,0
Aclimatacion 25,0 2.400,0 60.000,0
Servicios Generales L » L 24.020,0
Varios 20.000,0 1,0 20.000,0
Mantencion 4.020,0 1,0 4.020,0
Administracion 8.941,6

Total Laboratorio

187.774,0
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Arandano SIT

Item Valor Unitario| Cantidad Total
Personal 53.000,0
Jefe 7.000,0 1,0 7.000,0
Laboratorio 4.000,0 40 16.000,0
Jornales Flujo 1.000,0 16,0 16.000,0
Jornales Prep. Medios 1.000,0 8,0 8.000,0
Jornales Supervision 1.000,0 5,0 6.000,0
Inversiones mayores 21.0711
Equipos 7.916,0 1,0 7.916,0
Accesorios neumaticos 9.247.8 1,0 9.247 8
Accesorios eléctricos 3.907,3 1,0 3.907.3
Inversiones menores 11.010,0
Varios 11.010,0 1,0 11.010,0
Operacion 77.255,4
Medio 1.400,0 9,0 12.600,0
Alcohol 295.0 1,0 2950
Cloro 300,0 10 300,0
Jabon 1.610,0 0,1 161.0
Papel 4,0 8.0 32,0
Nova 500,0 2,0 1.000,0
Servilletas 200,0 2,0 400,0
Papel Aluminio 1.500,0 0,2 300,0
Alusa Plast 0,0 0,2 0,0
Bolsas de Basura 150,0 2,0 300,0
Bolsas Plasticas 50,0 4.0 200,0
Bolsas de Papel 100,0 40 400,0
Hojas de bisturi 40,0 8,0 320,0
Cinta adhesiva 700,0 0,3 210,0
Tips 0,0 0,0 0,0
Desinfectante 1.174,0 0,1 117.4
Mascarilla 340 2,0 68,0
Gorro 26,0 2,0 52,0
Cubre calzado 2500 2,0 500,0
Aclimatacion 15,0 4.000,0 60.000,0
Servicios Generales 34.020,0
Varios 30.000,0 1,0 30.000,0
Mantencion 4.020,0 1,0 4.020,0
Administracion 10% 9.817,8
Total Laboratorio 206.174,4
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Inmerslén de 3 min, Indicd que aparentomente las {recuencia de 8 y 12 horas Serian los
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de Inmergién.

Cuadra 2. Electo dala fracuenca de 3, by 12 H, con 2 nin, da fermpo de inmerSiGie sobws La
longrtund cle Evotes. {cin). tr oteiexplate (N*], poso seco {gi) ¥ 18acion peso Secof MESCD & dos
warj sdiodies the pam
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CONSIDERACIONES FINALES

Los resuitados preliminares obeenidas hasa 2hova pemalten indicas gue el mejor thapo
de inmersiEn fue de 5 min, con gna frecuenchka ceda § horas, 4o velumsn de madia g
TBO mL y 12 explanies.
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COMNCLUSION

Lay dosis recomencadas gara L prnauccld-n ay mkcreiubdreulos varka entre kn 9 ¥ un
10% do sacarosa y 0,8 de DAPR.
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RESULTADOS

Wid

Pars tas videe micropagadas an &l ST, ¢f pesicds Involuced un pericd e total de a0 dizs. Et
media dy cultivo Enfeial comuve 0,1 m gil de BAF y 30 griL de gatarusa, en 4l qua 9¢
mantuyq las plattas por 21 dids, Posterlormenate, ios brotss e Subcuttivaran, en in medlo
de slongacion que confenia 0.5 mpil de GA, v 30 griL de aacarosa, & linallzar e$13 elapa,
te evalud R establiidad gendtica en plawtas oe vie De acuesda a kos 48 parlldores
analizades no se obsarva varlacidn genétlea en ninguny de tas dos varedades. La foro 1
muestra idénticoa patranes de bandas entre plantas g& Suitaning y Cabernet Sauignan
rectEn ineodueidas en culibva in vtk eonyventjopal JINCY) y aqueglias pregecidas med|anie
¢l Sistem3 do lamersién Temparat,

Papa

Se evadué {a emabilidad genlties on plantan de papa que eatuviercn em ¢! SIT, 120 cias.
Egtas planlas pasaron por Iz elapas de mulilplcaclon, siongaclén y lubenzaclén. £l
Involuers camBion ca medkrs ¥ Eubculives cada 21 di2s, camblos de hormenas ¥
condiclones ambdamtales ce luz a oseurioan, para b Inducclén de la tuberlzoeldm. De
Acuerdo o i obsarvago en ins 45 particeres analliedos he B4 praaentd variacidn genéticn
arre fos indlvidues 2nallz sdos. La Folo 2 muestra idéntleos peivones de handas para ires
de o3 a0 parfidores anallrados an piantas de Shepody y Desirge originales (O} y squellas
dervadas de tralamlenten de tubserizachkin donde las donls de BAP fueron 3 y 5 mgl

Ardndano’ )

Parz la yredad O'Nel, micropagads en el SIT por un periodo de B0 dirs, La «iapa de
muflipileacion fus mas prolomgada gue la de foa vides, ¥ Jos subeultivos se realizaron
cada 21 dlas. En ta etap? de elongocitn, se le agregd al medio de cultiva 0,5 mgh de GA,
y 30 gril d& sacarosa, Posteriar & ba efepn g elongackdn St evalué (a3 establildag
gandtica De stuwde 3 los 4f partkiares anallizades ne se obmervd variecisn gendtics an
O'Nell La Foto 3 muesira kdémices pauanes de bandis, para cuflre partidoresa, estre
plamias muestre2das &n &t husHo (), en condlckones o cutilva [0 WD convencional
{CN] y de plantas provementes del Sierema de Inmerglan e mporal (SIT).
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CONSIDERACIONES

Los dil ] jentos, tiempos dx SubguRives y sixtema da migropragacidn no
produjeron camblna genéticos en las plantas,

1LOS RAPD son wna béchica mojecutar [actible de impiementar en by certiiicasisn aenéikea
e material micropropagads.



INTRODUCCTION

Ura tecnolagic fendrd éxito, cuanda desde el punto de vista econdmico y
preductive sea mds eficiente. La micropropagacion 5 un sistema adecuado
para masificar la produccién de plantas en un corte periodo de tiempo (Kitto,
1987: Metseareare y Stondoert, 1593} De esta formo, es de imperiosa
necesidad evaluar mievas metodologias que permitan una reduceién er fos
costos de produccidn para masificar su uso y mejerar la rentabilidad de las
empresas que se dedican a e preduccidn de plontas intreduciende per primera
ver al pois ln técnico de inmersidn temporal en bioreactares (Jimérez y Feria
Silwe, 1998).

El objetivo del estudio fue ewaluar en formn econdmica un sistema de
preduccidn de plentas de vides y microtubéreulos de papas, micropropagadas
par técnicas convencionalzs o de inmersion temporal uiilizando biereactores,

MATERIALES ¥ METODOS

El praceso evalusde carrespende al sistema desarrollads de micrapropaoacian
de microtubéreulos de papas y plantes de vides en el loboretorio de
Biotecnologia del Centra Regional de Investigacian Quilamepu. La evaluacién
econdmica (Edwin, 1996) se dividid en los siquentes componemes:

- Identificacidn de los sistemas de microprepagacién.

- Tdentificacidn del esquema de produccién.

- Determinacidn de los costas da preduccidn vy su sensibilizacidn.

- Comparacidn de costos de produceidn en los sistemas de micrepropagacifin

SISTEMAS DE PRODUCCION

Para ka implementacién de un sistema productive, el Proyecto desarrolld un
sistema de preduccidn de plantas medigrie inmersién temporal utilizando
troreactores, para ello se debe tener en cuente verios objetives: o) Entregar a
tiempo las cartidedes acordadas y com lo calidad requerida, b) Utilizer en
ferma adecuada les copacidades instaladas, ¢} Utilizar en forma dptima los
recursos humanos, materiales ¥ financieros.

ESQUEMA PRODUCTIVC

Se identificaron oy etapas del esquema de produccidn y sus respectivos
pardmetros. Las etapas son: Invernodero, establecimiento, preliferacicn,
elongacién, multiplicacion, enraizamiente y aclimatacion. En forma esquemdtica
el modelo se presenta en la Figura 1, CR: Coeficientz de Rechazo y CM:
Coeficiente de Produccidn. El velumen de produccion (Sudrez, 1998) se
deserming bajo lo siguiente formula:

P= ML * (CA*CR)

P ! Produccién a ohtener

ML : Material in wirsque se dispone.
Chi : Coeticiente de multiplicacidn,

R : Corficiente de rechazo,

Np : hdmeras de subcultivos a realizar,

L A B B B 2 B & B B A N B & B B B A A dh b A S b b i A i et

. COSTOS DE PRODUCCTION

. Para que unn tecnologla tenga exite deber ser abligadamente, desde el punto
de vista econdmico, mds eficiente (Sudrez, 1598 Barnhill Jones y Shis,
1993}, Para determimar e costo de produccién de ombos sistemas se
eloboraron fichas técnicas. Sobre lo base de la informacién de un
cansolidado se determind ! casto unitario de produccidn (Anderssan, 1995).
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SENSIBILIZACION

Lo determinacidn del costa unitario de produccién se completd con una andlisis
de sznsibilidod en cuanto o

- Sistema de Inmarsidn Temporal en plantas de vides: nimers de subeultivas,
-~ Sistemn de Inmersién Temporal en microtubérculos de papos: dosis de
concentracién hormoral BAP, .

RESULTADOS

COSTO UNITARLO

Sobre la base del esquema definido y la informacidn gererada en los etapas de
micropropagacién, se determing el costo unitarie ¥ o comparacidn de las
citerngtivas de micropropagaciin medicnte sistema comencioral y de
inmersién temporal utilizando bicreactares.

A continuecidn se presenta las alternativas evaluadas y sus comparacidn:

Produceién de plantas de Yides

) Producskin in-wiirs [ Prochucchin 8T 3 subrulthes
E ZT00 plhantam
LTT0 jplaerine 00 plartas Uniars IRiarchin
Personal .75 10.0% % 40.1%
Equipos 2% 15.9% t2.0% 300.9%
Waderiaiea 1.5% L% 5.6% s
o LI L% 1.1% T3.0%
Sivvicis Ganersles ns ) TN 1.7
Adrminitracitn K% % “8%
| dor Uriitaric 100.0% | 1538.0% L |
Produccién de microtubérculos de Popes
[ Froducciis irvirs | Producedn ST Produccién 5T & mg Bap
oomrencianal Amyg BAP $00 microtubseculos
- 4 | I Unitaris | Feplncidn |
| Pocsonst A% | 3% W% | SRE%
| Equipns 1T% | o nm 537N |
| Materiales 1.4% | ~I% 0% AL
[ Insumes - B wew | A Y3
Fervickes Genoraies 1A% 15.0% 18.5% 138% |
Admonistracidn 4.8% A% 4 | |
Vakx Unitario 100.0% T s 123% |
CONCLUSIONES

“En el coso de plantes de vides se producen impartantes econemias en el costo de
praduccién, principalmente en les items de persanal e insumos.

-Fs el case de produccidn de micretubéreulos de pepos las diferencios econdmicas
no son relevontes.

-Es importante cvanzar en este estudio, ya que no ExiSte experiencia pare
confabilizar lo duracidn de los equipas, por consiquisnte puece haber diferencias
en los costas de produccidn.
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