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RESUMEN 

La micropropagación es un sistema adecuado para masificar la producción de plantas en 

un corto período. Sin embargo, en nuestro país la micropropagación de plantas no ha 

tenido la importancia que tiene en otros países 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 tecnología se puede utilizar sólo en aquellas 

especies y/o variedades que se propagan vegetativamente y que tienen un alto retomo 

económico. De esta forma, es de imperiosa necesidad evaluar nuevas metodologías que 

permitan una reducción en los costos de producción para masificar su uso y mejorar la 

rentabilidad de las empresas que se dedican a la producción de plantas introduciendo por 

primera vez al país la técnica de inmersión temporal en bioreactores . 

El uso del sistema de inmersión temporal en varias especies ha demostrado ser un sistema 

eficiente, puesto que presenta varias ventajas como por ejemplo un aumento importante en 

los niveles de mecanización de algunas etapas de la micropropagación de plantas. Ello a 

su vez permite una reducción importante en el uso de mano de obra, reactivos, material 

fungible, niveles de contaminación y manipulación de explantes. Por otro lado, se ha 

obtenido un aumento importante en las tasas de multiplicación, un mejoramiento del 

porcentaje de enraizamiento y sobrevivencia de plantas en la etapa de aclimatización, lo 

que puede implicar una disminución de los costos de producción de hasta un 50% en 

comparación con el sistema de micropropagación convencional. 

El objetivo general de este proyecto fue determinar la factibilidad de implementar 

comercialmente la producción de plantas mediante el Sistema de Inmersión Temporal en 

Bioreactores en tres especies y así mejorar la eficiencia y la rentabilidad de esta actividad . 

Los objetivos especificas fueron: a) Evaluar la factibilidad de la micropropagación de las 

especies en estudio en medios líquidos para su desarrollo en los sistemas de inmersión 

temporal, b) Determinar los factores que influyen sobre la multiplicación y elongación in 

vitro de vid, arándano y papa en Sistemas de Inmersión Temporal (SIT), tales como: 

frecuencia y tiempo de inmersión, volumen óptimo de medio de cultivo respecto de la 

cantidad de explantes, duración de etapas y condiciones ambientales (C02), e) Determinar 

las condiciones óptimas para la tuberización de papa en SIT, tales como: concentraciones 
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hormonales y nutricionales (BAP y Sacarosa). frecuencia y tiempo de inmersión, volumen 

medio de cultivo y duración etapa, d) Evaluar el enraizamiento in vitro, ex vitro y 

aclimatización simultánea en las especies en estudio, e) Determinación de la estabilidad 

genética, f) Análisis económico de los sistemas evaluados, g) Implementación y evaluación 

piloto del SIT en forma comercial al menos en papa y arándano, h) Transferencia de la 

tecnología generada en el proyecto a los usuarios potenciales a través de publicaciones, 

seminarios, congresos y charlas técnicas . 

Para llevar a cabo el proyecto se utilizarán varias especies modelos como son arándano, 

vid y papa que representan a un amplio espectro de especies leñosas, semi leñosas y de 

herbáceas . 

Como esta tecnología se iba a utilizar por primera vez en el país, se incorporaron al 

proyecto a dos asesores internacionales para facilitar la transferencia de la tecnología al 

país. Estos dos expertos internacionales tenían una amplia experiencia en los 

requerimientos del equipamiento y en las aplicaciones de esta tecnología a diferentes 

especies. La transferencia de tecnología se realizó a través de estadías de ambos expertos 

en los laboratorios involucrados, donde el personal técnico del proyecto interactúo con 

ellos . 

El proyecto se desarrolló en forma conjunta entre INIA y HORTIFRUT, con la posterior 

incorporación de SONE. En forma operacional el proyecto se realizó en dos Centros 

Regionales de Investigación del INIA, CRI Quilamapu (Chillán) y en la Empresa Hortifrut­

Viveros S.A. (Santiago). con la colaboración de personal profesional del CRI La Platina 

(Santiago), CRI Raihuén (Talca) y CRI Remehue (Osomo). El desarrollo del proyecto se 

logró 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) la Inmersión temporal es un 

sistema adecuado para multiplicar arándano. vid y papa, b) las plantas de arándano y vid 

son altamente susceptibles a la multiplicación en medio líquido, por lo· cual es muy 

importante trabajar con frecuencia de inmersión largas y tiempos de inmersión cortos, e) 

Las plantas de papa no presentaron susceptibilidad a la multiplicación en medios líquidos 

por lo que se pueden usar frecuencias mas cortas y tiempos mas prolongados que 
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arándano y vid, d) todas las especies evaluadas presentaron un comportamiento 

diferencial, por lo que la tecnología debe adaptarse a cada caso, e) la aplicación de C02 no 

modificó sustancialmente la multiplicación de plantas en el SIT, f) el proceso de 

tuberización en papa es posible de realizar en el SIT, aunque se producen tubérculos muy 

pequeños, por lo que se recomienda realizar un período de engorda en invernadero, g) el 

proceso de multiplicación en el SIT no produjo cambios en los patrones genéticos de los 

partidores de RAPO utilizados para detectar posibles cambios somaclonales en las 

especies y variedades utilizadas, h) las principales ventajas económicas del SIT se 

presentaron en la reducción de costo relacionada a mano de obra e insumes. Desde el 

punto de vista técnico, se presentó una excelente tasa de multiplicación en arándano y una 

escasa pérdida de plantas durante el proceso de aclimatación . 

Las actividades de transferencia se realizaron a través de seminarios, charlas técnicas, 

presentaciones de trabajos a Congresos nacionales e internacionales y presentaciones en 

Ferias científicas y tecnológicas. El desarrollo de este proyecto incentivó la presentación 

de nuevos proyectos y la aplicación de esta tecnología a nuevas especies. La empresa 

SONE está evaluando la posibilidad de multiplicar arándanos, frambueza, moras y algunas 

flores de bulbo. Actualmente, la empresa Bioforest S.A., junto al Laboratorio de 

Biotecnología de INIA Quilamapu está involucrada en un proyecto donde se está 

evaluando la posibilidad de usar esta tecnología para multiplicar las dos especies de 

eucalipto mas importantes en el país como son Eucaliptos globulus y E. nitens . 

Para facilitar la presentación de los resultados del proyecto, este trabajo se dividió en 

varios capítulos temáticos . 
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ANTECEDENTES GENERALES 

A. IDENTIFICACIÓN DEL PROBLEMA A RESOLVER 

A nivel mundial, la utilización de técnicas de micropropagación ha tenido resultados 

altamente ventajosos en la propagación rápida, y con calidad de diversas especies de 

plantas económicamente importantes (Escalona y otros, 1999). Sin embargo, en nuestro 

país esta actividad esta poco desarrollada a nivel comercial, comparada con países 

desarrollados . 

La micropropagación de plantas en nuestro país puede tener cinco grandes aplicaciones 

prácticas: a) multiplicación rápida y masiva de genotipos elites; b) Limpieza de virus y 

otros patógenos; e) reducción de los tiempos de cuarentena en el proceso de introducción 

de plantas con limitaciones cuarentenarias; d) embriogénesis somática y producción 

comercial de semillas artificiales; y e) propagación rápida y masiva de plantas 

genéticamente modificadas . 

Sin embargo, el sistema de micropropagación convencional presentan algunas 

limitaciones como: proveer bajos coeficientes de multiplicación, un alto uso de mano de 

obra y una escasa posibilidad de automatización, 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 

económico. Por lo tanto, el uso futuro de esta metodología dependerá de la existencia de 

nuevas tecnologías (Chu, 1995; Kitto, 1997) que puedan mejorar la eficiencia de los 

sistemas actuales de micropropagación 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 producción de plantas madres certificadas y de alta 

calidad-. - --

Para enfrentar esta situación, se están desarrollando algunos métodos alternativos que 

incorporan las ventajas del uso del medio líquido y diferentes grados de automatización al 

proceso de propagación in vitro con el objetivo de reducir los costos de producción de 

plantas (Aitken-Christie, 1995; Aitken-Christie y Davies, Lorenzo y otros, 1998; 1988; 
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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 micropropagación cada brote se mantiene en frascos individuales 

los cuales deben transferirse manualmente cada 20 o 30 días a medios nutritivos frescos 

con el objetivo de evitar el agotamiento, alteración 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 

número de plantas producidas), y un número importante de personal para la preparación 

periódica de medios de cultivo y manejo de los brotes en sus diferentes etapas 

(establecimiento, multiplicación, elongación y enraizamiento) y subcultivos lo que se 

traduce en un alto costo . 

Dentro de Latinoamérica, Cuba es uno de los pocos países que ha estado preocupado en 

el desarrollo y aplicación de metodologías que permitan mejorar la eficiencia de los 

métodos convencionales de propagación. Es así como, desde varios años se vienen 

realizando diferentes investigaciones usando el Sistema de Inmersión Temporal (SIT, 

Anexo 1) para producir plantas en varias especies como caña de azúcar (Lorenzo y otros, 

1998), piña (Escalona y otros, 1999), banano (Daquinta y otros, 1999) y microtubérculos 

de papa (Akita y Takayam. 1994; Jiménez y otros, 1998). Otros países que han 

desarrollado y están usando comercialmente esta tecnología 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 multiplicación, una disminución de los costos de producción 

de hasta un 50% en comparación con el sistema de micropropagación convencional, un 

mejoramiento del porcentaje de enraizamiento y sobrevivencia de plantas en la etapa de 

aclimatización, todos aspectos limitantes en la micropropagación de plantas. Es así como, 

la sobrevivencia de plantas a la aclimatización en la micropropagación convencional, es 

una de las etapas más difíciles de superar, a nivel comercial constituye importantes 

pérdidas, lográndose en general una sobrevivencia de plantas que varía entre un 60-80% 

dependiendo de la especie y variedad. Dentro de este contex1o, los resultados obtenidos 

con el SIT mejorar porcentajes debido a la obtención de plantas de mejor calidad en las 

etapas previas a la aclimatación de las plantas. A pesar de esta situación se plantea que 

posibilidad de de trabajar con inyecciones permanentes o temporales de co2 al cultivo 

2 
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podría permitir una mayor sobrevivencia de las plantas en la etapa de aclimatización. La 

inyección de C02 durante alguna etapa del cultivo in vitro aumenta los niveles de 

fotosíntesis y disminuye el estrés de la planta (Castro, 2001 ) . 

B. FACTORES QUE INCIDEN EN LA MULTIPLICACIÓN EN EL SIT 

Si bien es cierto que la técnica de Inmersión Temporal ya se utiliza comercialmente en 

Cuba y otros países la aplicación de esta tecnología necesita de investigación básica y de 

ajustes pertinentes a especies de nuestro interés ya que todo el sistema de propagación 

de plantas es especie-específica . 

Entre los problemas a investigar en el sistema de inmersión temporal están: posibilidad de 

la planta a ser cultivada en medios líquidos, la contaminación del tejido, presencia de 

vitrificación,; problemas en la remoción de tejido muerto contaminado, posibilidad de 

variación somaclonal de las plántulas (Aitken-Christie y otros, 1995), frecuencia y tiempo 

de inmersión, volumen óptimo de medio de cultivo en comparación con la cantidad y 

número de explantes y duración de la etapa, condiciones hormonales, nutricionales 

(auxinas y nutrientes) y ambientales (Intensidad luminosa, C02) para obtener plantas de 

buena calidad. (Castro, 2001; Desjardins, 1995; Duves y Vidaver, 1992, Figueira y otros, 

1991) . 

Para el desarrollo de una metodología de micropropagación a través del Sistema de 

Inmersión Temporal (SIT) es indispensable que las plantas se puedan propagar en 

medios de cu~ivo Hquidos, sin que se afecte la calidad de los brotes. Uno de los 

problemas que limitan el empleo de dichos medios es la hiperhidratación de los brotes, 

esta hiperhidratación se puede deber principalmente a la concentración de nitrato de 

amonio y/o a las condiciones ambientales, entre otras (Castro, 2001 ) . 

La contaminación causada por bacterias, hongos, levaduras e insectos es un problema 

mayor en la micropropagación de plantas convencional debido a que la pérdida de 

explantes aumenta el costo de producción. Esta situación podría ser mas grave en 

sistemas automatizados debido al manejo de un mayor volumen de plantas al mismo 

tiempo. Entre los factores más frecuentes de contaminación están: a) los materiales de 

construcción, b) sellado de válvulas, e) errores del operador, d) problemas del 
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instrumental, e) contaminación pre-cultivo, y f) insuficiente esterilización de los medios de 

cultivo y envases (Aitken-Christie y otros, 1995). Para disminuir el riesgo de 

contaminación se recomienda tomar precauciones extremas, tales como una desinfección 

permanente del material y evaluación exhaustiva previa al ingreso del material al sistema 

de propagación . 

La vitrificación ocurre generalmente con tejidos que crecen en contacto con medio liquido, 

algunos tipos de tejidos y particularmente algunas especies son más sensibles al medio 

líquido que otras (Smith y Spoomer, 1995). Para disminuir este problema se han 

desarrollado diferentes estrategias: a) adición de retardantes de desarrollo y agentes 

osmóticos al medio; b) modificación del medio ambiente a través de una mayor aireación 

en el medio, y e) uso de aparatos adecuados para el crecimiento de diferentes tipos de 

plantas y tejidos (Hdider y Desjardins, 1993; Ziv, 1g91; Ziv y Ariel, 1994) . 

Frecuencia, tiempo y duración de inmersión y la relación volumen de medio de cultivo y 

número de explantes determinan en gran medida el coeficiente de multiplicación y la 

calidad de las plantas producidas en el SIT (Castro, 2001 ) . 

Dentro de este proceso de producción de plantas, algunas de las características de la 

fenotípicas recomendadas y utilizadas para evaluar los factores anteriormente 

mencionados son: peso fresco, peso seco, relación 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 producción de plantas en un Sistema de 

Inmersión Temporal debe ser tan buena como aquellas producidas por métodos de micro 

o macro propagación convencional. Por lo tanto, este proceso de producción de plantas 

debe contemplar la certificación genética y sanitaria de la calidad de las plantas a nivel de 

laboratorio e invernadero . 
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C. CERTIFICACIÓN GENÉTICA-MOLECULAR DEL MATERIAL MICROPROPAGADO . 

Una etapa importante durante el proceso de propagación es la necesidad de identificar el 

material que se desea micropropagar antes y después del proceso. La identificación y 

estabilidad genética del material propagado se realiza convencionalmente a través del 

fenotipo, el cual tiene un fuerte componente ambiental y no es efectivo con características 

que son evaluadas al estado adulto de las plantas . 

El SIT es un sistema de micropropagación masivo donde se obtienen altas tasas de 

multiplicación y donde no se conoce los efectos genéticos que podría este sistema en la 

producción de plantas de vid, arándano y papa, por lo cual es altamente recomendable 

incorporar un control de calidad para garantizar la estabilidad e identificación genética del 

material sometido al SIT. 

La inclusión del uso de marcadores moleculares se basa como una medida importante y 

necesaria para la certificación 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 

fenómeno conocido como "variación somaclonal" durante el proceso de micropropagación 

convencional. Para evitar este problema en muchas especies sometidas a 

micropropagación se controla el número de subcultivos, medios de cultivo, y otras 

condiciones para mantener la estabilidad genética del material propagado. La importancia 

de esta "variación 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 identificación genética del material propagado, especialmente cuando se trabaja con 

una serie de variedades o clones. Es ampliamente conocido que durante el proceso de 

micropropagación, por error humano, se pueden cometer errores en el etiquetado e 

identificación del material. Cualquiera de los problemas mencionados puede ser detectado 

sólo a nivel molecular . 

Actualmente, las metodologfas más eficaces para detectar variación somaclonal en 

leñosas son los marcadores moleculares, ya que ellos detectan variaciones genéticas a 

nivel de genotipo. En Picea mariana y P. abies, se analizaron plantas producidas 

mediante cultivo in vitro con RAPOs, no detectándose ningún tipo de variación (Isabel y 
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otros, 1993; Fourre y otros, 1997). Sin embargo, en Populus deltoides detectaron 

variación genética en plantas micropropagadas (Rani y otros, 1995) . 

En Chile la investigación, desarrollo y uso de esta tecnología no existe, en este sentido 

este es un primer esfuerzo tendiente a explorar su utilización en el país. En esta 

oportunidad este proyecto aunó los esfuerzos de un grupo de investigadores del INIA y de 

la empresa privada Hortifrut para aplicar esta tecnología en una serie de especies que 

fueron seleccionadas como modelos y que pueden servir de base para ampliar el uso de 

esta tecnología a otras especies de interés agrícola . 

La decisión de incluir diversas especies fue un tema discutido ampliamente dentro del 

equipo de trabajo que participó en el proyecto en conjunto con la Fundación para la 

Innovación Agraria (FIA), ya que existía una gran cantidad de posibilidades dada la 

diversidad de productos que se producen el país. Dentro de este contexto, es conocido 

también que la micropropagación de plantas es especie - especifica y en muchas casos 

variedad y/o clon- específica, lo que obligó a incluir un reducido número de cultivos. Si 

bien es cierto el número es reducido, ellos tienen una gran importancia económica para el 

pais como son la vid (especie leñosa), el arándano (arbusto semileñoso) y la papa 

(anual). Una vez elegidos los cultivos nos enfrentamos a la nula información existente en 

la literatura acerca del uso del SIT en vid y arándano, pero con alguna información en 

papa . 

A. OBJETIVO GENERAL DEL PROYECTO 

El objetivo general del proyecto fue determinar la factibilidad de implementar a nivel 

comercial la producción de plantas mediante el uso del Sistema de Inmersión Temporal 

(SIT) en bioreactores para mejorar la eficiencia y rentabilidad de esta actividad . 
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PRODUCCIÓN DE PLANTAS DE ARÁNDANO A TRAVÉS DEL SISTEMA DE 
INMERSIÓN TEMPORAL (SIT) EN BIOREACTORES 

l. INTRODUCCIÓN 

Entre los berries, el arándano es uno de los principales cultivos. La producción mundial 

del año 2000 alcanzó las 200.000 tons. Estados Unidos y Canadá representan el mayor 

centro productor y comercializador en el hemisferio norte . 

En Chile el cultivo comercial se inició a mediados de la década de los 80, alcanzando un 

mayor grado de expansión sólo a partir de los años 90. Otros países productores de 

arándano en el hemisferio sur son: Argentina, Nueva Zelandia, Australia y Sudáfrica . 

Por sus requerimientos climáticos, el cultivo del arándano se ha desarrollado 

principalmente en las regiones del sur, sin embargo, la búsqueda de cosechas tempranas 

ha llevado a realizar plantaciones en la zona central y norte del país . 

En el país se ha introducido un amplio número de variedades 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 

país están O'Neal, Georgia Gem, Early Blue, Patrio!, Spartan y Duke . 

Según un estudio de la Fundación Chile, los principales costos en el establecimiento del 

cultivo arándano están las plantas (48%), seguido por el riego (27%), mano de obra (6%), 

preparación de suelo, fertilizantes y pesticidas (12%) y fletes e imprevistos (7%) . 

Hortifrut S.A, Empresa exportadora de berries frescos en Chile posee desde 1995 un 

vivero y un laboratorio de Micropropagación comercial de plantas de berries que incluye: 

arándano, frambuesa, mora, grosella y zarzaparrilla . 

Desde el año 2004 Hortifrut se asoció 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/año, de las cuales el 50% se producen mediante micropropagación convencional. 
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En el caso del arándano la planta que se comercializa se produce in vitro. se deja crecer 

un año 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 in vitro a un buen precio. En el caso de la frambuesa y mora, el laboratorio 

produce mediante micropropagación convencional sólo las plantas madres, éstas son 

después macropropagadas por brote etiolado, para luego ser vendidas a los productores . 

La principal limitante en la producción de plantas, para estas especies es el alto costo de 

la planta producida a través del sistema de micropropagación convencional, comparado 

con el menor valor de venta (US$ 0,15-0,2/planta) y comercialización que tienen estas 

plantas producidas, por otros medios de propagación. En estas especies, como en otras, 

la gran ventaja del Sistema de Inmersión Temporal (SIT) está basado en la reducción de 

los costos de la planta producida al disminuir fuertemente el gasto en personal, aumentar 

las tasas de multiplicación y una mejor sobrevivencia de las plantas en la etapa de 

aclimatación . 

El vivero de esta empresa es el único en nuestro país que esta iniciando un Programa de 

Certificación de Plantas de Berries supervisado por el Departamento de Semillas del SAG, 

que incluye la certificación fitosanitaria y varietal. La implementación del Sistema de 

Inmersión Temporal, además de reducir el costo de producción de plantas mejoraría la 

eficiencia del programa de Certificación 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 propagación tradicional. En forma adicional, la producción masiva 

de plantas certificadas podría incrementar el potencial productivo de las especies lo que 

redundaría en una mayor competitividad del sector . 

La implementación del Sistema de Inmersión Temporal como nueva técnica de 

micropropagación masiva en berries y como reemplazo al cultivo in vitro convencional 

puede constituir una alternativa viable· a la propagación de plantas de alta calidad, 

asegurar la viabilidad comercial del laboratorio de la empresa en el mediano y largo plazo 

y asegurar la continuidad del programa de certificación de plantas . 

Hortfrut S.A mantiene acuerdos de prueba de nuevas selecciones y variedades de berries 

con numerosos centros de investigación y universidades a nivel mundial y todas las 
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nuevas variedades ingresan al país vía cultivo in vitro por lo que el contar con el SIT 

permitirá masificar su uso en forma mas rápida y eficiente . 

En el proyecto se eligió la especie Vaccinium corymbosum por la importancia que 

representa el cultivo del arándano en Chile y por la necesidad creciente de reemplazar las 

variedades cuyas plantas están siendo producidas bajo cultivo in vitro . 

Objetivo general 

Determinar la factibilidad de implementar la producción de plantas de arándano utilizando 

el Sistema de Inmersión temporal (Sin en bioreactores para mejorar la eficiencia y 

disminuir los costos de producción de plantas micropropagadas . 

Objetivos específicos 

1. Evaluar la multiplicación de plantas en medios líquidos 

2. Determinar los factores que afectan la producción de plantas en el SIT 

3. Determinar estabilidad genética material propagado en el SIT 

4. Realizar un análisis económico del SIT y sistema convencional 

5. Difundir y transferir la tecnología a los usuarios 

11. DESARROLLO DEL PROYECTO 

A. Ubicación de la unidad de trabajo 

La masificación de brotes de arándanos y el desarrollo del proyecto se realizó en el 

Laboratorio de Micropropagación de Hortifrut. Debido a una asociación comercial entre la 

empresa Hortifrut y Viveros Hijuelas del grupo Sone, Hortifrut dejó de producir las plantas 

arándano, tarea que se empezó 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 última etapa del proyecto realizada en 

este laboratorio. Después del traslado de los equipos, personal de INIA Quilamapu 

supervisó y verificó el funcionamiento del equipo en Sone . 
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El material producido por ambas empresas sirvió de base para desarrollar las actividades 

de investigación planteadas en el proyecto . 

B. Material Vegetal 

En una primera etapa del proyecto se seleccionaron tres variedades de arándano en base 

a la importancia comercial de ellas en el país. La primera fue la variedad O'Neal, variedad 

temprana de mayor importancia comercial en la zona centro norte. La segunda fue la 

variedad Duke de buena adaptación a la zona centro-sur y la variedad Elliot, de cosecha 

tardía y de gran relevancia en la zona sur. En la etapa final del proyecto, se trabajó 

también con Aurora, variedad de reciente introducción desde la Universidad del Estado de 

Michigan, EE.UU., que reemplazará en el futuro a la variedad Elliot. 

C. Micropropagación convencional 

1. Multiplicación de brotes 

a) Establecimiento de los brotes 

El laboratorio de Hortifrut seleccionó y masificó el material a partir de variedades 

comerciales y cuyos protocolos de desinfección e introducción de meristemas estaban 

definidos (Anexo 2) . 

b) Multiplicación de los brotes 

Para la multiplicación de los brotes se utilizó el medio WPM (Woody Plan! Médium, 

Anexo 1) con subcultivos cada 60 días. Las tasas de multiplicación del laboratorio fueron 

de 3 a 4 cada 60 días para las tres variedades utilizadas . 

2. Multiplicación de brotes en medios líquidos 

El primer desafío que presentó el proyecto fue evaluar la factibilidad de realizar la 

multiplicación de brotes de arándano en medios de cultivos líquidos, ya que el sistema de 

inmersión temporal utiliza este sistema de cultivo . 
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La revisión de la literatura y la recomendación del asesor internacional Dr. Dagoberto 

Castro fue iniciar este trabajo con algunos ensayos preliminares para evaluar la 

susceptibilidad del arándano al medio líquido, para lo cual se planificaron dos tipos de 

ensayos: 

a) Evaluación de diferentes concentraciones de amonio 

b) Evaluación de diferentes volúmenes de medio de cultivo 

a) Evaluación de diferentes concentraciones de amonio . 

La literatura indica que la concentración de amonio en el medio puede influir en el grado 

de hiperhidricidad del tejido en medios líquidos. 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 concentración normalmente usada en el medio 

basal y sin utilización de agentes gelificantes. Es asi como se seleccionaron tres 

tratamientos en medio liquido con dosis de nitrato de amonio, equivalentes a: O% (sin 

nitrato de amonio), 50% del medio basal (200mg/L) y 100% del medio basal (400mgll) en 

tres variedades de arándano (O'Neal, Duke y Elliot). El medio basal utilizado fue el WPM, 

en tres subcultivos . 

El primer subcultivo se evaluó a los 35 dias. Se incluyeron 30 explantes por repetición . 

En el primer subcultivo se evaluó el número de explantes sanos, número de explantes 

vivos, tasa de multiplicación y número 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 laboratorio utiliza en forma tradicional. El segundo subcultivo se evaluó a los 20 días a 

fin de tener una comparación con los otros cultivos (vid y papa) evaluados en el proyecto, 

que se subcultivan normalmente cada 21 días . 

Resultados 

Los brotes de arándano presentaron una alta susceptibilidad al medio liquido, lo que 

implicó que prácticamente un 100% de las hojas y brotes que estuvieron en contacto con 
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el medio líquido por un período largo se oxidaron completamente, comportamiento similar 

a los obtenidos en los otros ensayos realizados en medios líquidos . 

b) Evaluación de diferentes volúmenes de medio 

La información disponible indicó que el volumen del medio de cultivo podría influir 

directamente en el crecimiento y desarrollo de los brotes. Para abordar este factor se 

realizó un ensayo con tres tratamientos: 1 Occ, 20cc y 30cc de medio por frasco en 3 

variedades de arándano (O'Neal, Duke y Elliot) en tres subcultivos. El medio basal de 

cultivo fue el WPM, sin agar y con el100% de concentración de Nitrato de Amonio ya que 

la oxidación del tejido fue generalizada en el ensayo de evaluación de concentraciones de 

amonio. La unidad experimental fue un frasco con 1 O ex plantes trinodales. Se utilizaron 

1 O repeticiones y 30 explantes/repetición . 

En este ensayo, el primer subcultivo se realizó a los 20 dias, pero el segundo y tercer 

subcultivo se evaluó a los 35 días, ya que se demostró que en esta especie es más 

conveniente subcultivar cada 35 días por su menor velocidad de crecimiento en relación 

con los otros cultivos utilizados en el proyecto . 

El tamaño de frasco utilizado fue de 5,3 cm de diámetro y 11 cm de alto. De acuerdo a 

este tamaño de frasco los explantes estuvieron semi- sumergidos en el tratamiento de 1 O 

mL (7 mm de altura de líquido) y sumergidos con los volúmenes de 20mL (12 mm de 

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

En este ensayo se evaluó: número de brotes sanos e hiperhidratados, longitud de brotes y 

relación entre peso verde y peso seco en los 3 subcutivos . 
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Resultados 

Los resultados de los ensayos de diferentes volúmenes de medio confinnaron los 

resultados anteriores, (diferentes concentraciones de amonio) es decir, el arándano 

presenta una alta susceptibilidad al contacto directo con el medio líquido por un período 

largo, independiente del volumen de medio utilizado., lo que implicó una fuerte oxidación y 

necrosis (muerte) del tejido. Prácticamente el 100% de los brotes se oxidaron al estar en 

contacto directo con el medio líquido . 

3. Uso de brotes uninodales y trinodales 

Antecedentes obtenidos en otras especies indican que el uso de explantes de mayor 

tamaño permite acortar y facilitar el trabajo de multiplicación en el SIT. Basado en esta 

infonnación se planificó un ensayo tendiente a evaluar el efecto del tamaño de los brotes 

en arándano en su crecimiento y desarrollo, utilizando medio líquido. Para realizar esta 

evaluación se seleccionaron explantes uninodales y trinodales en las tres variedades de 

arándano . 

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 

utilizó explantes trinodales, aunque se presentó un problema práctico con los brotes 

uninodales por su reducido tamaño. Este problema consistió en que los bvrotes 

uninodales pasaban a través de las mageras junto con el medio líquido de un contenedor 

a otro, lo que implicaba un contacto permanencia con el medio líquido y no una inmersión 

temporal de los brotes. Esta situación fue solucionada colocando al final de las mangeras 

del contenedor con brotes un género (gasa) que permitiera solo el paso del medio líquido 

de un contenedor a otro y no de los brotes. Sin embargo, el uso de brotes uninodales 

podría ser una alternativa de multiplicación cuando exista la necesidad de multiplicar una 

determinada variedad en forma mas rápida, al contar con un mayor número de brotes al 

iniciar el proceso de multiplicación . 
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Los resultados obtenidos en este ensayo indicaron también que se presentó un alto 

porcentaje de oxidación en el tejido que estaba en contacto directo con el medio liquido, 

como sucedió en los ensayos anteriores . 

Los resultados obtenidos en los tres tipos de ensayos evaluados en medios líquidos 

indicaron que: a) los brotes de arándanos son muy susceptibles al contacto con el medio 

liquido; y b) se observó también que el nuevo crecimiento de las yemas, que no estuvo en 

contacto directo con el medio líquido, presentó un color verde, aparentemente normal. 

Esta situación indicó que el arándano podría multiplicarse en el SIT siempre y cuando el 

medio liquido estuviera en contacto con los brotes por un período muy corto de tiempo, lo 

que obligará en los ensayos posteriores a regular adecuadamente la frecuencia, tiempo y 

duración de inmersión de los brotes al medio liquido . 

D. Multiplicación de brotes en el Sistema de Inmersión Temporal (SIT) 

De acuerdo a la información obtenida en los experimentos de multiplicación en medios 

líquidos mencionados anteriormente y en el sistema de inmersión temporal en vid 

realizado en INIA Quilamapu, se recomendó a HORTIFRUT realizar los ensayos en SIT 

de arándano utilizando las frecuencias de 18 y 24 horas y el tiempo de inmersión de 1 y 3 

min para evitar los problemas de oxidación del tejido al estar en contacto directo con el 

medio liquido por un período más largo . 

El tipo de explante utilizado en estos experimentos fue trinodal, para evitar los problemas 

prácticos mencionados anteriormente. Como los brotes obtenidos en SIT hasta este 

momento no habían logrado también una longitud adecuada para salir a la etapa de 

aclimatación, durante este período se establecieron también varios ensayos preliminares 

cuyo objetivo principal fue evaluar el efecto de diferentes dosis de giberelina (GA3) y 

auxinas en la elongación de los brotes de arándano y su relación con las frecuencias y 

tiempos de inmersión utilizadas . 

1. Frecuencias y tiempos de inmersión 

En una primera etapa, se evaluó la frecuencia de inmersión de 18 y 24 horas y con un 

tiempo de inmersión 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 repetición y tres repeticiones. El 

período de evaluación fue de 42 días con un cambio de medio (subcultivo) a los 21 días . 

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

brotes y hiperhidricidad y relación peso seco/peso verde de los brotes . 

Resultados 

Los resultados obtenidos en SIT indicaron que las tres variedades evaluadas presentaron 

un comportamiento diferente: a) La variedad Elliot presentó en promedio sólo 17% de los 

brotes originales sanos, sin oxidación; la variedad Duke tuvo un buen desarrollo, pero 

presentó una coloración rojiza; y la variedad O'Neal mantuvo sus características normales 

de desarrollo; b) Las tasas de multiplicación obtenidas en la variedad O'Neal fueron 

altísimas en comparación con la micropropagación convencional. Considerando los 40 

explantes trinodales iniciales, en 42 días de cultivo se desarrollaron 1722 brotes (Cuadro 

1 ), vale decir, se tuvo una tasa de multiplicación de 43 en comparación con la tasa de 

multiplicación en la micropropagación convencional, donde obtiene, normalmente, una 

taza de multiplicación de 4-5 cada 60 días . 

Cuadro 1. Efecto de la frecuencia de inmersión en la producción, largo y peso de los 
brotes. Tiempo de lnmersion 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 multiplicación obtenidas fueron 

extraordinariamente altas, siendo en algunos casos 1 O veces superior a las obtenidas en 

el sistema convencional. Se observó también una respuesta diferencial de las variedades . 
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Con ambas frecuencias (18 y 24 horas), las variedades Duke y O'Neal produjeron el 

mayor número de brotes en comparación a Elliot. 

La alta tasa de multiplicación obtenida en las variedades O "Neal y Elliot contrastó con la 

baja longitud de los brotes desarrollados. La altura mínima de una planta para pasar a la 

etapa de enraizamiento y aclimatación debe ser de 20 mm y en el cuadro 1 se observa 

que el 100% de las brotes obtenidas en el SIT no llegaron a la altura mínima requerida 

para pasar a la etapa de enraizamiento, Este tamaño de brote indicó que era necesario 

incluir una etapa de elongación para alcanzar el tamaño mínimo requerido para el 

enraizamiento de los brotes . 

2.- Elongación de los brotes 

a) Uso de giberelina 

La primera aproximación para solucionar el problema del tamaño reducido de los brotes 

fue evaluar el efecto de la giberelina en sistema in vitro convencional. Lo anterior se 

realizó adicionando a brotes que estaban en cultivo in vitro convencional 2 mL de 

giberelina a cada frasco. Los frascos utilizados fueron de 150 ce y contenían 30cc medio 

gelificado . 

Se evaluaron 3 dosis O, 1; 0,5 y 1 mg/L de GA3 y en las 3 variedades y al término del 

ensayo se evaluó el largo de los brotes . 

Resultados 

Los resultados obtenidos indicaron un efecto positivo pero no significativo a la adición de 

giberelina al medio sólo en las variedades O'Neal y Duke, las cuales se adaptan mejor al 

proceso de multiplicación en el SIT. En estas variedades la dosis de gibererlina de 0.5 

mg/L aumentó sólo levemente la longitud de los brotes (Cuadro 2) . 
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Cuadro 2. Efecto del uso de giberelina en la elongación de explantes de arándano en 
micropropagación convencional. 

Variedad Dosis GA3 Largo de brotes 
(mg/L) . (mm) 

Elliot 0,1 5,8 
0,5 6,7 
1 7,1 

Testigo o 9,0 
O' Neal 0,1 12,5 

0,5 15,7 
1 13,2 

Testigo o 13,4 
Duke 0,1 79 

0,5 10,1 
1 7,9 

Testigo o 8,4 

Aparentemente, las dosis estudiadas de GA3 fueron insuficientes para producir brotes de 

un tamaño superior a 2 cm, considerado el tamaño adecuado, para la multiplicación de 

arándanos (Cuadro 2) . 

Como la dosis que tuvo mejor efecto en este ensayo preliminar fue la de 0,5 mg/L de GA3 

se decidió estudiar el efecto de esta dosis de giberelina en el SIT. En este caso, se 

estudiaron 2 frecuencias de inmersión, 18 y 24 horas, con un tiempo de inmersión de 3 

minutos. El ensayo tuvo una duración total de 63 días. Los explantes permanecieron 42 

días en el medio WPM con un cambio de medio a los 21 días y luego fueron sometidos a 

21 días de tratamiento con 0,5mg/L de giberelina (Cuadro 3) . 
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Cuadro 3. Longitud de los brotes (cm). proliferación, peso seco y relación peso seco/peso 
verde en tres variedades de arándano y dos frecuencias de inmersión y una 
aplicación de 0,5mg/l de GA3 . 

Brote 
Variedad Long (cm) Prol (N") P seco (g) Ps/Pv 
Free (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 
Free (18 hrs) 
Elliot 0.7 42.0 1.04 0.27 
O' Neal 1.9 1866.0 5.41 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 

utilización de 0,5mg/L de GA3 mejoró 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 

consideró que dicho porcentaje aún es bajo para pasar a la etapa de enraizamiento y 

aclimatación desde el punto de vista operacional. En las variedades Duke y Elliot los 

porcentajes superiores a 2.0cm de longitud fueron aún menores (Cuadro 4) . 

Cuadro 4. Distribución de la longitud de brotes en SIT en tres variedades de arándano 
evaluados en frecuencia 18 y 24 horas con 3 minutos de inmersión con 
tratamiento de GA3 0,5mg/L . 

Variedades(% de brotes por rango) 
Rango largo de Duke Elliot ONeal 
brotes (cm) 

18 hrs 24 hrs 18 hrs 24 hrs 18 hrs 24 hrs 
0,1-2,0 81,5 95,0 93,0 96,0% 61,0 63,2 
2,1-7,0 18,5 5,0 7,0 4,0 39,0 36,8 

Debido a los resultados obtenidos en los ensayos anteriores se estableció un nuevo 

ensayo donde se evaluaron dosis mayores de GA3 en diferentes frecuencias y tiempos de 

inmersión utilizando, en esta oportunidad, sólo la variedad O'Neal. Los resultados 

obtenidos indicaron que las mayores dosis de GA3 no lograron aumentar el tamaño de los 

brotes sobre los 2 cm en ninguna de las frecuencias y tiempos de inmersión (Cuadro 5) . 
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Cuadro 5. Longitud de los brotes (cm), proliferación, peso seco y relación peso seco/peso 
verde en la variedad O'Neal en dos frecuencias y tiempos de inmersión y dos 
dosis de GAa . 

Brote 
Tratamientos Long (cm) Prol (W) P seco (g) Ps/Pv 
Free/tiempo 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 evaluación de las dos frecuencias y tiempos de inmersión indicó que si bien durante 

los ensayos se lograron tasas de multiplicación altísimas (40 y 43) para variedades Duke 

y O'Neal en 18 horas 3 minutos el largo de brotes obtenido sigue siendo bajo (Cuadro 6) . 

Cuadro 6. Distribución de la longitud de brotes en SIT en la variedad Duke evaluados en 
frecuencia 18 horas 1 minuto y 24 horas 5 minutos con diferentes dosis de GA3 . 

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

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

Los datos obtenidos indican que la utilización de 3 mg/L de GA3 mejoró 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 aclimatación 

operacional adecuada . 

Al analizar el efecto de la frecuencia de inmersión de 24 y 18 horas en el largo de los 

brotes indicó que la altura de los brotes sigue siendo un problema a superar. Aunque la 

variedad Duke presentó un promedio de 4.3 cm y la variedad 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 situación, los coeficientes de multiplicación obtenidos siguen 

siendo altos en las tres variedades (Cuadro 7) . 
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Cuadro 7. Longitud de los brotes (cm), proliferación, peso seco y relación peso seco/peso 
verde en tres variedades de arándano en dos frecuencias y tiempos de 
inmersión . 

Brote 
Tratamiento Long (cm) Prol (N") P. seco (g) Ps/Pv 
Variedad 
Elliot 1.3b 198.5c 1.47b 0.16a 
O' Neal 2.2b 351.4b 1.74b 0.14b 
Duke 4.3a 791.4a 2.39a 0.12c 
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 análisis del porcentaje del largo de brotes obtenidos en el ensayo indicó que el mayor 

porcentaje de brotes que cumplen con la altura mínima 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 

necesario incluir una etapa de elongación de los brotes para poder ver la posibilidad de 

aumentar el tamaño de los brotes . 

Cuadro 8. Rango del largo de los brotes (cm) en tres variedades de arándano en dos 
frecuencias de inmersión 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 
2,1-4,0 9,6 1,0 7,0 4,0 13,8 20,1 

2. Tiempo de inmersión y dosis de AIB 

Como el uso de giberelina no logró producir un alto porcentaje de brotes con una altura 

adecuada para pasar a la etapa de aclimatación, se iniciaron ensayos para evaluar el 

efecto de la auxina Acido lndol Butírico (IBA) en SIT en la longitud de los brotes . 
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En esta oportunidad, se consideró necesario evaluar la frecuencia de 24 horas con 5, 3 y 

1 min de inmersión 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 período de evaluación fue de 63 días, período utilizado en los sistemas convencionales 

de micropropagación. A los 21 días se realizó cambio de medio y a los 21 días siguientes 

se cambió el medio usando las diferentes concentraciones de AIB, el ensayo se evaluó a 

los 21 días siguientes. Se midió la longitud de brotes, proliferación y relación peso seco y 

verde de los brotes . 

Resultados 

Los resultados del ensayo indicaron que el tiempo de inmersión influyó en algunas de las 

variables evaluadas. Por ejemplo, el tiempo de inmersión de 1 min aumentó el largo y 

peso seco de los brotes. Sin embargo, el tiempo de inmersión de 5 min produjo un peso 

similar de brotes al tiempo de inmersión 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 sí en la relación peso seco/peso verde, donde el mayor valor se obtuvo 

sin la aplicación de IBA (Cuadro 9) . 

Cuadro 9. Longitud de los brotes (cm), Peso seco (g) y relación peso seco/peso verde de 
arándanos variedad O'Neal en diferentes tiempos de inmersión (min) y dosis 
de IBA O. 0,5 y 1 (mg/L) . 

Tiempo (min) 
1 
3 
5 
Dosis IBA (mg/L) 
o 
0.5 
1 

Long (cm) 
6.4a 
4.7b 
4.9b 

5.4a 
5.4a 
5.4a 

Brote 
P. seco (g) 

0.30a 
0.18b 
0.29a 

0.26a 
0.22a 
0.27a 

Ps/Pv 
0.29a 
0.27a 
0.28a 

0.35a 
0.25b 
0.24b 

En resumen, la aplicación de giberelina (GA3) y la auxina (IBA) en forma separada y en 

combinación condiferentes frecuencias y tiempo de inmersión no tuvieron un efecto 

significativo en el aumento del largo de los brotes de arándano (mayor a 2 cm), 
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considerado necesario para un adecuado enraizamiento y aclimatización en forma 

operacional. 

3. Volúmenes de medio y número de explantes 

Para evaluar estas variables, se estableció un ensayo con un diseño experimental 

Completamente al azar en arreglo factorial con 3 volúmenes x 3 números de explantes y 3 

repeticiones. El ensayo se realizó con la variedad O 'Neal que fue la variedad con una 

mejor respuesta al SIT. Los tres volúmenes de medio evaluados fueron: 250, 500 y 

750mL y los tres números de explantes: 40, 60 y 80. Se utilizaron explantes trinodales . 

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

brotes, hiperhidricidad y relación peso seco/peso verde de los brotes . 

Resultados 

La evaluación del volumen y el número de explantes indicó que el tamaño de los brotes 

producidos sigue siendo el factor limitante en la micropropagación de arándanos en SIT. 

En este sentido, ni el volumen, ni el número de explantes influyeron positiva y 

significativamente sobre el tamaño de éstos. La proliferación en SIT sigue siendo alta en 

comparación al sistema convencional. La calidad de los brotes medida, con la relación 

peso seco/peso verde, fue superior con 250 y 500mL y no se vio afectada 

significativamente por el número de explantes (Cuadro 1 O) . 

Cuadro 10. Longitud de los brotes (cm), proliferación, peso seco y relación peso 
seco/peso verde en la variedad O'Neal en tres volúmenes de medio y tres 
número de explantes . 

Brote 
Tratamiento Lon¡¡ (cm) Prol (N") Peso seco (¡¡) 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 análisis de los datos indicó también que el volumen del medio de 250 mL afectó 

positivamente a la relación peso seco/peso verde, produciéndose un mayor valor en 

comparación con 500 y 750 mL (Cuadro 10). Todas las otras variables evaluadas, longitud 

de brotes, proliferación, peso verde y seco, no fueron afectadas por ninguno de los 

volúmenes estudiados. Los resultados del número de explantes evaluados indicaron que 

todos presentaron un comportamiento similar y ninguno de ellos influenció positiva o 

negativamente las variables evaluadas (Cuadro 10) . 

Basado en los datos obtenidos anteriormente, la recomendación es utilizar el menor 

número de explantes evaluados (40) y el menor volumen (250 mL) de medio para 

multiplicar arándanos . 

4.-Enraizamiento y aclimatación 

Posterior a cada evaluación los brotes de arándano con altura sobre los 2 cm se fueron 

traspasando a la etapa de enraizamiento y aclimatación . 

Los resultados obtenidos indican que las plantas producidas en Sistema de Inmersión 

Temporal no presentaron diferencias en el porcentaje enraizamiento y de sobrevivencia 

en la etapa de aclimatación, independientemente de su procedencia, es decir, del ensayo 

que provenía. Además, las plantas producidas en SIT presentaron la misma capacidad de 

enraizamiento y sobrevivencia a la aclimatación que plantas micropropagadas en forma 

convencional. Sin embargo, las plantas producidas en Sistemas de Inmersión Temporal 

presentaron en la mayoría de los casos un tallo curvo debido a que los explantes emiten 

un número alto de plantas desde un mismo nudo. Este crecimiento curvo de las plantas 

producidas en SIT hace que la plantación y manipulación del material sea más lenta que 

las plantas. producidas en forma convencional que. tienen_un tallo más recto y son más 

fáciles de manipular y plantar. La curvatura del tallo en platas producidas en SIT no 

representa un problema en el enraizamiento y aclimatación ya que la planta una vez que 

se aclimata sigue creciendo y desarrollándose en forma normal. 
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5. Escalamiento productivo 

Una vez definida la frecuencia, tiempo de inmersión, la mejor relación número de 

explantes/volumen de medio, se estableció un ensayo de escalamiento productivo de 

multiplicación de arándano, variedad O'Neal bajo el SIT, utilizando explantes provenientes 

de plantas producidas en el SIT. 

Para el establecimiento del ensayo se utilizó la frecuencia de inmersión de 24 horas con 

80 explantes y 300 ml de medio. En este ensayo se decidió verificar nuevamente el 

mejor tiempo de inmersión 1 , 3 y 5 minutos y la mejor concentración de auxina en el 

medioWP . 

Dado que se habían adquirido nuevos SIT y que se pretendía 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 más grande realizado en arándano hasta 

el momento y para su montaje se emplearon 6 personas . 

Lamentablemente, a los 7 días el medio de cultivo comenzó a presentar turbidez, lo que 

se había estado observando anteriormente, aunque con menor intensidad. Al décimo día 

los medios estaban completamente turbios y oscuros, lo que significó la pérdida del 

ensayo. Al ser consultado el asesor intemacíonal del proyecto, éste indicó que la turbidez 

de los medios es normal en algunos cultivos que se multiplican en el Sistema de 

Inmersión Temporal, que no era dañino para el crecimiento de los brotes, y solo constituía 

una acumulación de pigmentos. Esta mayor acumulación de pigmentos en el medio de 

cultivo se debió a la utilización sucesiva de brotes provenientes del SIT y no del proceso 

de micropropagación convencional. 

Por esta razón, ·se prefirió introducir nuevamente material 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 material proveniente de los SIT . 

Mientras se esperaba tener disponible brotes provenientes del cultivo 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 arándano fue producida y liberada recientemente en la 

Universidad del Estado de Michigan, (EE.UU) e introducida al país por Hortifut. En esta 

oportunidad se estudió también el efecto de diferentes dosis de la auxina (IBA) en la 

elongación de los brotes . 

Resultado 

Los resultados obtenidos indicaron que no existió diferencia significativa entre los tiempos 

de inmersión (1, 3 y 5min) ni en las dosis de IBA evaluadas en la cinco características 

evaluadas (Cuadro 11 ) . 

Cuadro 11. Longitud de los brotes (cm), proliferación (N"), peso seco (g) y relación peso 
seco/peso verde en arándano variedad Aurora con diferentes tiempos de 
inmersión y dosis de IBA 

Brote 
Tiempo (min) Long (cm) Prol (N") P. seco (g) Ps/Pv 
1 3.3a 111a 0.78a 0.10a 
3 3.4a 107a 0.92a 0.11a 
5 3.5a 109a 0.95a 0.11a 
IBA (mg/L) 
o 3.2a 98a 0.83a 0.10a 
0.5 3.7a 121a 1.10a 0.11a 
1 3.2a 95a 0.73a 0.10a 

.. 
Promedios con la m1sma letra no son slgn1f1cat1vamente diferentes al 5% 

A pesar de esta situación es importante señalar que con esta variedad y con la dosis de 

0,5 mg/1 de IBA, aplicado luego de 42 días multiplicación en el SIT y evaluado a los 21 

días de su aplicación, se obtuvo un 95% de los brotes sobre 3 cm. En esta oportunidad, la 

mayor tasa de multiplicación fue de solo 3-4 y los brotes producidos en el SIT presentaron 

una coloración rojiza . 

En nisumen,los- re5uffados de-esteensayoindicaron que: a) el uso de brotes 

provenientes del cultivo in vitro convencional, permiten obtener un porcentaje mayor de 

brotes mas largos, aptos para el enraizamiento y aclimatización; b) no hubo una diferencia 

significativa de los diferentes tiempos de inmersión (1,3, 5min) en el largo de los brotes; e) 

las dosis de auxina (IBA) no influyó significativamente en el largo de los brotes; y d) las 
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variedades de arándano presentan un comportamiento diferente al ser cultivadas en el 

SIT. 

6. Escalamiento productivo y aplicación de C02 

Una vez que se tuvo el material nuevo de la variedad O'Neal introducido a in vitro se 

estableció nuevamente el ensayo de escalamiento productivo con esta variedad. Se utilizó 

una frecuencia y tiempo de inmersión de 24 horas y 3min con 80 explantes por repetición 

y 300 mL de medio WP. A los 21 días se realizó un cambio de medio donde los brotes en 

crecimiento recibieron una inyección de C02 durante 1 minuto cada 6 horas y un 

suplemento de una dosis de 0,5mg/L de IBA al medio. La evaluación se realizó a los 22 

días después de la instalación del ensayo. Los datos obtenidos en este ensayo fueron 

comparados con el tratamiento de 250 mL de volumen de medio y 80 explantes/repetición 

en el ensayo de volumen de medio, que representó el tratamiento sin inyección de C02 

(Cuadro 12) . 

Se evaluó proliferación, peso verde y seco de los brotes y la relación peso seco/peso 

verde a los 42 días . 

Resultados 

La comparación de los resultados con y sin C02 indicó que la inyección de C02 mejoró 

solo el peso seco y la relación peso seco/peso verde, lo que podría indicar un 

mejoramiento de la calidad del brote producido. Por otro lado, la inyección del C02 no 

afecto la proliferación ni el peso fresco (Cuadro 12) . 

Cuadro 12. Proliferación (N"), peso seco, relación peso seco/peso verde de brotes de la 
variedad O'Neal con y sin inyección de C02 . 

Tratamientos· Brotes 
Prol (N") P. seco (g) Ps/Pv 

ConC02 583.3a 12.5a 0.49a 
Sin C02 473.5a 2.4b 0.18b 

Al analizar la distribución del largo de los brotes producidos se puede indicar que 

aproximadamente el 53,4% de los brotes producidos, es decir, aquellos de tamaño 
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superior a 2 cm, están en condiciones de pasar a la etapa de enraizamiento al 

invernadero (Cuadro 13). La diferencia, o sea, el 46,6% de los brotes podrían volver al 

sistema de inmersión para poder aumentar su tamaño, aumentando la eficiencia del 

sistema. Al considerar solo el 53,4% de los brotes de tamaño superior a 2 cm, la tasa de 

multiplicación del ensayo fue de 4. Sin embargo, si se considera la producción total de 

brotes la tasa de multiplicación es de 7.3. La posibilidad de la utilización de los brotes 

pequeños en una segunda inmersión temporal debiera ser evaluada próximamente . 

Cuadro 13. Distribución del largo de los brotes de la variedad O'Neal con inyección de 
C02 . 

Total Distribución largo de brotes (cm) 
0,1-2,0 2,1-4,0 4,1~.0 6,1-8.0 

584 (W) 272 164 142 6 
100 (%) 46,6 28,1 24,3 1,0 

En la variedad O'Neal al combinar el uso de la auxina AIB (0,5mg/lt) y aplicación de C02 

por 21 días se logra subir el porcentaje de brotes superiores a 2 cm hasta un 54% . 

Pese a que se terminó el proyecto el laboratorio seguirá haciendo ensayos combinados 

con C02 y aplicaciones de auxina con la finalidad de aumentar aún más el porcentaje de 

brotes superiores a 2 cm . 

E. Conclusiones 

Las variedades de arándano presentan un compotamiento diferente a la multiplicación 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 

multiplicación 5 cada63 días.con .. plantas de.buena.calidad.para salir a invernadero . 

En esta variedad la mejor frecuencia obtenida es de 24 horas y 3 minutos de tiempo de 

inmersión, 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 elongación con auxinas previo 

a la aclimatación . 

Aparentemente, el uso de brotes provenientes del SIT no es el más recomendado para 

obtener un largo adecuado de brotes para el enraizamiento y aclimatización. 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 aclimatación en esta variedad fue comparable a la 

de plantas producidas en el sistema de in vitro convencional . 

La variedad Aurora, presenta también un comportamiento aceptable al ser multiplicada en 

el SIT, produciéndose un porcentaje alto de brotes aptos para un buen enraizamiento y 

aclimatación . 

Los pasos a seguir en el sistema de multiplicación de arándanos en el SIT son los 
siguientes: 

a) Producir brotes en medio WP, sistema convencional 

b) Obtener e introducir brotes trinodales al SIT por 42 días, con una frecuencia de 24 

horas y un tiempo de 3 min, se incluye un subcultivo a los 21 días . 

e) 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 período de elongación posterior al período de 

multiplicación de los brotes pequeños es recomendable en o··Neal, pero no está claro 

en la variedad Aurora. Este punto necesita mayores estudios . 

F. Recomendaciones 

1. Evaluacelcomportamiento de.nuevas.variedades.para.tener un protocolo general 

2. Mejorar el protocolo para multiplicar Elliot y Duke 

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

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

l. INTRODUCCIÓN 

1. Importancia 

En las especies leñosas se incluyó la vid por la importancia que tiene en el país y por el 

mayor desarrollo de las técnicas de micropropagación en esta especie. Por estas razones 

resultaba interesante evaluar la posibilidad de mejorar su sistema de micropropagación a 

través del S IT. 

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 obtención de 

variedades chilenas. Si bien se han obtenido selecciones promisorias, la introducción de 

variedades desde el extranjero sigue siendo la principal fuente de gerrnoplasma 

adaptados a los cambios en el mercado . 

Por otro lado, en Chile existe gran preocupación por el mejoramiento de la calidad del 

material de propagación con proyectos orientados a la venta de plantas libres de virus y 

con identidad genómica varietal, uso de plantas clonales de material importado, 

certificación chilena de las plantas de vid, uso de portainjertos y selección masa! y clona! 

del viñedo 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 nemátodos y 

adaptación a diferentes tipos de suelos. Los portainjertos, desarrollados a partir de 

especies diferentes a las cultivadas, han sido introducidos también desde el extranjero, 

donde su uso se remonta a principios del siglo pasado por necesidades agronómicas y 

sanitarias . 

La multiplicación por estacas leñosas ha sido el método más empleado para la producción 

de nuevas plantas de vid, para lo cual es indispensable una buena selección masa! y 

clona! del material inicial. La introducción al país de nuevo germoplasma de vid, cultivares 

o portainjertos, se ha realizado tradicionalmente mediante la introducción de estacas, las 

que permanecen por un período de dos años en cuarentena en lugares supervisados por 
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el SAG, donde la multiplicación del material original es escasa o nula, con los inminentes 

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

La introducción de material vegetal in vitro ofrece una tremenda ventaja comparativa a la 

introducción de estacas leñosas. En primer lugar, el espacio usado por el material vegetal 

es mínimo. Las condiciones fitosanitarias del material introducido son superiores, ya que 

por ser cultivo de tejidos hay ausencia de hongos y bacterias (los que se desarrollan 

rápidamente sobre los medios nutritivos, por lo tanto son rápidamente identificables a 

simple vista). El material vegetal puede ser multiplicado rápidamente y mantenido in vitro 

hasta su liberación por el SAG. El cultivo de ápices meristemáticos in vitro asegura la 

limpieza de virus del material original, si este tuviera alguna infestación. El análisis 

fitosanitario solicitado por el SAG se limita a la verificación de la ausencia de virus 

cuarentenarios y de fitoplasma, estos análisis son rápidos y la liberación 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 introducción de 

material in vitro, siendo usado rutinariamente por viveristas y productores, con el interés 

de masificar rápidamente sus plantas y ha contribuido a la introducción de especies 

nuevas y variedades de interés para el país . 

Para la multiplicación de selecciones provenientes de cruzamientos o de plantas 

transgénicas que contengan genes de interés es esencial contar con tecnologías de 

propagación masiva y que aseguren la multiplicación de plantas individuales en un corto 

período. Sin embargo, la micropropagación de las plantas, tanto de nuevas variedades de 

uva de mesa como de portainjertos introducidos, se ha realizado en forma tradicional. Es 

decir, de un frasco que contiene una planta, por división de la misma se obtienen 3 o 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 limitación en la 

propagación masiva del cultivo en forma rápida, con un alto requerimiento de mano de 

obra especializada . 

Los objetivos de adaptación de una técnica que permitirá masificar la obtención de plantas 

seleccionadas permitirían reducir el tiempo de multiplicación 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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producción de las variedades mejoradas e introducidas. En este sentido, el uso de 

bioreactores constituiría una solución a este problema, ya que permiten la obtención de un 

gran número de plantas . 

11. DESARROLLO DEL PROYECTO 

A. Ubicación de la unidad de trabajo 

La producción masiva de brotes de vides se realizó en el Laboratorio de Biotecnología del 

INIA Quilamapu. Este material sirvió de base para realizar los ensayos en medios de 

cultivo líquidos y en el Sistema de Inmersión temporal comprometidos en el proyecto . 

B. Material Vegetal 

Se seleccionaron dos variedades de vid en base a su importancia económica y uso 

comercial: a) Cabemet Sauvignon, variedad vinífera, y b) Sultanina, variedad de uva de 

mesa, ambas variedades plantadas en el Centro Experimental Cauquenes (INIA) . 

C. Micropropagación convencional 

1. Multiplicación de los brotes 

a. Establecimiento in vitro 

La cosecha de sarmientos de las variedades seleccionadas se realizó cuando las plantas 

estaban en el período 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 Biotecnología 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 corriente durante 30 a 60 min. para eliminar impurezas gruesas. Posteriormente, 

estos segmentos fueron sometidos a un proceso de desinfección en la cámara de flujo 

laminar . 
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La desinfección realizada a los segmentos fue la siguiente: 1) Inmersión en una solución 

de etanol al 70% durante 30 seg; 2) un enjuague con destilada estéril; 3) inmersión de los 

explantes en una solución de hipoclorito de sodio al 2% y adición de unas gotas de 

Tween, durante 15 minutos y; 4) cuatro enjuagues con agua destilada estéril . 

Realizada la desinfección se extrajeron yemas de un tamaño aproximado de 1 a 2 mm, 

bajo la lupa y en cámara de flujo laminar. Estas yemas fueron sembradas en el medio . 

Murashige and Skoog (medio basal) modificado, en una disminución de la concentración 

del amonio y adición de biotina, cisteina y pantotenato de calcio. Esta actividad inicial se 

realizó con el apoyo del personal técnico del CRI La Platina a cargo de la Sra. Nicole 

Hewstone, asesora del proyecto en aspectos relacionados con micropropagación 

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 vitro 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 

micropropagación de los brotes en medios líquidos y bajo distintas concentraciones de 

amonio en el medio. El material de menor desarrollo será usado posteriormente cuando 

alcance la altura y vigor adecuada para las etapas siguientes . 

Respecto de los resultados de la desinfección, se logró una alta eficiencia del método 

utilizado, considerando que el material que se introdujo al culltivo in vitro fue colectado 

directamente desde el campo. Comparativamente, en la variedad Cabemet Sauvignon se 

obtuvo el menor nivel de contaminación un 2%, mientras que para la variedad Sultanina 

se obtuvo un 11% . 

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

· se obtuvo ·un 96%-de "brotación en· la variedad 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 procedió a macropropagar material 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 invernadero fue realizar un mejor control 

fitosanitario, además de hacer un uso eficiente del tiempo y recursos en la obtención de 

los brotes, por su cercanía 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 nebulización frecuente, estas 

condiciones se mantuvieron por un período de 30 días. Posteriormente, las estacas que 

presentaron un buen desarrollo radicular fueron trasplantadas a macetas para favorecer 

su desarrollo . 

Resultados 

En la macropropagación se obtuvo un 71% de enraizamiento en las estacas de la 

variedad Cabernet Sauvignon y un 32% en la variedad Sultanina (Figura 2). Durante el 

inicio del proyecto no se presentaron problemas en el proceso de masificación del cultivo 

in vitro convencional, con excepción de la variedad Sultanina. En esta variedad de vid se 

detectó un porcentaje de contaminación endógena bacteriana, difícil de controlar por 

medios convencionales, ello llevó a realizar una selección rigurosa del material a utilizar 

en los ensayos. Cabe destacar, que la Empresa Hortifrut aportó nuevo material de 

Sultanina, con un menor grado de contaminación. Las actividades de masificación de vid 

se realizaron durante todo el desarrollo del proyecto . 

2. Micropropagación en medios líquidos 

En el proyecto se consideraron dos actividades generales: 1) micropropgación de vid, 

arándano-y papa en medios líquiCfos e inrñeirsión ieinporal (SIT) y 2) microtuberización o 

formación de tubérculos in vitro en SIT . 
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a. Medio basal 

Para el primer caso y para determinar las mejores condiciones de cultivo de vid en medio 

líquido, se consideró como medio basal, el medio de micropropagación 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 concentración de amonio . 

La micropropagación en medios líquidos incluyó dos tipos de ensayos: a) Evaluación de 

diferentes concentraciones de amonio; y b) Evaluación de diferentes volúmenes de medio 

de cultivo . 

b. Concentraciones de amonio 

El establecimiento del ensayo con la variedad Sultanina y Cabemet Sauvignon en el 

medio basal MS (Anexo 2). Para cada variedad se estableció un ensayo donde se 

evaluaron tres dosis de nitrato de amonio: O% (sin nitrato de amonio), 50% del medio 

basal (200mg/L) y 100% del medio basal (400mg/L) en un diseño completamente al azar 

con 1 O repeticiones y cuatro brotes/repetición. 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 

fotoperíodo de 16 hrs de luz y 8 horas de oscuridad en agitación constante a 100 rpm. Se 

realizaron subcultivos cada 20 días . 

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

oxidados, long~ud de los brotes, peso verde, peso seco y relación peso seco/peso verde . 

Resultados 

En los ensayos de vid no se detectaron brotes muertos producto de los tratamientos 

aplicados. En cambio, se observó un alto porcentaje (80%) de brotes y hojas oxidadas por 

el contacto con el medio líquido (falta de oxigenación), aunque ello no estuvo relacionado 

con la concentración de amonio. La oxidación del tejido no afectó la viabilidad de los 

brotes ya que las yemas que no estaban en contacto directo con el medio líquido 

empezaron a brotar con una coloración normal. 
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c. Volúmenes de medio de cultivo . 

Se establecieron dos ensayos con la variedad Cabemet Sauvignon y Sultanina en el 

medio basal MS. El Diseño Experimental fue un Completo al Azar con tres tratamientos y 

1 O repeticiones. Los tratamientos consistieron en tres volúmenes de medio de cultivo 

liquido (5, 10, 20 mUexplante). Cada repetición estuvo constituida por cuatro brotes. El 

tamaño de los brotes fue de 3 a 5cm de largo y con 3 a 4 nudos . 

Las condiciones de incubación, subcultivos y evaluaciones fueron similares a las descritas 

en los ensayos de concentraciones de amonio . 

Resultados 

El principal problema que se presentó en los ensayos con vides fue la alta incidencia 

(80%) de material oxidado, sin embargo, este material no afectó la viabilidad de los 

explantes, pues a partir de ellos crecieron y se desarrollaron las yemas axilares. El 

problema de oxidación estuvo directamente asociado al volumen de medio liquido 

empleado en el ensayo, es decir, a mayor volumen de medio de cultivo líquido, mayor 

oxidación. En estos ensayos no se presentó hiperhidratación . 

Para continuar con la multiplicación de vid en medio líquido es indispensable manejar 

adecuadamente la frecuencia de inmersión 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 líquido es temporal, 

lo que puede cambiar radicalmente este problema . 

D. Multiplicación de los brotes en el Sistema de inmersión temporal (SIT) 

1. Frecuencia y tiempo de inmersión ---- . -· ~- . - - -- -- -- - -

De acuerdo a la información obtenida en los experimentos de multiplicación en medios 

líquidos se realizaron algunas modificaciones a las frecuencias de inmersión establecidas 

previamente el proyecto. En el caso de vid se establecieron las frecuencias de 18 y 24 

horas y los tiempos de inmersión de 1, 3, 5 min. El volumen del medio fue de 250 mL con 

9 explantes por repetición y seis repeticiones. El período de evaluación fue de 42 días con 
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un cambio de medio líquido a los 21 días. El medio de cultivo utilizado fue el descrito 

anteriormente . 

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

brotes y hiperhidricidad y relación peso seco/peso verde de los brotes . 

Resultados 

Basados en los resultados de la evaluación de tres frecuencias (6 y 12 horas) y un tiempo 

de inmersión (3 min). y una menor necrosis de los tejidos, se decidió evaluar la frecuencia 

de 18 horas con dos tiempos de inmersión (3 y 5 m in) . 

La evaluación de las diferentes frecuencias y tiempos de inmersión en forma separada 

indicó que en general la variedad Sultanina presentó un mejor comportamiento que 

Cabemet Sauvignon en el SIT. Este mejor comportamiento se expresó en los mayores 

valores obtenidos en algunas de las variables evaluadas (Cuadro 1 ) . 

Cuadro 1. Efecto de la frecuencia (horas) y tiempo de inmersión (min) en la longitud de los 
brotes (cm), proliferación (N•) peso seco (gr) y relación 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 - ---5- - - 4:1a - - 1.3a 0.20a 0.20a 
Sultanina 18 5 6.2b 1.7b 0.30a 0.17a 

• Comparaciones entre vanedades dentro de cada frecuencia y !lempo 
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El análisis de los datos de las tres frecuencias de inmersión (6, 12 y 18 horas) con un 

tiempo similar de inmersión (3 min) indica que los mejores índices se obtuvieron con 

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

observó un menor porcentaje de necrosis en las plantas . 

Cuadro 2. Efecto de la frecuencia (horas) y tiempo de inmersión (min) en la longitud de los 
brotes (cm), proliferación (N") peso seco (gr) y relación peso seco/verde en dos 
variedades de vid . 

Brotes 
Variedades Frecuencia Tiempo Long (cm) Prol (N") P. seco (gr) Ps/Pv 

(horas) (m in) 
Cabemet 6 3 2.2 B.O 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 3.8 7.8 0.11 0.20 
12 3 5.0 10.4 0.19 0.20 
18 3 4.5 4.6 0.14 0.20 

Variedades 
Cabemet 4.4a 5.7a 0.49a 0.46a 
Sultanina 3.3b 7.9b 0.15a 0.20a 
Frecuencias 
6 3.0b 8.2a O.OBa 0.43a 
12 4.1ab 9.3a 0.77a 0.89a 
18 4.4a 2.7 b 0.10a 0.19a 

El análisis de los datos de los dos tiempos de inmersión con la frecuencia de 18 horas 

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

(Cuadro 3) . 
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Cuadro 3. Efecto de la frecuencia (horas) y tiempo de inmersión (min) en la longitud de 
los brotes (cm), proliferación (N') peso seco (gr) y relación 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 la frecuencia de 24 horas y el 

tiempo de inmersión de 1 min. para tener una rango completo de las posibles alternativas 

de frecuencias y tiempos de inmersión en esta especie que es tan susceptible a la 

multiplicación en medio líquido . 

En este informe se presenta la comparación de las frecuencias de 18 y 24 horas y los 

tiempos de inmersión de 1, 3 y 5 min (Cuadro 4) . 

Cuadro 4. Efecto de la frecuencia (horas) y tiempo de inmersión (min) en la longitud de los 
brotes (cm), proliferación (N") peso seco (gr) y relación peso seco/verde en dos 
variedades de vid . 

Brotes 
Tratamiento Long (cm) Prol (N") P. seco (g) Ps/Pv Yemas (N') 
Variedad 
Sultanina 6.2• 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 4.98 1.3b 0.13b 0.20a 8.5b 
Tiempo (min) 
1 5.0a 2.1a 0.17a 0.19a 10.2a 
3 5.0a 1.5b 0.13b 0.19a 9.7a 
5 4.98 1.3b 0.15ab 0.10b 10.1a 
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La evaluación de las diferentes frecuencias y tiempos de inmersión en forma conjunta 

indicó que, en general, la variedad Sultanina presentó un mejor comportamiento que 

Cabemet Sauvignon en el SIT. Este mejor comportamiento se expresó 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 superior a la de 24 

horas al considerar las siguientes variables, el número de brotes por explante 

(proliferación), peso seco, y número de yemas. Sin embargo, no se presentaron 

diferencias significativas entre 18 y 24 horas en la longitud de brotes, peso verde y 

relación peso seco/peso verde (Cuadro 4) . 

El análisis de los datos de los tres tiempos de inmersión (1, 3 y 5 min.) indicó que no hubo 

diferencias significativas entre los tiempos al considerar la longitud de los brotes, peso 

verde, relación Ps/Pv y número de yemas. En el número de brotes en los tiempos de 

inmersión de 3 y 5 min fueron superiores a 1 min. , sin embargo, la menor relación peso 

seco/ peso verde se obtuvo con un tiempo de inmersión de 5 min, siendo similar en las 

frecuencias de 1 y 5 min . 

Ahora si comparamos el comportamiento de las dos variedades de vid en relación a las 

cuatro frecuencias evaluadas (6, 12, 18 y 24 hrs.) y un tiempo de 3 min, se puede indicar 

que, la variedad 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 número 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 relación Ps/Pv que se podría considerar como 

un índice de calidad de los brotes indica que no existen diferencias significativas entre las 

cuatro frecuencias evaluadas (Cuadro 5) . 
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Cuadro 5. Longitud de los brotes (cm), número de brotes/explante, peso seco y relación 
peso seco/peso verde en dos variedades de vid y cuatro frecuencias de 
inmersión . 

Brote 
Variedad Longitud (cm) Brote/ expl (N") P. seco (gr) Ps/Pv 

Variedad 
Sultanina 5.1 a 6.3 a 0.15a 0.20a 
Cabemet 3.5b 4.6 b 0.08b 0.18a 
Frecuencia (hrs) 
6 3.0c 8.2 a 0.08c 0.20a 
12 4.2bc 9.3a 0.13ab 0.20a 
18 4.4ab 2.7b 0.10bc 0.18a 
24 5.6 a 1.5b 0.16a 0.21a 
T1empo: 3 m1n 

2. Volúmenes de medio y número de explantes 

Se estableció un ensayo en un Diseño Completamente al azar con arreglo factorial 2 

variedades x 3 volúmenes x 3 números de explantes x 3 repeticiones. Las variedades 

utilizadas fueron Sultanina y Cabemet Sauvignon, los volúmenes de medio 250, 500 y 

750mL y el número de explantes de 6, 9 y 12 . 

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

brotes, hiperhidricidad y relación peso seco/peso verde de los brotes . 

Resultados 

Los resultados indicaron que la variedad Sultanina presentó una mayor longitud de los 

brotes, peso verde y seco (Cuadro 6). La evaluación de la proliferación, relación peso 

seco/peso verde y número de yemas presentaron un comportamiento similar en ambas 

variedades. En el análisis del volumen de los medios se estableció que 500 mL presentó 

solo un mayor peso de los explantes y un mayor número de yemas /planta. En cuanto·al 

número-de-explantes· podemos-decir que-6-explantes-presentaron un mayor peso verde, 

seco y número de yemas/planta (Cuadro 6) . 
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Cuadro 6. Longitud de los brotes (cm), proliferación (N"), peso seco (g) y relación peso 
seco/peso verde en vid con diferentes volúmenes y número de explantes . 

Variedad Long (cm) Prol (N") P. seco Ps/Pv Yemas (N") 
Sultanina 4.5° 2.2a 0.23a 0.54a 10.4a 
Cabemet 2.8" 2.2a 0.07b 0.57a 10.7a 
Volumen 
250 3.78 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 
w exelantes 
6 3.7° 2.3a 0.18a 0.56a 11.7a 
9 3.6° 2.1a 0.14b 0.55a 10.5ab 
12 3.58 2.2a 0.13b 0.54a 9.3b 

3. Proliferación 

a. Efecto del paclobutrazol 

La tasa de multiplicación de la vid está negativamente asociada a la frecuencia de 

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

tasa de multiplicación. Lamentablemente, con frecuencia de inmersión inferiores de 18 

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

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

multiplicación de vid en frecuencias de 18 y 24 horas . 

El diseño experimental fue un Completamente al azar con tres tratamientos (dosis de PBZ 

de O, 0.5 y 1 mUL) con 6 repeticiones en la variedad Sultanina y Cabemet Sauvignon. Los 

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

Las evaluaciones fueron el número de brotes y longitud de ellos a los 20 y 30 días del 

establecimiento . 

Resultados 

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

porcentaje de raíces, en cambio las dosis bajas promovieron la formación de callo. El 

PBZ no estimuló una mayor brotación en la vid (Cuadro 7) . 
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Cuadro 7. Efecto de paclobutrazol en la brotación y formación de raíces en brotes de dos 
variedades de vid (20 días) . 

Dosis (mg/L) N° nudos 1 N° raíces Observaciones 
Sultanina 
o 4.1 0.66 Callo en la base del explante (83%) 
0,5 3.1 4.1 Mínimo 2 raíces por explante 
1 3.2 1.4 40% formó raíces 
Cabemet Sauvignon 
o 4.5 o Callo en la base del explante (100%) 
0,5 3.3 4.0 1 explante presentó hojas rojas (sin raíz) 
1 3.5 3.1 50% presenta raíz. 

Al observar el efecto del PBZ a los 30 días se observó que el porcentaje de raicillas y el 

número de nudos aumentó en comparación que a los 30 días. Las diferentes dosis de 

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

Cuadro 8. Efecto de paclobutrazol en la brotación y formación de raíces en brotes de dos 
variedades de vid (30 días) . 

Dosis (mg/L) 1 N° nudos 1 N° raíces Observaciones 
Sultanina 
o 5.1 0.6 Plántula alonqada 
0,5 5.1 7.8 Formación de raicillas secundarias. 
1 3.4 2 Formación de raicillas secundarias 
Cabemet Sauvignon 
o 5.6 1 Plántula alongada 
0,5 4.0 13.8 Formación de raicillas secundarias. 
1 4.1 10 Formación de raicillas secundarias 

b. Efecto de BAP y PBZ 

En forma paralela al ensayo anterior se estableció un ensayo complementario para 

evaluarerefecto combinado deiBAP i¡ PBZ:-OTmgtrBAP;-o:t mgll BAP + 0.5mgll PBZ; 

0.1 mg/1 BAP + 1 mg/1 PBZ . 
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Resultados 

Los resultados obtenidos en la evaluación a los 20 días, indicaron una reducción en la 

formación de raíces y un nulo efecto en la brotación comparado con el testigo (Cuadro 9) . 

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

Dosis (mg/L) N• nudos N• raíces Observaciones 
Sultanina 
0.1 BAP (testigo) 4.1 0.6 Formación de callo en la base (83%) 
0.1 BAP+0.5 PBZ 3.3 o Formación de callo en la base (83%) 
0.1 BAP+1 PBZ 3.3 o Formación de callo en la base (100%) 
Cabemet Sauvignon 
0.1 BAP 4.5 o Callo en la base del explante (100%) 
0.1 BAP+0.5 PBZ 3.0 0.5 Formación de callo en la base (83%) 
0.1 BAP+1 PBZ 3.0 0.7 Formación de callo en la base (83%) 

La evaluación a los 30 días (Cuadro 10) y 40 días se mantuvo la misma tendencia 

observada a los 20 días, (Cuadro 9) . 

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

Medio 1 N° nudos N• raíces Observaciones 
Sultanina 
0.1 BAP 5.2 0.7 Formación de callo en la base (83%) 

0.1 BAP+0.5 PBZ 3.8 0.2 Formación de callo en la base (83%) 
0.1 BAP+1 PBZ 

3.5 o Formación de callo en la base (100%) y un 
66% presenta hojas de color café 

Cabemet Sauvignon 
0.1 BAP 5.7 1 Formación de callo en la base 50%. 
0.1 BAP+0.5 PBZ 

3.8 5.8 
Formación de callo en la base (83%) y las 
raíces presentan raicillas secundarias . 

0.1 BAP+1 PBZ 
3.3 7.2 

Formación de callo en la base (100%) y un 
50% presenta hoi as café y rojas 

------- - .. ----- --- . . -

c. BAP 

En esta oportunidad se evaluaron los siguientes tratamientos: 0.1 mg/1 BAP; 0.3 mg/1 BAP; 

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

Los resultados obtenidos indicaron que los tratamientos evaluados no aumentaron la 

brotación 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, 2.5, 3.0 mg/L) 

Cuadro 11. Efecto de dosis BAP en la brotación y enraizamiento en dos variedades de Vid 
a los 20 dias . 

Dosis (mQ/L) N° Brotes N° nudos N° raíces Observaciones 
Sultanina 

0.1 (Testigo) 1 4.83 0.16 50% de los explantes callo en la 
base . 

0.3 1.3 4.5 o 33% callo en la base, algunos 
explantes hojas roias(33%) . 

0.5 1.3 5.33 o 67% formación callo en la base. 

1 1.8 5.66 o 67% formación callo en la base, 
siendo este más grande . 

Cabemet Sauvignon 

0.1 1.33 5.16 1.66 50% formación callo, 33% 
explantes hojas borde rojo 

0.3 *1.8 *6 ·o 100% formación callo en la base. 
0.5 2.5 8 o 83%formación callo en la base. 

67% formación callo en la base, 
1 *3.3 *9 ·o siendo estos más grandes. 1 expl 

1 presentó hojas repolladas . 

4. Aplicación de C02 

Los antecedentes bibliográficos disponibles sugieren que la aplicación de C02 en el 

Sistema de inmersión temporal en algunos cultivos ha mejorado la calidad de los brotes 

producidos. Por este motivo se planificó un ensayo tendiente a evaluar el efecto de la 

aplicación de C02 durante el proceso de multiplicación de los brotes en vid. En este 

ensayo se utilizaron las variedades Sultanina y Cabemet Sauvignon en presencia y 

ausencia de C02 durante toda la fase de multiplicación es decir, durante 42 días. La 

inyección de C02 fue de 11itro/min con una frecuencia de 6 horas. Las condiciones del 

ensayo fueron similares a las descritas anteriormente . 
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Resultados 

Los resultados obtenidos indicaron que las dos variedades presentaron un 

comportamiento diferencial. La variedad Sultanina presentó un mejor comportamiento en 

prácticamente todos las características evaluadas que la variedad Cabemet Sauvignon, 

con excepción de la relación peso seco/peso verde, donde las dos variedades 

presentaron un comportamiento similar (Cuadro 12) . 

Al analizar los resultados del efecto promedio de la aplicación de C02 en las dos 

variedades, se pudo observar que este tratamiento no afectó significativamente a los 

parámetros evaluados, con excepción a la proliferación, donde la inyección de C02 redujo 

el número de brotes producidos (Cuadro 12) . 

Cuadro 12. Longitud (cm), proliferación N"), peso seco (g) y relación peso seco/peso 
verde de dos variedades de vid en presencia y ausencia de C02 . 

Tratamiento Brotes 
Lona (cm) Proi(N"\ P. seco lal Ps/Pv 

Variedades 
Sultanina 7.2a 2.0a 0.18° 021a 
Cabemet Sauvianon 5.4b 1.3b 0.10b 0.20a 
lnvección de C02 
Con 7.3a 1.1b 0.15° 0.20a 
Sin 5.3a 2.1a 0.13" 0.21a 

5. Enraizamiento y aclimatación 

El medio de cultivo utilizado durante el proceso de multiplicación de la vid en el SIT 

promovió el desarrollo de las raíces en los bioreactores, produciéndose plántulas de buen 

tamaño y con sistema radicular bien desarrollado, por lo tanto no fue necesario realizar 

este proceso en el invernadero . 

Debido al buen desarrollo de las plantas y a su sistema radicular las plantas producidas 

en el SIT presentaron un buen comportamiento durante el proceso de aclimatación, 

produciéndose un bajo porcentaje de pérdidas de plantas, menor al 5%. El sistema de 

aclimatación se realizó en primavera-verano y usando como sustrato verrniculita y vasos 

plásticos . 
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E. Conclusiones 

Resultados en medios líquidos 

Alta susceptibilidad de la vid al medio líquido . 

Resultados en el SIT 

Respuesta diferencial de las variedades de vid 

Cv. Sultanina mejor respuesta que C. Sauvignon 

Frecuencia y tiempo de inmersión 

18 Hrs y 3 min 

Volumen de medio y número de explantes 

250 mL y 9 explantes 

Buena aclimatación de las plantas 

Buen crecimiento parte aérea 

Buen crecimiento y tamaño de las raíces 

Bajo porcentaje de pérdidas de plántulas 

El sistema de multiplicación de plantas de vid en el SIT incluye las siguientes etapas: 

a) Producción de brotes en el sistema de micropropagación convencional 

b) Multiplicación de los brotes de tres nudos en el SIT por 42 días, con un subcultivo a los 

21 días. Frecuencia cada 18 horas y tiempo de inmersión cada 3 min, volumen de medio 

250 mL y 9 brotes por contenedor . 

e) Enraizamiento en el medio de multiplicación de multiplicación en el SITa los 42 días . 

d) Aclimatización de las plantas enraizadas en el SIT, en invernadero 

F. Recomendaciones 

1. Es importante continuar trabajando con el objetivo de: 

-a) -Incorporar-nuevas variedades para ampliar-el conocimiento de su comportamiento 

en el SIT 

b) Mejorar la tasa de multiplicación de la vid ya que en frecuencias inferiores a 18 

horas se observa una tasa de multiplicación entre 7-8, lo cual lo hace muy 

atractivo, sin embargo, a estas frecuencias se produce un alto porcentaje de 

oxidación de las plántulas . 
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e) 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 producción y 

calidad de la fruta 

2. Utilizar esta tecnología para multiplicar nuevas variedades introducidas al país y reducir 

el tiempo de cuarentena 

3. Utilizar esta tecnología para producir plantas madres, las que luego pueden ser 

utilizadas como fuente de material genético para la propagación vegetativa . 
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PRODUCCIÓN DE PLANTAS Y MICROTÉRCULOS-SEMILLA DE PAPA A TRAVÉS 
DEL SISTEMA DE INMERSIÓN TEMPORAL (SIT) EN BIOREACTORES . 

l. INTRODUCCIÓN 

La superficie plantada de papas (Solanum tuberosum L) en el país ha fluctuado entre 56 y 

59.500 has en los últimos tres años, con una producción de 1 a 1,1 millón de toneladas 

métricas y un rendimiento entre 19 y 21 ton métricas por hectárea . 

El cultivo de la papa se desarrolla principalmente desde la IV hasta la X región, 

concentrándose un 60% de la producción nacional entre las regiones VIII, IX y X. Parte 

importante de la superficie plantada (70 a 80%) se destina a la producción de primores, 

principalmente entre la IV y la VIl regiones con diferentes énfasis. Es así como toda la 

producción de la IV corresponde a primores y solo parte de ella en la zona central del 

país . 

El mercado interno de la papa se caracteriza por ciclos de alta oferta precedidos por 

períodos de baja, asociados a precios bajos y altos. Esta situación tiene una 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 país, mientras 

que un 17% se destina al procesamiento industrial, un 14% a papa-semilla, un 15% se 

pierde durante el almacenaje y la diferencia en autoconsumo . 

Las variedades de para se definen según: el destino de su producción, consumo fresco e 

industria (primor, guarda, procesamiento), color de la piel, calidad culinaria, potencial de 

rendimiento, adaptación agronómica y su resistencia o tolerancia a enfermedades y 

plagas . 

En el año -2004 se observó 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 año 2004 se exportó 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 almidón por un valor de 

US$9,4 millones . 

Uno de los principales problemas en el cultivo de la papa es el uso de semilla- tubérculos 

de baja calidad, siendo el uso de semilla certificada o mejorada muy bajo. Es así como 

durante la temporada 2003/2004 se registraron solo 419 has de semilleros papa para 

abastecer la demanda nacional, superior en un 3,9% a la temporada anterior. Esta 

situación 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, lo que redunda finalmente en la expresión del máximo 

potencial productivo de la variedad . 

En el país existen tres tipos de tubérculos-semillas, aquellas provenientes del programa 

de certificación, la semilla corriente, semilla propia. La semilla certificada es aquella que 

ha sido sometida a un proceso de producción supervisado por el Servicio Agrícola y 

Ganadero que garantiza la mantención de la identidad, pureza y sanidad. En el aspecto 

sanitario la papa es atacada por varios hongos, bacterias y virus que afectan 

considerablemente la producción y calidad de los tubérculos. Las plagas cuarentenarias 

son: nemátodo del quiste (Giobodera rostochensis y G. pallida), marchitez bacteriana de 

la papa (Ralstonia solanacearum) y el carbón de la papa (Angiosorus so/am) . 

Esta situación hace que la producción tubérculos-semillas certificada sea un proceso 

complejo y que toma alrededor de siete años, donde se combinan trabajos de selección 

de plantas sanas, micropropagación, multiplicación en invernadero y campo . 

Objetivo-general- - -

Determinar la factibilidad de implementar la producción de microtubérculos-semilla 

utilizando el Sistema de Inmersión temporal (SIT) en bioreactores para mejorar la 

eficiencia y rentabilidad de esta actividad . 
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Objetivos específicos 

1. Evaluar la multiplicación de plantas de papas en medios líquidos 

2. Determinar los factores que afectan la producción de plantas y tubérculos-semillas, en 

el SIT 

3. Determinar estabilidad genética material propagado en el SIT 

4. Analizar económicamente los sistemas evaluados 

5. Difundir y transferir la tecnología a los usuarios 

11. ETAPAS EN LA PRODUCCIÓN DE TUBÉRCULO-SEMILLA 

Para facilitar la comprensión del trabajo realizado en el proyecto y su inserción en la 

producción de tubérculos-semilla se describirá brevemente el proceso de producción de 

las etapas de semilla prebásica, básicas y certificada o corriente . 

A. Tubérculo-semilla prebásica. Esta etapa dura 2 años y cuenta con cuatro actividades 

durante el primer año y una plantación de campo el segundo año. El objetivo del proyecto 

es impactar en las actividad dos, tres y cuatro del primer año: micropropagación 

convencional. 

Año 1 . 

1. Selección de plantas sanas de variedades en multiplicación (GO). En esta etapa se 

realizan una serie de pruebas serológicas para descartar el material con problemas 

fitosanitarios (laboratorio) 

2. Micropropagación de plántulas sanas. Las plantas sanas son micropropagadas por el 

sistema convencional, es decir a través de subcultivos sucesivos hasta obtener el 

número de plantas necesarios para obtener los microtubérculos (laboratorio) . 

3. Corte de esquejes de tallos jóvenes de las plántulas micropropagadas y enraizamiento 

en arena. (invernadero) 

4. Transplante de plántulas _a camas de producción de minitubérculos . 

Año 2. Multiplicación de minitubérculos para producción de tubérculos semilla prebásica 

(G-1 ), en el campo 

A. Tubérculo-semilla básica (G-2) 
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Año 3. Multiplicación de semilla prebásica para semilla básica (G-2) en el campo 

C. Tubérculo semilla certificado (C-) 

Año 4. Multiplicación de semilla básica para producción de semilla certificada (C-1 ), en el 

campo . 

Año 5. Multiplicación de tubérculo-semilla certificada para producción se semilla­

certificada C-2 . 

Año 6. Multiplicación de tubérculo-semilla certificada C-2 para la producción de semilla 

certificada C-3 . 

Año 7. Multiplicación del tubérculo-semilla certificada C-3 para la producción de semilla 

corriente . 

Las etapas de multiplicación de tubérculo-semilla certificada C-2, C-3 y corriente se 

realizan en empresas de tubérculo-semillas o productores de tubérculo-semillas . 

111. DESARROLLO DEL PROYECTO 

A. Ubicación geográfica de las unidades de trabajo 

La producción de brotes sanos a través de micropropagación convencional se realizó en 

el laboratorio de cultivo in vitro del Campo Experimental La Pampa, perteneciente al INIA 

Remehue y ubicando en Purranque. La producción de brotes y microtubérculos-semilla en 

el SIT se realizó en el laboratorio del cultivo in vitro del INIA Quilamapu, ubicado en 

Chillán . 

B. Material Vegetal . 

Para la producción de microtubérculo-semillas se seleccionaron dos variedades de papa, 

considerando la importancia comercial y destino de la producción: a) Shepody, variedad 

apta para el procesamiento industrial como papas fritas y; b) Desireé, variedad 
- --

recomendada para consumo en fresco . 
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C. MICROPROPAGACIÓN CONVENCIONAL 

1. Multiplicación de brotes 

a. Establecimiento in vitro 

El establecimiento in vitro de papas se realizó por medio del cultivo de meristemas de 

plantas. A partir de plantas cultivadas en invernadero se colectaron porciones apicales de 

las mismas, las cuales fueron transportadas al laboratorio para la desinfección de las 

yemas . 

b. Desinfección de yemas 

El procedimiento de desinfección de las yemas fue el siguiente: 1) Inmersión de las yemas 

en una solución de fungicidas: Benlate (i.a. Benomil) y Rovral (i.a. iprodione), ambos al 

1%, durante 25 minutos y en agitación; 2) inmersión en etanol al 96% durante 30seg; 3) 

un enjuague con destilada estéril; 4) inmersión de los explantes en una solución de 

hipoclorito de sodio al 0,25% durante 20 a 25 minutos y; 5) cuatro enjuagues con agua 

destilada estéril. 

c. Extracción de los meristemas 

A partir de las yemas desinfectadas se extrajeron, bajo la lupa y en cámara de flujo 

laminar, los meristemas que fueron sembrados en el medio basal, Murashige and Skoog 

(MS, Anexo 2) líquido, suplementado con ácido giberélico. Los meristemas fueron 

incubados en agitación a 25°C y bajo una intensidad luminosa de 2500 lux, durante 30 a 

35 días . 

d. Multiplicación de los brotes 

·pafa-lifetapa de -proliferaciónaelosbrotes, se utilizo el mismo medio basal MS, con 

algunas modificaciones: aumento en la concentración de vitaminas y la adición 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 Inmersión Temporal (SIT) . 

2. Multiplicación de brotes en medios líquidos (INIA Quilamapu) 

La micropropagación en medios liquidas es una etapa importante que debe ser 

considerada antes de iniciar los trabajos en el sistema de inmersión temporal. De esta 

manera se conoce la aptitud del cultivo a crecer y desarrollarse en medio liquido . 

Este trabajo incluyó la evaluación de los brotes en diferentes: 

a) Concentraciones de amonio . 

b) Volúmenes 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 planteó la evaluación de dosis decrecientes de nitrato de 

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

papa . 

Se establecieron dos ensayos, uno con la variedad Shepody y otro con la variedad 

Desirée en el medio basal anteriormente señalado. El diseño experimental fue 

completamente al azar con tres tratamientos: O% (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 repetición. Se utilizaron brotes de 5-7 cm de largo, 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 agitación constante a 1 OOrpm. Se realizaron subcultivos cada 20 días . 

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

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

En los ensayos de papa con la variedad Shepody y Desirée se obtuvo un 1 00% de brotes 

sanos y sin problemas de hiperhidratación, observándose un efecto de la variedad y el 

tratamiento aplicado en las variables evaluadas (Cuadro 1 y 2) . 

Durante el desarrollo de este ensayo se realizaron cuatro evaluaciones, a los 20, 40, 60 y 

80 días después del establecimiento. En esta oportunidad, se presentan solo la primera y 

cuarta evaluación que refleja el efecto del amonio en el crecimiento y desarrollo de los 

brotes (Cuadro 1 y 2) . 

En la primera evaluación después de 20 días después del establecimiento, la variedad 

Shepody presentó un mayor valor de proliferación y relación peso/peso fresco en 

comparación a la variedad Desirée (Cuadro 1 ) . 

Las dosis de amonio no afectó a la proliferación de los brotes, pero si al crecimiento de 

ellos, lo que se vio reflejado en el peso seco y la relación peso seco/peso verde. Ahora si 

consideramos a la relación peso seco/peso verde como un índice de calidad de los brotes 

producidos, los mejores tratamientos fueron aquellos que no incluyeron amonio o el 50% 

de la dosis normalmente aplicada (Cuadro 1 ) . 

Cuadro 1. Longitud de los brotes, número total de brotes, peso verde (g), peso seco (g) y 
relación peso seco/peso verde en la primera evaluación al establecimiento . 

Brotes 
Tratamiento Prol (W) P. seco Col Ps/Pv 
Variedad 
Desirée 15.0b 0.05a 0.08b 
SheooilV 22.2a 0.05a 0.09" 
Dosisl%, rna/L\ 

-oJO\ - 15.4a - 0.04b 0.09a 
50 1850l 17.5a 0.05a 0.09a 
100 (1650) 17.7a 0.05a 0.07b 

En la cuarta evaluación, 80 días después del establecimiento, la variedad Shepody fue 

superior a la Desirée sólo en la longitud de los brotes, siendo similar a Desirée en los 

demás parámetros evaluados (Cuadro 2) . 
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La dosis de amonio afectó solo al largo de los brotes y a la proliferación, observándose un 

efecto diferente, dependiendo de la característica evaluada (Cuadro 2) . 

Cuadro 2. Longitud de los brotes, número total de brotes, peso verde (g), peso seco (g) y 
relación peso seco/peso verde en la cuarta evaluación, tercer subcultivo . 

Brotes 
Tratamiento Long (cm) Pral (N") P. seco (g) P.S/PV 
Variedad 
Desirée 10.7b 21.1a 0.07" 0.12a 
Shepody 17.9a 21.2a 0.05" 0.11a 
Dosis(%, mg/L) 
o (0) 13.9ab 18.8b 0.05" 0.12a 
50 (850) 13.4b 26.0a o.o8• 0.12a 
100J1650) 15.5a 19.0b 0.06" 0.11a 

b. Volúmenes de medio 

Se establecieron dos ensayos con la variedad Shepody y Desiree en el medio basal MS . 

El Diseño Experimental fue un Completo al Azar con tres tratamientos y 1 O repeticiones . 

Los tratamientos consistieron en tres volúmenes de medio de cultivo líquido (5, 1 O, 20 

mUexplante). Cada repetición estuvo constituida por cuatro brotes. El tamaño 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 líquidos 

fue de 65 mm de diámetro y 11 O mm de alto. Esta situación determinó la siguiente 

situación: a) en el tratamiento de 5mL medio por explante, 10 mm aproximadamente de 

los explantes estuvieran semisumergidos; b) en el tratamiento de 1 O mL de 

medio/explante 17 mm aproximadamente de los explantes de papa permanecieran semi­

sumergidos y; e) en el tratamiento de 20 mL de medio/explante, 29 mm aproximadamente 
--- -~------ --- - ---- ----- -~ ---- -

de los explantes de papa permanecieran sumergidos durante el ensayo. Todos los 

tratamientos se incubaron a 25•c y con un fotoperíodo de 16hrs de luz y 8 horas de 

oscuridad en agitación constante a 1 OOrpm. Se realizaron subcultivos cada 20 días . 

Durante el desarrollo del ensayo se realizaron cuatro evaluaciones. A manera de resumen 

se presentan solo la primera y cuarta evaluación (Cuadro 3 y 4) . 
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Las evaluaciones fueron las siguientes: número de brotes sanos, hiperhidratados u 

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

Resultados 

En todos los tratamientos de volumen y en las dos variedades evaluadas se observó un 

100% de brotes sanos y sin síntomas de hiperhidratación . 

En el establecimiento de los explantes, las variedades presentaron un comportamiento 

diferente en las variables evaluadas. Desirée presentó un mejor comportamiento en el 

peso verde y la relación peso seco/peso verde en comparación con la variedad Shepody 

(Cuadro 3) . 

El mejor volumen de medio fue 30 mllexplante, lo que se vió reflejado en un mayor peso 

verde y seco no así en la relación peso seco/peso verde, donde el valor mayor se obtuvo 

con 1 Oml/explante (Cuadro 3) 

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

Brote 
Tratamiento P. verde (g) P. seco (g) P.SIPV 
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 evaluación, la variedad Desirée presentó valores superiores a la Variedad 

Shepody solo en la longitud de los brotes, siendo similares en las demás características 

·(Cuadro 4r -· 

En el volumen de medio, 30mllexplante fue superior en la longitud de los brotes 

producidos, proliferación, pero inferior en la relación peso seco/peso verde (Cuadro 4) . 
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Cuadro 4. Longitud de los brotes, número total de brotes, peso verde (g), peso seco (g) y 
relación peso seco/peso verde en la cuarta evaluación, tercer subcultivo . 

Brote 
Tratamiento Long. (cm) Prol (N") P. seco (g) Ps/Pv 
Variedad 
Desirée 12.2b 23.8a 0.11" 0.11a 
Shepody 17.4a 24.3a o.o8• 0.10a 
Volumen (mL) 
5 13.4b 26.0a 0.08" 0.12a 
10 14.3b 22.4b 0.08" 0.09b 
20 17.0a 24.0ab 0.12" 0.10b 

En resumen, los resultados 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 micropropagación se 

decidió mantener el nivel de amonio usado en el medio de cultivo convencional para 

trabajar en el SIT y facilitar la comparación posterior . 

En relación al volumen del medio por explante, se decidió utilizar 20mL/explante, que por 

razones prácticas se dejó en 250mL!bioreactor para trabajar con 9 explantes en el SIT . 

2. Microtuberización en papas 

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

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

micropropagación de papa incluye entre un 2 a un 3% de sacarosa (20 a 30gr/litro) y la 

concentración de sacarosa en los medios de inducción de microtuberización varía entre 

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

superior al 0,3%. Por lo tanto, se planificaron ensayos endientes a evaluar el efecto de 

__ _c:ljfe~e_ntes concentra«[()_n~~ de_sacarosa y_Q~E!AP en la microtuberización . 
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a. Concentraciones de sacarosa 

Se estableció un ensayo con la variedad Shepody y otro con la variedad Desirée. El 

diseño experimental fue un Completamente al Azar con 50 repeticiones y un brote por 

repetición. El tamaño de los brotes fue de 10 a 12cm de largo, con 4 a 6 nudos/brote . 

Los tratamientos fueron seis, que correspondieron a concentraciones de sacarosa de O, 

40, 60, 80 y 100gr/l de sacarosa lo que equivale a un O, 4, 6, 8 y 10%. Por lo tanto, en 

este ensayo se evaluó la dosis recomendada (60 y 80gr/l), dosis inferiores (0, 30 y 40gr/l) 

y dosis superiores (1 OOgr/1) debido que la información de la literatura ha sido obtenida en 

otras condiciones tecnológicas y con distintas variedades . 

La incubación de los tratamientos fue a 25"C bajo oscuridad y con subcultivos cada 20 

días. Las evaluaciones fueron los siguientes: número de microtubérculos, calibre, peso 

fresco y seco . 

Resultados 

La sacarosa es un componente necesario para producir el proceso de tuberización en 

papa en ambas variedades, siendo el porcentaje mínimo para inducir este proceso un 6% . 

Aparentemente, el porcentaje óptimo está entre 8 y 10% (Cuadro 5). Con el 8 o 10% de 

sacarosa se produce el mayor número de tubérculos, el mayor peso verde y seco, la 

relación peso seco/verde y calibre de los tubércculos producidos (Cuadro 5) . 

Cuadro 5. Tuberización, número de tubérculos/brote y total, peso verde, calibre y tamaño 
de tubérculos de papas promedio con diferentes concentraciones de 
sacarosa . 

Tratamiento Tuberi- N° Tubér/ Total P. verde Calibre (mm) Largo (mm) 
(giL) zación Brote Tubérculos tubérculo 
Shepody 
o NO - - - - -
30 NO - - - - -
40 NO - - - - -
60 SI 1 13 0.12 4 8 
80 SI 1 38 0.10 4 7 
100 SI 1 39 0.11 4 7 
Desirée 
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o NO - - - - -
30 NO - - - - -
40 NO - - - - -
60 SI 1 19 0.14 3 7 
80 SI 1 34 0.10 5 9 
100 SI 1 33 0.15 4 6 
• Med1o basal s1n sacarosa (0%), Med1o basal s1n sacarosa con 3, 4, 6, 8 y 10% 

Concentraciones de BAP 

Se establecieron dos ensayos, uno con la variedad Shepody y otro con la variedad 

Desirée. Los tratamientos fueron cuatro y correspondieron a las dosis de BAP (O; 0.5; 3.0; 

5.0mg/L). La metodología experimental fue similar a la descrita en los ensayos de 

evaluación de niveles de sacarosa . 

Resultados 

Los resultados obtenidos indicaron que es importante incluir BAP en el medio de cultivo 

líquido para inducir la tuberización en las dos variedades de papa evaluadas (Cuadro 6) . 

La dosis de 0,5mg/L de BAP produce un efecto positivo en el número total de tubérculos 

producidos en Shepody y Desirée. Sin embargo, las dosis de 3 y 5mg/L producen un 

mayor peso verde, peso seco relación peso seco/verde y calibre de los tubérculos 

producidos en ambas variedades (Cuadro 6) . 

Cuadro 6. Tuberización, número de tubérculos/brote y total, peso fresco, calibre y tamaño 
de tubérculos de papas promedio con diferentes concentraciones de BAP . 

Trat (mg/L) Tuberiza N"Tubér/ Total P. verde Calibre (mm) Largo (mm) 
ción brote Tubérculos tubérculos 

Shepody 
o NO - - - - -
0,5 SI 1 39 0.10 4 7 
3 SI 1 24 0.10 4 8 
5 SI 1 24 0.08 4 7 
Desirée 
o NO - - - - -
0,5 SI 1 41 0.07 4 6 
3 SI 1 27 0.10 3 7 
5 SI 1 27 0.08 4 7 
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En resumen, la multiplicación y el despacho de los brotes desde el Centro Experimental 

La pampa resultó bastante eficiente para el desarrollo del proyecto. Los resultados 

obtenidos indicaron que los brotes de papa pueden crecer y desarrollarse sin mayores 

problemas en medio líquido. Por otra parte, la concentración de sacarosa y BAP son 

indispensables para promover la tuberización. La dosis de sacarosa recomendada fluctuó 

entre 80 y 1 OOg/L y la dosis de BAP estuvo entre 3 y 5mg!L. Esta información fue muy 

importante para iniciar los trabajos en el sistema de inmersión temporal . 

D. PRODUCCIÓN DE MICROTUBÉRCULOS- SEMILLA EN EL SIT 

1. Multiplicación de brotes 

La multiplicación de los brotes en el sistema de inmersión temporal está determinada 

principalmente por la frecuencia y tiempo de inmersión, volumen de medio y número de 

explantes . 

a) Frecuencia y tiempo de inmersión 

En esta etapa del trabajo se continuó con la evaluación de las dos variedades 

seleccionadas: Desirée y Shepody. Las frecuencias de inmersión evaluadas fueron 3, 6, y 

12 horas y los tiempos de inmersión de 1, 3 y 5min. El volumen del medio fue de 250mL 

con 9 explantes por repetición. El número de repeticiones varió entre tres y seis, 

dependiendo del ensayo. El periodo de evaluación fue de 42 días con un cambio de 

medio líquido a los 21 días. Los medios de cultivo utilizados en cada especie fueron los 

descritos anteriormente . 

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

brotes y hiperhidricidad y relación peso seco/peso verde de los brotes . 

Resultados 

El análisis de la frecuencia de inmersión de 3 hrs. con dos tiempos de inmersión indicó 

que el mejor tiempo de inmersión fue 5 min ya que produjo un mayor número de brotes 
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por explante, sin embargo la calidad de los brotes medida en la relación peso seco/peso 

verde fue inferior (Cuadro 7) . 

Cuadro 7. Longitud de brote (cm), número de brotes/explante, peso seco y relación peso 
seco/peso verde de dos variedades de papa y dos tiempos de inmersión . 

Brotes 

Tratamiento Long (cm) Brotes/exp (N") P. seco (gr) Ps/Pv 
Variedad 
Desirée 12.8a 4.7a 0.188 0.10a 
Sheoodv 11.8a 2.8b 0.14b 0.09a 
Tiempo 
3 13.3a 2.8b 0.15b 0.12a 
5 11.3b 4.7a 0.188 0.09b 

Frecuencia 3 horas; *N" broteslexplantes con mas de 3 yemas . 

Esta situación nos indujo a evaluar otras frecuencias de inmersión como 6 y 12 hrs. El 

análisis de estas frecuencias de inmersión con un tiempo de inmersión de 3 min indicó 

que la frecuencia de 12 horas podría ser la mejor para la multiplicación de brotes de 

papas, si se consideran los valores de proliferación y calidad de los brotes como criterio 

de discriminación entre las diferentes frecuencias de inmersión (Cuadro 8) . 

Cuadro 8. Longitud de brote (cm), número de brotes/explante, peso seco y relación peso 
seco/peso verde de dos variedades de papa y tres frecuencias de inmersión . 

Brote 
Tratamiento Lona lcml Brotes/exo (N")* P. seco (gr) Ps/Pv 

Variedad 
Desirée 13.5a 24.0a 0.11a 0.11a 
Sheoodv 11.9b 13.4b 0.11a 0.17a 
Frecuencia 

3 13.2b 2.7b 0.14a 0.10a 
6 9.8c 4.5a 0.12b 0.12a 
12 15.1a 4.9a 0.09b 0.12a 

T1empo: 3 m~n; *N" brotes/explantes con mas de 3 yemas . 

Un análisis en conjunto de los datos obtenidos en los diferentes experimentos de 

frecuencia y tiempos de inmersión indicaron que, en general, la variedad Desirée tuvo un 

mejor comportamiento que la variedad Shepody en el SIT. Esta situación se vió reflejada 

por los mejores índices de proliferación, peso verde y seco en varias frecuencias y 

tiempos de inmersión. Sin embargo, esta situación no se presentó al analizar la longitud 
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del brote y la relación peso seco y peso verde (Cuadro 9). Por ejemplo, solo en la 

frecuencia de 6 horas y tiempo de inmersión de 3min se observó una mayor longitud de 

brotes en la variedad Desireé . 

Cuadro 9. Efecto de la frecuencia (horas) y tiempo de inmersión (min) en la longitud de 
los brotes (cm), proliferación (N"), peso seco (gr) y relación peso seco y verde 
en dos variedades 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 5.7a 0.178 0.10a 
Shepody 3 5 11.0a 4.0b 0.198 0.10a 
*Comparación de vanedades dentro de cada frecuencia y t1empo de 1nmers1ón 

El análisis de las diferentes frecuencias con un tiempo de inmersión de 3 min indica 

aparentemente la frecuencia de 12 horas sería la mejor frecuencia, si se consideran los 

valores de proliferación como un criterio importante de discriminación entre las diferencias 

frecuencia de inmersión (Cuadro 1 O). Al considerar el comportamiento general del ensayo 

las frecuencias de 6 y 12 horas presentaron un comportamiento bastante similar entre 

ellas . 

Cuadro 1 O. Efecto de la frecuencia (horas) y tiempo de inmersión (min) en la longitud de 
los brotes (cm), proliferación (N°), peso seco (gr) y relación peso seco y 
verde en dos variedades de papa . 

Brotes 

Variedades Frecuencia Tiempo Long (cm) Prol (N") .P. seco (gr) Ps/Pv 
(horas) (m in) 

Descree 3 3 14.0 4.1 0.19 0.12 
6 3 11.9 34.7 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 0.11" 0.11a 
Shepody 11.9b 13.4b 0.11" 0.17a 
Frecuencia 
3 13.2b 2.7b 0.14a 0.20a 
6 9.8c 25.5a 0.12b 0.12a 
12 15.1a 27.9a 0.06b 0.12a 

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

características evaluadas al aumentar el tiempo de inmersión (Cuadro 11) 

Cuadro 11. Efecto de la frecuencia (horas) y tiempo de inmersión (min) en la longitud de 
los brotes (cm), proliferación (W), peso seco (gr) y relación peso seco y verde 
en dos variedades de papa 

Variedades Frecuencia Tiempo Long (cm) Prol (W) .P. seco (gr) Ps/Pv 
(horas) (m in) 

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 0.11 
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 0.09b 

b. Volúmenes de medio y número de explantes 

Se estableció un ensayo en un Diseño Completamente al azar con arreglo factorial con 

las dos variedades, tres volúmenes, tres números de explantes y tres repeticiones. Las 

variedades utilizadas fueron Desirée y Shepody. Los volúmenes del medio cultivo fueron 

___ 250,_~00 y J.§O.mL y ~n_úmero d!_! ~J!~I!In.t.e~ cje_J!,~ y 12 . 

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

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

La evaluación de las dos variedades de papa con diferentes volúmenes de medio y 

número de explantes indicó que la variedad Shepody tuvo un mejor comportamiento que 

la variedad Desirée, si consideramos el número de brotes/explante (proliferación). 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), número de brotes/explante, peso seco y relación peso 
seco/peso verde de dos variedades de papa en tres volúmenes de medio y tres 
número de explantes . 

Brotes 
Trata miento Long (cm) Prol (N°)* P. seco (g) Ps/Pv Yemas (N") 
Variedad 
Desirée 15.2a 4.0b 0.21b 0.09" 90.8a 
Shepody 11.8a 4.7a 0.36a 0.09" 77.9b 
Volumen (mL) 
250 14.4a 4.4a 0.22b 0.10° 72.3c 
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 0.098 96.5a 
9 12.0a 4.5ab 0.26b 0.09" 83.5b 
12 11.2a 4.1b 0.28ab 0.08b 73.3c 
Frecuencia 12 Hrs; t1empo 3 m1n; *N" brotes con mas de 3 yemas . 

En relación al volumen de medio líquido evaluado en el ensayo no se observaron 

diferencias significativas en el largo de los brotes, ni en el número de brotes/explante. Con 

500 y 750 mL se obtuvo el mayor peso seco de los brotes, pero con 250mL se obtuvo una 

mejor calidad de éstos (Cuadro 12). El largo de los brotes no fue afectado 

significativamente por el número de explantes, sin embargo se observó un mayor número 

de brotes por explantes y una mejor calidad al utilizar 6 y 9 brotes (Cuadro 12) . 

En este experimento se evaluó el número de yemas producidas en cada tratamiento, 

variable muy importante si se considera un aumento en la duración del proceso de 

multiplicación para mejorar el coeficiente de multiplicación. El número de yemas y de 

brotes con menos de tres yemas tendrán una excelente oportunidad de mejorar su 
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condición al aumentar el tiempo de multiplicación en los futuros experimentos (Cuadro 

12) . 

c. Aplicación de C02 

Estudios realizados en otras especies indican que la aplicación de C02 puede mejorar el 

crecimiento calidad de los brotes producidos en el SIT. 

Se estableció un ensayo para evaluar el efecto de aplicación de C02 en el crecimiento de 

los brotes en el SIT. La dosis de C02 fue de 1Umin inyectado a la botella que contenía los 

brotes con una frecuencia de 6 horas. El C02 inyectado forma parte de una mezcla con 

aire y nitrogeno en una dosis de 1200ppm. La frecuencia y tiempo de inmersión fue de 

12hrs y 3 min . 

Resultados 

Las dos variedades presentaron un comportamiento diferentes a la inyección de C02. La 

inyección de C02 favoreció a la variedad Desirée en la longitud, proliferación y relación 

peso seco/peso 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 inyección de 

C02 no tuvo un efecto significativo en ninguna de las características evaluadas (Cuadro 

13) . 

Cuadro 13. Longitud (cm), proliferación (N"), peso seco (g) y relación de peso seco/peso 
verde en dos variedades con y sin inyección de C02 

Brotes 
Tratamientos LonQ (cm) Prol (N") P. seco (!l) Ps/Pv 
Variedades 
Desirée 12.8a 6.8a 0.05b 0.20a 
SheooCiV 13.8a 5.5b 0.10a 0.13b 
lnvección -
Con C02 12.1a 6.3a 0.08a 0.15a 
Sin C02 14.6a 5.9a 0.07a 0.17a 
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2. Microtuberización 

Para evaluar el proceso de microtuberización de papa se realizó una serie de ensayos 

que implicó la evaluación de diversas variable como: tiempo de multiplicación de los 

brotes (40 y 60 días), volumen de medio (250 y 500ml/L), dosis de BAP (1, 3, 5mg/L) y 

fechas de cosecha (30 y 60 días), utilizando las variedades seleccionadas anteriormente: 

Desirée y Shepody . 

Los antecedentes obtenidos en las etapas anteriores determinaron que es indispensable 

incluir una concentración de sacarosa de 80-100g/L y de BAP de 3 a 5mg/L para inducir la 

tuberización, por lo cual estos factores fueron incorporados en el proceso de 

microtuberización en el SIT. Como esta etapa se realiza en oscuridad, los frascos fueron 

cubiertos con papel aluminio . 

Para todos estos ensayos se utilizó la frecuencia y tiempo de inmersión de 12 horas y 3 

min. El diseño experimental fue un Completamente al azar en arreglo factorial con un 

número variable de factores y repeticiones, dependiendo de los ensayos . 

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

a. Variedad, tiempo de multiplicación y volumen de medio 

Los datos obtenidos en los ensayos multiplicación de brotes, evaluados a los 40 días, 

indicaron que los brotes poseían un importante número de yemas que potencialmente 

podrían dar origen a nuevos brotes si se amplia el período de multiplicación. Este mayor 

número de brotes potenciales podría dar un mayor número de microtubérculos, los que 

podrían necesitar un mayor volumen de medio para su crecimiento. Basado en esta 

hipótesis se planificó un ensayo cuyo objetivo fue evaluar el efecto de la duración de este 

proceso en la multiplicación de los brotes y dos volúmenes de medio. En este ensayo se 

evaluaron las dos variedades con un período de multiplicación de brotes 40 y 60 días, 

previo al proceso de tuberización, en 250 y 500mL en el proceso de tuberización . 
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Resultados 

Los resultados indicaron que las dos variedades presentaron un comportamiento diferente 

en algunas de las variables evaluadas. Es así como, la variedad Shepody tuvo un mejor 

comportamiento que Desirée en el peso y largo de los microtubérculos cosechados. A 

pesar de esta situación las dos variedades presentaron un ancho y número de 

microtubérculos estadísticamente no significativo (Cuadro 14) . 

El mayor tiempo de multiplicación de los brotes previo a la tuberización no tuvo un efecto 

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

El volumen de medio durante el proceso de microtuberización afectó significativamente 

solo el número 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 número de microtubérculos en dos 
tiempos de multiplicación de brotes (días) y dos volúmenes de medio . 

Tratamientos Microtubérculos 
Variedades Peso (g) Long (cm) Ancho (cm) No 
Desirée 0.7b 11.1 b 7.0a 58.7a 
Shepody 1.0a 15.3a 6.98 48.7a 
T. multiplicación (días) 
40 O.Ba 12.8a 6.88 57.5a 
60 0.9a 13.6a 7.1 8 50.8a 
Volumen de medio (mL) 
250 O.Ba 13.2a 6.a• 41.6b 
500 0.9a 13.2a 7.1 8 67.3a 

b. Variedades, dosis de BAP y tiempo de cosechas 

Para evaluar las dosis de BAP y tiempo de cosecha se realizó con un tiempo de 

multiplicación de los brotes de 40 y 60 días y un volumen de 250 y 500 mL de medio de 

tuberización . 
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i. Tiempo de multiplicación de brotes 40 días y volumen de medio 250 mL. 

Las dos variedades tuvieron un comportamiento similar en las cuatro características 

evaluadas, salvo en la longitud de los microtubérculos, la variedad Shepody presentó un 

mayor valor estadísticamente significativo (Cuadro 15) . 

Al evaluar las tres dosis de BAP, se detectó solo diferencias significativas en el número de 

microtubérculos producidos, siendo el mejor tratamiento la aplicación de 5 mg/L de BAP al 

medio (Cuadro 15) . 

El mejor tiempo de cosecha fue el que se realizó a los 60 días, o sea tuvo dos cambios de 

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

Cuadro 15. Peso (g), longitud (cm), ancho (cm) y número de microtubérculos en dos 

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

Tratamientos Microtubérculos 
Variedades Peso (!ll Lon!l (cm) Ancho (cm) No 
Desirée 0.78a 12.1b 7.48 31.6a 
Shepody 0.93a 15.0a 7.0a 36.4a 
Dosis de BAP (mg/L) 
1 0.89a 13.Ba 7.38 23.1b 
3 0.98a 14.1a 7.6• 23.9b 
5 0.63a 11.7a 6.7• 55.4a 
Tiempo de cosecha (meses) 
1 0.70a 12.9a 7.28 16.1b 
2 0.95a 13.5a 7.3• 46.6a 

ii. Tiempo de multiplicación de brotes 40 días y volumen de medio 500mL. 

El análisis de los datos con brotes multiplicados por un período de 40 días establecidos en 

un medio ele tuberización de 5o o mC indicó un comportamiento diferente entre las 

variedades, dosis de BAP y tiempo de cosecha . 

La variedad Desirée presentó un mayor número de microtubérculos, los cuales fueron 

también mas anchos al ser comparados con los producidos por la variedad Shepody. Sin 
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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 producción del número de microtubérculos, 

observándose que con la aplicación de 3 y 5 mg/L de BAP se obtuvo los mejores 

rendimientos (Cuadro 16) . 

El largo del proceso de tuberización, expresado en el tiempo de cosecha, afectó solo a la 

producción de microtubérculos, obteniéndose un mayor rendimiento con un período de 

tuberización de 60 días (Cuadro 16) . 

Cuadro 16. Peso (g), longitud (cm), ancho (cm) y número de microtubérculos en dos 

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

Tratamientos Microtubérculos 
Variedades Peso (o) Lono (cm) Ancho (cm) No 
Desirée 0.56b 10.2b 6.58 105.3a 
SheooaY 0.98a 14.5a 6.68 52.7b 
Dosis de BAPirilO!Cl 
1 1.1a 14.9a 7.28 49.1b 
3 0.6a 10.8a 5.98 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 6.58 113.6a 

iii. Tiempo de multiplicación de brotes 60 días y volumen de medio 250ml. 

Las dos variedades presentaron diferencias significativas en peso y longitud de los 

microtubérculos, siendo superior en estos parámetros la variedad Shepody (Cuadro 17) . 

. _ -~-ªs tr~s dosis de BAP no pre_s_entarg_n diferencias significativas en las variables evaluadas 

(Cuadro 17) . 

El tiempo de cosecha a los 62 días dió microtubérculos de mayor peso y longitud (Cuadro 

17) . 
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Cuadro 17. Peso (g), longitud (cm), ancho (cm) y número 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) No 
Desirée 0.58b 10.8b 6.58 42.4a 
Shepodv 0.90a 15.1a 6.58 47.6a 
Dosis de BAP (mg/L) 
1 0.69a 12.5a 6.58 47.3a 
3 0.68a 12.6a 6.4° 45.6a 
5 0.70a 11.8a 6.6° 45.6a 
Tiempo de cosecha 

1 (meses) 
1 0.57b 11.4a 6.38 39.9a 
2 0.82a 13.2a 6.78 48.7a 

iv. Tiempo de multiplicación de brotes 60 dias y volumen de medio SOOmL. 

La evaluación a los 60 días indicó que las dos variedades tuvieron un comportamiento 

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

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

microtubérculos producidos (Cuadro 18) . 

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

excepción 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 número 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) No 
Desirée 0.66b 11.0b 7.58 58.2a 
Shepody 1.35a 17.4a 7.8" 51.4a 
Dosis de BAP (mg/L) 
1 0.97a 13.9b 7.88 52.9a 
3 1.10a 15.7a 7.6° 58.3a 
5 0.96a 13.2b 7.78 53.6a 
Tiempo de cosecha (meses) 
1 0.91a 13.5b 7.58 50.1a 
2 1.13a 15.2a 8.0a 61.9a 
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c. Sistemas de producción de microtubérculos por variedad 

La producción de microtubérculos en la variedad Desirée y Shepody se evaluará en forma 

separada bajo dos situaciones: con tiempos de multiplicación de brotes de 40 y 60 días 

i. Producción de Desirée con 40 días de multiplicación de brotes 

El volumen de medio utilizado en el proceso de microtuberización favoreció la formación 

de microtubérculos de mayor peso, longitud y ancho, pero no el número de 

microtubérculos. El mayor número 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 favoreción un mayor peso y longitud de los 

microtubérculos, sin embargo, las mejores dosis para estimular un mayor número de 

microtubérculos fué de 3 y 5 mg/L (Cuadro 19) . 

En la primera cosecha se produjo el mayor número de microtubérculos (Cuadro 19) . 

Cuadro 19. Peso (g), longitud (cm), ancho (cm) y número de microtubérculos en variedad 

Desirée en dos volúmenes, 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 

ii. Producción de Desírée con 60 días de multiplicación de brotes 

El volumen de 500mL favoreció la producción de un mayor número de microtubérculos, 

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

evaluadas (Cuadro 20) 

La mayor cantidad de microtubérculos se obtuvo en la primera cosecha (Cuadro 20) . 

Cuadro 20. Peso (g), longitud (cm), ancho (cm) y número de microtubérculos en variedad 

Desirée en dos volúmenes, tres dosis de BAP y dos tiempos de cosecha . 

Tratamientos Microtubérculos 
Peso (g) Long (cm) Ancho (cm) No 

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. Producción de Shepody con 40 días de multiplicación de brotes 

El volumen de medio de cultivo, de 250 o 500 mL usado para microtuberizar no afectó las 

variables analizadas (Cuadro 21 ) . 

La dosis de BAP solo afectó el número de microtubérculos producidos, siendo el mejor 

tratamiento aquel que contuvo 5mg/L de BAP (Cuadro 21) . 

En la segunda cosecha se produjo un mayor número de microtubérculos en comparación 

con la primera cosecha (Cuadro 21 ) . 

~-·cuadro 21. Peso (g),longitLKf(cm), ancho( cm) y -número de microtubérculos en variedad 

Desirée en dos volúmenes, tres dosis de BAP y dos tiempos de cosecha . 

Tratamientos Microtubércu los 
Peso (g) Long (cm) Ancho (cm) No 

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. Producción de Shepody con 60 días de multiplicación de brotes 

El peso, longitud y ancho de los microtubérculos en Shepody se vió favorecido al 

realizarse en un volumen de 500mL, sin embargo el número de microtubérculos no se vió 

afectado por el volumen del medio donde crecieron y se desarrollaron (Cuadro 22) . 

La dosis de BAP no afectó a ninguno de los parámetros evaluados (Cuadro 22) . 

El tiempo de cosecha fue favorable en el peso y longitud de los microtubérculos y no 

afectó el ancho ni el número de ellos (Cuadro 22) . 

Cuadro 22. Peso (g), longitud (cm), ancho (cm) y número de microtubérculos en variedad 

Desirée en dos volúmenes, tres dosis de BAP y dos tiempos de cosecha . 

Tratamientos Microtubérculos 
Peso (g) Long (cm) Ancho (cm) No 

Volumen de medio (mL) 
250 0.90b 15.1b 6.5b 47.6a 
500 1.35a 17.4a 7.98 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. Producción de microtuberculos en invernadero 

Se utilizaron 1 00 microtubérculos de las variedades Desirée y Shepody producidas en los 

diferentes sistemas de producción. Los microtubérculos utilizados fueron aquellos que 
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tenían 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 plantación de 

microtubérculos fue de 2,6 grs. La fecha de plantación de los microtubérculos fue el12 de 

enero y la fecha de cosecha el 13 de abril. Los microtubérculos fueron plantados en 

arena, y recibieron una fertilización y una frecuencia de riego adecuada . 

Resultados 

La evaluación de la producción de microtubérculos fue de tres meses. En la variedad 

Desirée, todos los microtubérculos lograron brotar, producir plántulas de buena calidad y 

producir mini y microtubérculos de diferentes calibres (Cuadro 23), sin embargo, en la 

variedad Shepody se observó 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. Número y calibre de microtubérculos de papa cosechados en invernadero, 

utilizando microtubérculos producidos en el SIT 

Variedad N" de micro tubérculos Calibre*(%) 

Calibre 1 Calibre 2 Calibre 3 

Shepody 82 48.7 29.3 22.0 

Desirée 128 36.7 39.0 24.3 

• Calibre 1- 41.6 g; calibre 2=12.3 g; calibre 3= 2.6 g 

E. Conclusiones 

2. Resultado general: multiplicación adecuada de las plantas de papa en medios 

líquidos, sin presencia de hiperhidratación . 

3. El sistema de producción de microtuberculos en SIT incluye cuatro etapas 

- -arPr6ducCión-de- brotes-enelsistema-de-rñicropropagación convencional 

b) Multiplicación de brotes de papa, bajo las siguientes condiciones 

Frecuencia y tiempo de inmersión de 12 hrs y 3 min 

Volumen de medio: 250 ml 

Número de explantes: 9 

Duración del período de multiplicación: 40 días 
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Aplicación de COi sin aplicación de C02 

e) Tuberización en oscuridad, bajo las siguientes condiciones 

Dosis de sacarosa: 80-1 00 g/L 

Dosis de BAP: 3-5mg/L 

Volumen de medio: 500mL 

Período de cosecha de microtubérculos: 60 días 

d) Producción de microtubérculos en invernadero ("engorda") 

Sustrato: arena, turba o vermiculita 

Producción de plantas: normales 

Producción de rnicrotubérculos: de varios calibres 

F. Recomendaciones 

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

por un período de "engorda" de los microtubérculos en el invernadero que dura tres 

meses . 
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IDENTIFICACIÓN VARIETAL Y ESTABILIDAD GENÉTICA EN EL PROCESO DE 
MULTIPLICACIÓN DE PLANTAS EN EL SIT ATRAVÉS DE MARCADORES 
MOLECULARES 

l. IDENTIFICACIÓN VARIETAL 

La identificación de variedades es una actividad esencial en el sector agrícola y frutícola, 

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 inversión realizada. Desde el punto de vista de los 

consumidores la identificación legal de un producto permite la elección de aquel que sea 

el más adecuado a sus condiciones y exigir la garantía de calidad del producto comprado . 

Actualmente, la mejor forma de identificar una variedad podría resolverse realizando un 

análisis de AON comparativo entre el material registrado y el vendido . 

El error de identificación de variedades implica una pérdida en la ganancia genética y 

económica. Existe un creciente número de especies en las cuales los marcadores 

moleculares han sido utilizados con propósitos de identificación genotípica, puesto que los 

errores de identificación durante la operación de un programa de multiplicación son 

relativamente frecuentes . 

En especies leñosas, como es el caso de Picea abies mediante RAPOs se generó un 

catálogo molecular de clones selecionados y se detectó problemas de clasificación en 4 

de los 22 clones analizados (Scheepers y otros, 1997). En las especies Picea glauca y P . 

engelmanii e híbridos naturales, los RAPOs permitieron generar protocolos de rápida 

identificación clonal (Khasa y Oancik, 1996). En el caso de P. sitchensis esta misma 

técnica permitió la identificación de 57 árboles plus pertenecientes a un programa de 

mejoramiento genético, lo que facilita su manejo operativo y la identificación 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 identificación de errores de identificación en la totalidad de los programas de 

mejoramiento genético evaluados . 
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Un método común y económico de propagación de muchas especies es la propagación 

vegetativa. por macroestacas y en menor grado a través de micropropagación para 

producir las plantas madres que son la fuente para obtener plantas . 

La certificación de calidad de las plantas se basa en la comparación 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 

multiplicación de plantas se necesita mantener un alto nivel de pureza genética en la 

propagación de los materiales seleccionados. De esta forma. las ganacias genéticas 

estimadas se puedan reflejar a nivel operacional. 

11. ESTABILIDAD GENÉTICA 

La micropropagación de plantas es una reproducción asexuada que se basa en la 

multiplicación celular a través de la mitosis. por lo cual las plantas producidas por este 

método debieran ser genéticamente uniformes . 

La posible variación genética puede entonces estar influenciada en mayor grado si el 

sistema de regeneración es realizada a través del paso por la fase de callo. En el caso de 

plantas producidas mediante meristemas o segmentos nodales tienen un mayor grado de 

uniformidad y los mutantes pueden ser atribuidos a mutaciones al azar. En de las tres 

especies utilizadas en este proyecto. papa, vid y arándano la posibilidad de variación 

somaclonal debiera ser menor, pues este método fue usado para micropropagar el 

material . 

Las variaciones somaclonales son importantes como fuente de variación genética para el 

mejoramiento de plantas. sobre todo cuando estas son heredables. Sin embargo, al 

micropropagar una variedad con características de agronómicas y de calidad deseable el 

propósito.es.obtener absoluta.uniformidad.genética . 

1. Causas genéticas de variación somaclonal 

Las especies tienen un número y estructura de cromosomas definido, sin embargo éste 

puede verse afectado en ápices con un alto índice mitótico. El mayor efecto sobre la 
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variación somaclonal lo produce un cambio dentro de un set de cromosomas 

(aneuploidia), ello debido al desbalance genético que se produce. Por otro lado, un 

aumento del set completo de cromosomas (euploidía) puede resultar en cambios sobre el 

tamaño medio celular, lo que además aumenta la dosis génica . 

La variación somaclonal también puede ser producida por la pérdida, duplicación, y 

translocación de segmentos cromosomales, lo que incide en variar los contenidos de ADN 

y en algunos casos la interrupción de la expresión génica . 

Otra causa de la variación ha sido causada por cambios en el citoplasma, especialmente 

a nivel mitocondrial, pero este tipo de variación se ha detectado con mayor frecuencia 

cuando la multiplicación y regeneración de plantas se ha realizado desde células en 

suspensión . 

Cuando los cambios somaclonales no son heredados han sido clasificados como cambios 

epigenéticos. Ellos son cambios en la expresión genética más que cambios en el genoma 

mismo . 

2. Origen de la variación somaclonal 

Existen tres principales orígenes a las posibles variaciones 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 mutagénicos, dentro de 

ellos las hormonas han sido las principales causantes de la variación detectada. En tercer 

lugar, la inducción a la variación somaclonal puede ser causada en conjunto por el 

ambiente, altas tasas de multiplicación, cambios nutricionales y a los sucesivos ciclos de 

subcultivos que se realizan . 

. 3. Métodos para examinar identidad y estabilidad genética 

a. Marcadores morfológicos 

En forma convencional la identificación y determinación de pureza del material genético 

se ha realizado por observación del fenotipo (marcadores morfa-fenológicos) en 
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invernadero, 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 describir materiales estrechamente 

relacionados (dentro de una especie); subjetividad en la descripción de algunas 

características; e influencia ambiental. Estas desventajas pueden ser subsanadas a través 

del uso de otras tecnologías que puedan complementar la descripción fenotípica del 

material genético, como son el uso de los marcadores moleculares . 

b. Marcadores moleculares (ADN) 

Los marcadores moleculares permiten detectar variabilidad genética directamente al nivel 

del ADN, por lo cual tienen un nivel de resolución genética superior al análisis fenotípico 

convencional. Por ejemplo, los análisis convencionales (fenotípicos) analizan 

aproximadamente <5% del total de información genética existente en una especie leñosa, 

que es lo que se expresa en el fenotipo (Kinlaw y Neale, 1997), en comparación con los 

marcadores moleculares donde los análisis se realizan sobre el genoma al azar, por lo 

cual tiene un mayor grado de resolución . 

c. Amplificación de ADN al azar (RAPO) 

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 

construcción de mapas de ligamiento genético, identificación de razas, estudios de 

hibridación ínter e intraespecífica y en el estudio de la variación genética en poblaciones 

altamente emparentadas. Las principales ventajas de esta técnica son la rapidez en la 

obtención de resultados, el costo, el no uso de radioactividad, menor inversión en equipos 

y bajos requerimientos de ADN (Welsh y otros, 1990; Williams y otros, 1990) . 

Esta ~é_9~ic_a_ha sido usa_?~ ~on_ é~ito en e_u~alipto en la identificación de genotipos (De 

Lange y otros, 1993), en un estudio de la distribución de la diversidad genética ( Nesbitt, y 

otros, 1995), como también en la elaboración de mapas de ligamiento genómico 

genómico (Grattapaglia y Sederoff, 1994) . 
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Los objetivos específicos de este trabajo fueron: 1) realizar una identificación genética­

molecular de las variedades en estudio para las tres especies: papa, vid y arándano; 2) 

realizar un control de calidad de las plantas micropropagados en inmersión temporal 

mediante un análisis de RAPO . 

111. 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 arándano . 

2. Métodos 

a. Extracción de ADN 

El ADN genómico de cada clon fue aislado a partir de hojas sanas y jóvenes, desde las 

plantas madres. El material usado para verificar la estabilidad genética en vid y arándano 

después del SIT fueron hojas verdes, mientras que en papas fueron tallos y hojas 

amarillentas de las plantas después de finalizado el proceso de microtuberización y bajo 

distintos dosis de hormonas .. 

b. Amplificación al azar de ADN polimorfico (RAPO) 

Durante el desarrollo del trabajo de identificación y estabilidad genética de las variedades 

usadas en el proyecto se evaluaron 48 partidores de 1 O mers provenientes de los grupos 

A, B, C, y D (OPERON Technologies, CA) . 

c. Reacción de Amplificación. -la -amplificación -se realizó en un terrnociclador, MJ 

Research. La reacción de amplificación usada fue la siguiente: 2f1L dNTPs (200 f!M), 1 f!L 

de partidor (5 f!M), 2.5 J!l tampón de amplificación (10 X), 0,75f1L de MgCI2 (10 mM), 1J!L 

de Tritón (X-100; 0,01%), 0,2fil de Taq Polimerasa (5 Uf!L-1
), 5fil de ADN (5 r¡gf!L-1

) y 

12,25J!L de agua estéril. Esta reacción de amplificación 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 Amplificación. La condición de amplificación fue la siguiente: a) 3 

ciclos de 95°C por 1 min, 37"C por 1 min y 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 extensión de 

72°C por 10 min., y un período de mantención a 4°C . 

e. Electroforesis. Los productos de la reacción 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 teñidos con bromuro de etidio para visualizar, fotografiar y evaluar las 

bandas . 

B. Resultados . 

1. Identificación de variedades . 

a. Papa 

Las variedades de papa fueron identificadas entre ellas genéticamente mediante RAPOs . 

Se realizó 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 resolución para discriminar entre las variedades. Como ejemplo, en la Foto 1 se 

observan los patrones obtenidos con 1 O partidores para Shepody (S) y Desirée (D), 

existen patrones mediante los cuales es fácil 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 tamaño molecular entre las variedades. Existen otros de partidores de 

tipo monomórfico, donde no se presentaron, al menos en el tamaño molecular de la 

banda, diferencias entre las variedades, por ejemplo, el partidor 8 y 10 (Foto1 ) . 
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Foto 1. Identificación varietal en papas mediante RAPO . 
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b. Vid 

Las variedades de vid también fueron identificadas entre ellas genéticamente mediante 

RAPOs. 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 polimórficas que diferenciaron entre Sultanina y 

Cabemet Sauvignon. Las bandas analizadas fueron las de mayor nitidez y 

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 fácil 

distinguir entre ambas variedades, como son los partidores 2, 3, 5, 7 y 8. Aunque los otros 

también discriminan entre las variedaes, es preferible usar partidores que generen loci 

con una mayor diferencia en su tamaño molecular. Se detectaron también partidores no 

informativos, los cuales generaron bandas de idéntico peso molecular (4 ) . 

Foto 2. Identificación varietal en vid mediante RAPO . 

c. Arándano 

De las tres variedades de arándano usadas en la micropropagación en el SIT, sólo la 

variedad O'Neil fue la única evaluada molecularmente, mediante RAPO. Como primera 

actividad, la Empresa Hortifrut, colectó las muestras y entre ellas introdujo una 
--- ----------- ---------- -- --~----

proveniente de un predio (sólo identificado por ellos) 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 

observó en la amplificación con 20 partidores adicionales . 
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Foto 3. Variedad O'Neil proveniente de un huerto (0), de un huerto de Curacavl (CU) y 
genotipo proveniente del Sistema de Inmersión Temporal (SIT) . 

2. Estabilidad genética 

a. Papa 

Se evaluó la estabilidad genética sobre plantas de papa que estuvieron el mayor tiempo 

micropropagadas en el SIT. vale decir, 120 días. Estas plantas estuvieron bajo las etapas 

de multiplicación, elongación y tuberización. Ello involucró cambios de medios 

(subcuttivos) cada 21 días, cambios de hormonas y condiciones ambientales de luz a 

oscuridad, para el caso de la tuberización. De acuerdo a lo observado en los 48 partidores 

analizados no se presentó variación genética 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 derivadas de tratamientos de 

tuberización donde las dosis de BAP fueron 3 y 5 mg/1 . 
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Foto 4. Estabilidad genética de Shepody y Desirée después de finalizada la etapa de 
tuberización con dos dosis de BAP . 

b. Vid 

Para las vides micropagadas en el SIT, el período involucró un periodo total de 40 días. El 

medio de cultivo de iniciación contuvo O, 1 m g/1 de BAPy 30 gr/1 de sacarosa, y a los 21 

días se subcultivó, pasando a la etapa de elongación, y al medio de cultivo se le agregó 

0,5 mg/1 de GA3 y 30 gr/1 de sacarosa, al cabo de esta etapa se evaluó la estabilidad 

genética en plantas de vid. De acuerdo a los 48 partidores analizados no se observó 

variación genética en ninguna de las dos variedades. La Foto 5 muestra idénticos 

patrones de bandas entre plantas de Sultanina y Cabemet Sauvignan recién introducidas 

en cultivo in vitro convencional (INCV) y aquellas producidas mediante el Sistema de 

Inmersión Temporal. 

Foto 5. Estabilidad genética de Sultanina y Cabemet Sauvignon después de finalizada la 
etapa multiplicación y elongación en el sistema de inmersión temporal. 
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c. Arándano 

Para la variedad O'Neil, micropagada en el SIT, el período involucró un período total de 

60 días. El medio de cultivo de explicado en la sección de multiplicación en el, fue mas 

prolongado que el de las vides, y los subcultivos se realizaron cada ..... 21 días se 

subcultivó, pasando a la etapa de elongación, y al medio de cultivo se le agregó 0,5 mg/1 

de GA3 y 30 gr/1 de sacarosa, al cabo de estas etapas se evaluó la estabilidad genética en 

plantas de arándano. De acuerdo a los 48 partidores analizados no se observó variación 

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 (0), en 

condiciones de cultivo in vitro convencional (CIV) y de plantas provenientes del Sistema 

de inmersión temporal (Sin . 

Foto 6. Estabilidad genética de Sultanina y Cabemet Sauvignon después de finalizada la 
etapa multiplicación y elongación en el sistema de inmersión temporal. 

C. CONCLUSIONES 

Mediante RAPOs se logró diferenciar entre las variedades de papa y vid, en el caso de 

arándano, se determinó la existencia de un genotipo no deseado . 

-La establlldad genética de fas tres especies micropropagadas a través del SIT no se vió 

afectada, vale decir, la identidad genética no se alteró con este sistema de propagación 

propuesto . 

Ambos aspectos tienen una gran relevancia en un proceso de certificación del genotipo y 

a su vez un control de calidad del proceso de producción de plantas . 
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EVALUACIÓN ECONÓMICA: COMPORACIÓN ENTRE MICROPROPAGACIÓN 
CONVENCIONAL Y EL SISTEMA DE INMERSIÓN TEMPORAL (SIT) 

l. INTRODUCCIÓN 

1.1. Sistema de Producción . 

Sobre la base del esquema de propagación para cada una de las especies del proyecto; 

vid, arándano y papas, se evaluó en forma forma económica el proceso de inmersión 

temporal (SIT) y se comparó con el sistema convencional de micropropagación . 

El estudio económico sólo considera el proceso productivo en la etapa de laboratorio, se 

descarta el trabajo de obtención de material genético y la etapa de vivero, ya que son 

etapas que no son afectadas por la tecnología desarrollada por el proyecto . 

Materiales y métodos . 

Para evaluar en forma económica el sistema productivo, se diseñó una ficha técnica­

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

ltem Valor Unitario Cantidad 
Personal 

Equipos 

Materiales 

lnsumos 

Servicios Generales 

Administración 

Total Laboratorio 

La inton:nación que se recolecta,_segúnJcigura 1, se complentaba con: 
./' Tiempo de Trabajo . 

./' Tasa de Multiplicación . 

./' Cantidad de material ingresado a propagación . 

./' Plantas o tubérculos producidos . 

./' Pérdidas . 

Total 
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Los items se valoraban por unidad requerida para el esquema de producción de acuerdo 

a la experiencia del trabajo en el laboratorio, vale decir se cuantificaban las unidades 

requeridas de cada insumo por cantidad de material a micropropagar, ya sea el caso de 

micropriopagación in-vitro como el sistema SIT . 

Para el caso del SIT, como el proyecto es pionero en la tecnología, no se contaba con 

información de duración o depreciación de material o inversión requerida, se utilizó tasa 

estándar y común para las diversas especies . 

Los supuestos utilizados para las inversiones y material fungible del sistema de inmersión 

temporal son: 

Depreciación de inversión : 5 años . 

Duración de material fungible como mangueras y matraces 

El estudio económico se realizó para: 

./ Plantas de Vides: 

• Convencional in-vitro . 

• SIT 2 subcultivos . 

• SIT 3 subcu~ivos . 

./ Microtubérculos de Papas: 

• Convencional in-vitro . 

• SIT con 3 mg de BAP . 

• SIT con 5 mg de BAP . 

./ Plantas de Arándanos: 

• Convencional in-vitro . 

• SIT. 

Resultados 

El detalle del estudio económico para cada especie es: 

: 3 años . 
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Plantas de vides 

ltem 1 Vid in-vitro Vid SIT 2 subcultivo Vid SIT 3 subcultivo 
Valor($) Unitario Porcentaje Valor($) Unitario Porcentaje Valor($) Unitario Porcentaje 

Personal 129.605 48 472% 43.898 49 300% 52.260 19 26,5% 
Equipos 8.416 3 3,1% 23.287 26 15,9% 25.271 9 12,8% 
Materiales 4.041 1 1,5% 9.904 11 6,8% 11.039 4 5,6% 
Insumes 88.549 33 32,2% 28.224 31 193% 65.209 24 33,1% 
Servicios Generales 31.020 11 11,3% 34.020 38 233% 34.020 13 17,3% 
Administración 13.082 5 4,8% 6.967 8 48% 9.390 3 4,8% 
Total 274.712 102 100,0% 146.300 163 100,0% 197.188 73 100,0% 
Producción 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($) Unitario Porcentaje 

Personal 129.605 150 56,4% 41.808 108 351% 43.898 88 35,8% 
Equipos 8.416 10 3,7% 26.191 68 220% 26.191 52 21,3% 
Materiales 4.041 5 1,8% 11.039 29 9,3% 11.039 22 9,0% 
In sumos 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% 
Administración 10.948 13 4,8% 5.675 15 48% 5.847 12 4,8% 
Total 229.913 266 100,0% 119.178 309 100,0% 122.778 246 100,0% 
Producción 
m. tubérculos 864 386 500 
Valor Unitario ($) 266 309 246 
Material Inicial 18 brotes 18 brotes 18 brotes 
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Plantas de Arándanos 

' 

ltem Arándanos in-vitro Arándanos SIT 

Valor($) Unitario Porcentaje Valor($) Unitario Porcentaje 
Personal 71.000 30 37,8% 53,000 13 25,7% 
Equipos 7,916 3 4,2% 21,071 5 10,2% 
Materiales 2,841 1 1,5% 11,010 3 5,3% 
Insumas 73,055 30 38,9% 77,255 19 37,5% 
Servicios Generales 1 24,020 10 12,8% 34,020 9 16,5% 
Administración 1 8,942 4 4,8% 9,818 2 4,8% 
Total 187,774 78 100,0% 206,174 52 100,0% 
Producción plantas ' 2.400 4.000 
Valor Unitario ($) 78 52 
Material Inicial ' 800 800 
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En anexo 3, se adjunta detalle de cálculo de costo . 

Conclusiones 

Los resultados obtenidos para el costo unitario de producción, permitieron realizar una 

comparación entre el sistema convencional de micropropagación y las alternativas para el 

sistema de inmersión temporal, en base a los porcentajes de variación de los costos por 

ítem. Además, se obtiene la diferencia respecto a la mejor alternativa del sistema SIT. 

A continuación se presenta el análisis para cada especie . 

Plantas de vides 

ltem Producción in-vitro Producción SIT Producción SIT 3 subcultivos 

convencional 2 subcultivos 2700 plantas 

2700 plantas 900 plantas Unitario Relación 

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% 
lnsumos 32,2% 19,3% 33,1% 73,6% 

Servicios Generales 11,3% 23,3% 17,3% 109,7% 

Administración 4,8% 4,8% 4,8% 71,8% 

1 Var. Valor Unitario 100,0% 159,8% 71,8% 

Microtubérculos de papas 

ltem Producción in-vitro Producción SIT Producción SIT 5 mg BAP 
convencional 3 mg BAP 500 microtubérculos 

864 microtubérculos 386 microtubérculos Unitario Relación 

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% 

In sumos 23,0% 13,0% 13,7% 54,8% 

Servicios Generales 
. 

1"0,4% 
. 

16,0% 15,5% 136,8% 

Administración 4,8% 4,8% 4,8% 

1 Var. Valor Unitario 100,0% 116,0% 92,3% 
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Plantas de Arándanos 

ltem Producción in-vitro Producción SIT 

convencional 4.000 plantas 

2.400 plantas Unitario Relación 

Personal 37,8% 25,7% 44,8% 

Equipos 4,2% 10,2% 159,7% 

Materiales 1,5% 5,3% 232,5% 

Insumes 38,9% 37,5% 63,4% 

Servicios Generales 12,8% 16,5% 85,0% 

Administración 4,8% 4,8% 

1 Var. Valor Unitario 100,0% 65,9% 

Al respecto se puede concluir: 

" En el caso de vides y arándanos se producen importantes economfas en el costo de 

producción, principalmente en los items de personal e insumes . 

" Es importante avanzar en este estudio, ya que como se señaló no hay experiencia 

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

diferencias en el costo de producción . 

" El valor de las inversiones equivalen a la importación realizada por el proyecto, sin 

embargo actualmente es posible encontrar en el país alternativas más económicas . 

Por consiguiente se producirían economías si se valoraran con estos coslos . 
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1.2. Inmersión en Sistema de Inmersión Temporal 

En base al diseño de un módulo de Sistema de Inmersión Temporal con 20 unidades 

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

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

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

materiales nacionales . 

En la situación inicial del Proyecto se valoró el transporte, la internación, el diseño y 

montaje del Sistema (No se consideró el costo de los estantes que se requieren) . 

ltem Inversión Original (importado) Inversión (materiales nacionales) 
Cantidad Valor Total Cantidad Valor Total 

Unitario Unitario 
Compresor 1.5 HP 1 129.000 129.000 1 129.000 129.000 
Válvulas MAC 4 32.175 128.700 2 45.608 91.216 
Equipo fluorescente el 20 2.700 54.000 20 2.700 54.000 
tubos 
Reloj Horario 1 19.800 19.800 1 19.800 19.800 
Contactares 2 21.000 42.000 2 21.000 42.000 
Pro¡:¡ramadores 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 14.488 579.533 
Derivaciones 1 O 15 3.887 58.305 15 2.487 37.305 
Derivaciones 1 0-8 40 2.782 111.280 40 3.503 140.120 
Unión codo 1 O 6 2.561 15.366 6 3.000 18.000 
Válvula Flujo 2 7.508 15.015 2 7.477 14.954 
Racor Hl10 2 1.476 2.951 2 2.207 4.414 
Racor HE 10 5 2.451 12.253 5 1.331 6.655 
Válvula Compuerta 1 7.508 7.508 1 6.500 6.500 
Tapón GS 10 10 774 7.735 10 701 7.010 
Tapón GS 8 30 750 22.500 30 700 21.000 
Correas Plásticas 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 2.321 34.808 
Sub Total 2.473.673 1.970.906 

Internación 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 
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DIFUSIÓN Y TRANSFERENCIA DE TECNOLOGIA 

A. ACTIVIDADES TÉCNICO-ADMINISTRATIVAS 

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

b) Compra e instalación de los equipos de Inmersión Temporal y equipos de C02 en INIA 

Quilamapu y Hortifrut-Sone 

e) Coordinación de actividades con asesores nacionales e internacionales e 

investigadores participantes en el proyecto . 

d) Preparación de informes técnico-financieros 

e) Organización de dos seminarios 

B. REUNIONES DE TRABAJO 

a) Reuniones técnicas con el personal participante en el proyecto en INIA Quilamapu y 

Hortifrut-sone 

b) Reuniones de trabajo con el asesor internacional Dr. Dagoberto Casto y Dr. Ródulo 

Rodón . 

e) Reuniones técnicas con los Supervisores FIA del proyecto Sr. Tomas Garcia-Huidobro 

y Dr. Mauricio Cañoles en INIA Quilamapu y Hortifrut 

d) Reuniones técnicas y financieras con la Srta. Ximena Soledad Mura Alvarez, lng . 

Comercial, de la Contraloría General de la República, División de Auditoría 

Administrativa en INIA Quilamapu, dos oportunidades, y en el Centro Experimental La 

Pampa, INIA Remehue . 

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

C. PRESENTACIONES TÉCNICAS DEL PROYECTO O SUS RESULTADOS 

Avilés, R.; Becerra, V.; Paredes, M. 2005. Consideraciones económicas de la 

__ micropropagación_ de .microtubércu[os __ de J!apas_y _plantas de vides: sistema 

convencional y de inmersión temporal. 56' Congreso Agronómico de Chile, 6' 

Congreso Sociedad Chilena de Fruticultura, 2' Congreso Sociedad Chilena de 

Horticultura, Chillán, Chile . 
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Sistema de inmersion temporal en bioreactores (SIT) arandano y vid. Semana 

l'j_a_cional _9e _ _@. Cie.[lc@._y la_IeqloiQgía.:. Biotecnología ayer, hoy y mañana . 

Programa EXPLORA, CONICYT. Octubre, 2004. Santiago, Chile . 

Paredes, M.; Becerra, V. Castro, D.; Carrasco, 1.; Luengo, U.; Balocchi, C; Obando, M . 

2004. Sistema de inmersion temporal en bioreactores (SIT) papa y eucalipto . 

Semana Nacional de la Ciencia y la Tecnología. Biotecnología ayer, hoy y 

mañana. Programa EXPLORA, CONICYT. Octubre, 2004. Santiago, Chile . 

99 



• • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 

Paredes, M.; Becerra, V. Castro, D.; Carrasco, 1.; Luengo, U. 2004. Micropropagacion 

convencional. Semana Nacional de la Ciencia y la Tecnología. Bíotecnología ayer, 

hoy y mañana. Programa EXPLORA, CONICYT. Octubre, 2004. Santiago, Chile . 

Paredes, M., Becerra, V.; Castro, D.; Rojas, J., Carrasco, 1, Luengo, U. 2004. Efecto de la 

dosis de BAP y sacarosa en la microtuberización de papas en bioreactores. 55" 

Congreso Agronómico de Chile, 5" Congreso de la Sociedad Chilena de 

Fruticultura, 1" Congreso de la Sociedad de Horticultura. Octubre, 2004. Valdivia, 

Chile . 

Zuñiga, M., Paredes, M., Becerra, V., Castro, D. 2005. Mejoramiento de la tasa de 

multiplicación en arándano a través del sistema de inmersión temporal (SIT) en 
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D. ARTICULOS DIVULGATIVOS . 

Paredes, M. 2005. Inmersión Temporal en Birreactores: Nueva tecnología en 

micropropagación de plantas en Chile. Revista Tierra Adentro 62:48-49 . 

Reportaje. Revista América Economía. Junio 2005 

SEMINARIOS 

1er Seminario proyecto: 

Invitados: Dagoberto Castro, Arturo Lavín, Jose Santos Rojas, Gabriela Balze 

Investigadores del proyecto: Mario Paredes, Viviana Becerra, Rodrigo Avilés, Marcela 

Zuñiga. Asistencia 55 personas . 

Seminario Final del proyecto: 

Investigadores del proyecto: Mario Paredes, Viviana Becerra, Rodrigo Avilés, Marcela 

Zuñiga. Asistencia 45 personas . 
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F. PRESENTACIÓNES VARIAS 

a) Autoridades nacionales y regionales: Ministro de Agricultura, Sr. Jaime Campos; 

Intendente de la Región del BioBio, Sr. José Toha; Seremi de Agricultura, VIII Región, Sr . 

Andrés Castillo; SERPlAC, Sr. Zunico; Director Nacional del INIA, Sr. Francisco 

González, Director Regional y Sub Director Investigación Desarrollo, Coordinador del 

Departamento de Producción Vegetal deliNIA Quilamapu y otras autoridades regionales 

b) Profesionales, técnicos y alumnos que visitaron el laboratorio de biotecnologia INIA 

Quilamapu . 

G. REUNIONES DE REVISIÓN Y DISCUSIÓN DEL PROYECTO 

a) Asesor internacional 

b) Informes técnico financiero FIA 

e) Visitas Contraloría General de la República 

CONCLUSIONES GENERALES 

Los resultados obtenidos permitieron demostrar que: 

a) La Inmersión temporal es un sistema adecuado para multiplicar arándano, vid y papa 

b) Las plantas de arándano y vid son altamente susceptibles a la multiplicación en medio 

líquido, por lo cual es muy importante trabajar con frecuencia de inmersión mas largas y 

con tiempos de inmersión cortos 

e) Las plantas de papa no presentaron susceptibilidad a la multiplicación en medios 

·¡¡qúidós por lo que se pueden usar frecuencias mas cortas y tiempos mas prolongados 

que arándano y vid 

d) Todos los cultivos y variedades evaluadas presentaron un comportamiento diferencial 

por lo que la tecnología debe adaptarse a cada caso 
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e) La aplicación de C02 no modificó sustancialmente el sistema de multiplicación en el SIT 

f) Es posible realizar el proceso de tuberización en papa en el SIT, pero se producen 

tubérculos muy pequeños, por lo que se recomienda realizar un periodo de engorda en 

invernadero 

g) El proceso de multiplicación en el SIT no indujo cambios en los patrones genéticos, de 

acuerdo a los partidores de RAPO utilizados en los cultivos y variedades utilizadas 

h) Las principales ventajas económicas del SIT se presentaron en la reducción de costo 

en el uso de mano de obra e insumos. Desde el punto de vista técnico, se presentó una 

excelente tasa de multiplicación en arándano y una escasa pérdida de plantas durante el 

proceso de aclimatación . 

i) Las actividades de transferencia se realizaron a través de seminarios, charlas técnicas, 

presentaciones de trabajos a Congresos nacionales e internacionales y presentaciones en 

Ferias científicas y tecnológicas. Se adjunta listado de asistentes al Seminario final y 

presentaciones de los investigadores en Anexo . 

j) El desarrollo de este proyecto incentivó la presentación de nuevos proyectos y la 

aplicación de esta tecnologla a nuevos cultivos. La empresa Sone está evaluando la 

posibilidad de multiplicar arándanos, frambuesa, moras y algunas flores de bulbo. La 

empresa Bioforest S.A. y la Cooperativa de Mejoramiento genético Forestal, asociadas a 

INIA Quilamapu están evaluando la posibilidad de usar esta metodología para multiplicar 

las dos especies de eucalipto mas importantes en el país como son Eucaliptos globulus y 

E. nitens . 
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Anexo 1. Diagrama del sistema de inmersión temporal 

Prograrrador 

Explantes 

~re desde el 
COiipresor 

Diseño de Sistara de Inmersión Terrporal 

V. Becerra 
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Anexo 2. Formulaciones de los medios 

Anexo 2.1. Medio basal de arándano Word plant 

Compuesto mg/L 

NH4 N03 400 
Ca(N0)3 556 
KS04 990 
KHPO 170 
CaCL 96 
Mg S04 7 H20 370 
Fe SO 7 H O 27.8 
Na EDTA 37,3 
MnSO 16,9 
ZNSO 8,6 
HBO 6,2 
Na Mo02 H2 O 0,25 
CuSO 0,25 
Mio lnositol 100 
Solución Vitaminas MS 1 mi 
Tia mina 0,9 
2ip 

Azúcar 30 grs 
Agar 7 grs 

~p 

GffifJ 
H RTIFRUT 

Berrtes • todo el•undo 
Todos los dln 
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Anexo 2. 2. MEDIO BASAL PARA CULTIVO DE VID EN MEDIO LIQUIDO 
(Medio usado en micropropagación convencional) 

Compuesto químico 
NH4N03 
KN03 
CaCb2H20 
MgS04.1H20 
K2HP04 
FeS04. 7H20 
Na2EDTA 
Kl 
H3803 
MnS044H20 
ZnS04 7H20 
Na2Mo04 2H20 
CuS04 5H20 
CoCI2 6H20 

Tia mina 
Ac. Nicotinico 
Piridoxina 
Cisteina 
Biotina 
Pantotenato de Calcio 
Glutamina 
lnos~ol 

Sacarosa 
BAP 

(mg/L) 
400 
1000 
353 
200 
170 
27,8 
37,3 
0,83 
6,2 
22,3 
8,6 
0,25 
0,025 
0,025 

1 
1 
1 
1 
1 

0,01 
200 
100 

30% 
0,1 
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Anexo 2. 3. Medios de cultivo para micropropagación y microtuberización de papa . 

MEDIO 1 MEDIO 2 Medio MEDIO 3 Medio 
Basal para Basal para 

Micropropagación en Tuberización en 
SIT' SIT** 

Compuesto químico MS (1962) Medio Papa MS modif . 
(mgl"1

) MS modif . 
m L"1 

(mgL·'¡ 

NH.N03 1650 1650 1650 
KN03 1900 1900 1900 
CaCI22H20 440 440 440 
MgS04.7H20 370 370 370 
K2HP04 170 170 170 
Feso •. 7H2o 27,8 27,8 27,8 
Na2EDTA 37,3 37,3 37,3 
Kl 0,83 0,83 0,83 
H3B03 6,2 6,2 6,2 
MnS0.4H20 22,3 22,3 22,3 
znso. 7H2o 8,6 8,6 8,6 
Na2Moo. 2H20 0,25 0,25 0,25 
CuS04 5H20 0,025 0,025 0,025 
CoC!,6H20 0,025 0,025 0,025 
Glicina 2 12,5 12,5 
Tia mina O, 1 12,5 12,5 
Ac. Nicotínico 0,5 12,5 12,5 
Piridoxina 0,5 12,5 12,5 

lnositol 100 100 100 
Sacarosa 3% 3% o 
Ac. Giberélico o 0,5 o 
* Similar al usado para micropropagar papas en Remehue= Medio basal del ensayo en 
cultivo líquido. 
** Medio basal sin sacarosa y sin BAP solo para tuberización de papas 
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Anexo 3. Estudio económico 

Vides in-vitro 

ltem Valor Unitario 
Personal 
Profesional 6.779,7 
O_perario (horas) 1.412,4 

Equipos 
Equipos 8.416,0 

Materiales 
Varios 4,041.0 

lnsumos 
Brotes 25,0 
Desinfección 380,0 
Medio establecimiento 3.518,0 
Medio multiplicación 3.521,0 
Alcohol de quemar 200,0 
Bisturí 1.400,0 
Zapatos 266,0 
Máscaras 78,0 
Papel de aluminio 100,0 
Aclimatación 25,0 

Servicios Generales 
Varios 27.000.0 
Mantención 4.020,0 

Administración 

Total Laboratorio 

Cantidad Total 
129.604,5 

6,2 42.033,9 
62,0 87.570,6 

8.416,0 
1,0 8.416,0 

4,041.0 
1.0 4,041.0 

88.549,0 
100,0 2.500,0 

1,0 380,0 
1,0 3.518,0 
3,0 10.563,0 
2,0 400,0 
2,0 2.800,0 
2,0 532,0 
2,0 156,0 
2,0 200,0 

2.700,0 67.500,0 

31.020,0 
1.0 27.000,0 
1.0 4.020,0 

13.081,5 

274.712,0 
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Vides SIT 3 subcultivos 

ltem 
Personal 
Profesional 
C>perano (horas) 

Equipos 
Fungible 
Equipo mayor 
Accesorios neumáticos 
Accesorios eléctricos 

Materiales 
Filtros 
Frascos SIT 
Matraces 
Tapones de goma 
Mangueras 
Capilares 

Operación 
Brotes 
Medio multiplicación 
Establecimiento unidades 
Subcultivo 1 unidades 
Subcultivo 2 unidades 
Subcultivo 3 unidades 
Alcohol 
Bisturí 
Zapatos 
Máscaras 
Papel Aluminio 
Plástico 
Aclimatación 

Servicios Generales 
Vanos 
Mantención 

· Administración · . . 

Total Laboratorio 

Valor Unitario 

6.779,7 
1.412,4 

7.364,9 
8.509,7 
4.569,5 
4.826,7 

5.672,3 
4.583,3 
508,2 
203,0 
71,4 
0,5 

20,0 
1.970,0 
985,0 
985,0 
985,0 
985,0 
950,0 

1.400,0 
266,0 
78,0 

275,0 
330,0 
20,0 

30.000,0 
4.020,0 

Cantidad Total 
52.259,9 

2,5 16.949,2 
25,0 35.310,7 

25.270,8 
1 ,O 7.364,9 
1 ,O 8.509,7 
1,0 4.569,5 
1,0 4.826,7 

11.038,7 
1,0 5.672,3 
1,0 4.583,3 
1,0 508,2 
1,0 203,0 
1,0 71,4 
1,0 0,5 

65.209,0 
100,0 2.000,0 

1,0 1.970,0 
1 ,O 985,0 
1 ,O 985,0 
1 ,O 985,0 
1 ,O 985,0 
1 ,O 950,0 
1 ,O 1.400,0 
1,0 266,0 
1,0 78,0 
1,0 275,0 
1,0 330,0 

2.700,0 54.000,0 

34.020,0 
1 ,O 30.000,0 
1 ,O 4.020,0 

9.390 

197.188 
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Vides SIT 2 subcultivos 

ltem 
Personal 
Profesional 
Operario (horas) 

Inversiones mayores 
Fungible 
Equipo mayor 
Accesorios neumáticos 
Accesorios eléctricos 

Inversiones menores 
Filtros 
Frascos SIT 
Matraces 
Tapones de goma 
ManQueras 
Capilares 

Operación 
Brotes 
Medio multiplicación 
Establecimiento unidades 
Subcultivo 1 unidades 
Subcultivo 2 unidades 
Alcohol 
Bisturi 
Zapatos 
Máscaras 
Papel Aluminio 
Plástico 
Aclimatación 

Servicios Generales 
Varios 
Mantención 

Administración 

Total Laboratorio 

Valor Unitario Cantidad Total 
43.898,3 

6.779,7 2,1 14.237,3 
1.412,4 21,0 29.661,0 

23.286,5 
6.444,3 1,0 6.444,3 
7.446,0 1,0 7.446,0 
4.569,5 1,0 4.569,5 
4.826,7 1,0 4.826,7 

9.904,2 
4.537,9 1,0 4.537,9 
4.583,3 1,0 4.583,3 
508,2 1,0 508,2 
203,0 1,0 203,0 
71,4 1,0 71,4 
0,5 1,0 0,5 

28.224,0 
20,0 100,0 2.000,0 

1.970,0 1,0 1.970,0 
985,0 1,0 985,0 
985,0 1,0 985,0 
985,0 1,0 985,0 
950,0 1,0 950,0 

1.400,0 1,0 1.400,0 
266,0 1,0 266,0 
78,0 1,0 78,0 

275,0 1,0 275,0 
330,0 1,0 330,0 
20,0 900,0 18.000,0 

34.020,0 
30.000,0 1,0 30.000,0 
4.020,0 1,0 4.020,0 

6.967 

146.300 
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Papas in·vitro 

ltem 
Personal 
Profesional 
Operario (horas) 

Equipos 
Equipos 

Materiales 
Varios 

Operación 
Material 
Desinfección 
Medio establecimiento 
Medio multiplicación 
Alcohol de quemar 
Bisturí 
Zapatos 
Máscaras 
Papel de aluminio 
Aclimatación 

Servicios Generales 
Varios 
Mantención 

Administración 

Total Laboratorio 

Valor Unitario 

6.779,7 
1.412,4 

8.416,0 

4.041,0 

101,0 
380,0 

3.518,0 
3.521,0 
200,0 

1.400,0 
266,0 
78,0 
100,0 
40,0 

20.000,0 
4.020,0 

Cantidad Total 
129.604,5 

6,2 42.033,9 
62,0 87.570,6 

8.416,0 
1 ,O 8.416,0 

4.041,0 
1 ,O 4.041,0 

52.883,0 
18,0 1.818,0 
1 ,O 380,0 
1 ,O 3.518,0 
3,0 10.563,0 
1 ,O 200,0 
1,0 1.400,0 
1 ,O 266,0 
1 ,O 78,0 
1 ,O 100,0 

864,0 34.560,0 

24.020,0 
1,0 20.000,0 
1 ,O 4.020,0 

10.948 

229.913 
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Papa SIT 3 mg BAP 

ltem 
Personal 
Profesional 
Operario (horas) 

Inversiones mayores 
Fungible 
Eguipo mayor 
Accesorios neumáticos 
Accesorios eléctricos 

Inversiones menores 
Filtros 
Frascos SIT 
Matraces 
Tapones de goma 
Mangueras 
Capilares 

Operación 
Material 
Medio multiplicación 
Frascos pequeños 
Alcohol de quemar 
Bisturi 
Zapatos 
Máscaras 
Papel de aluminio 
Establecimiento 
Elongación 
Medio tuberización 
Aclimatación 

Servicios Generales 
Varios 
Mantención 

Administración 

Total Laboratorio 

Valor Unitario 

6.779,7 
1.412,4 

8.285,6 
8.509,7 
4.569,5 
4.826,7 

5.672,3 
4.583,3 
508,2 
203,0 
71,4 
0,5 

101,0 
3.521,0 

20,0 
200,0 

1.400,0 
266,0 
78,0 
100,0 
412,0 
436,0 

1.354,0 
10,0 

15.000,0 
4.020,0 

Cantidad Total 
41.807,9 

2,0 13.559,3 
20,0 28.248,6 

26.191,5 
1,0 8.285,6 
1,0 8.509,7 
1,0 4.569,5 
1,0 4.826,7 

11.038,7 
1,0 5.672,3 
1,0 4.583,3 
1,0 508,2 
1,0 203,0 
1 ,O 71,4 
1,0 0,5 

15.445,0 
18,0 1.818,0 
1,0 3.521,0 

100,0 2.000,0 
1,0 200,0 
1,0 1.400,0 
1,0 266,0 
1 ,O 78,0 
1,0 100,0 
1,0 412,0 
1,0 436,0 
1,0 1.354,0 

386,0 3.860,0 

19.020,0 
1,0 15.000,0 
1,0 4.020,0 

-· - -. - . 5.675,2 

119.178,2 
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Papa SIT 5 mg BAP 

ltem 
Personal 
Profesional 
Operario (horas) 

Inversiones mayores 
Fungible 
Equipo mayor 
Accesorios neumáticos 
Accesorios eléctricos 

Inversiones menores 
Filtros 
Frascos SIT 
Matraces 
Tapones de goma 
Mangueras 
Capilares 

Operación 
Material 
Medio multiplicación 
Frascos pequeños 
Alcohol de quemar 
Bisturí 
Zapatos 
Máscaras 
Papel de aluminio 
Establecimiento 
Elongación 
Medio tuberización 1 
Aclimatación 

Servicios Generales 
Varios 
Mantención 

Administración 

Total Laboratorio 

Valor Unitario 

6.779,7 
1.412,4 

8.285,6 
8.509,7 
4.569,5 
4.826,7 

5.672,3 
4.583,3 
508,2 
203,0 
71,4 
0,5 

101,0 
3.521,0 

20,0 
200,0 

1.400,0 
266,0 
78,0 
100,0 
412,0 
436,0 

1.552,0 
10,0 

15.000,0 
4.020,0 

- -. 

Cantidad Total 
43.898,3 

2,1 14.237,3 
21,0 29.661,0 

26.191,5 
1,0 8.285,6 
1,0 8.509,7 
1,0 4.569,5 
1,0 4.826,7 

11.038,7 
1,0 5.672,3 
1,0 4.583,3 
1,0 508,2 
1,0 203,0 
1,0 71,4 
1,0 0,5 

16.783,0 
18,0 1.818,0 
1,0 3.521,0 

100,0 2.000,0 
1,0 200,0 
1,0 1.400,0 
1,0 266,0 
1,0 78,0 
1,0 100,0 
1,0 412,0 
1,0 436,0 
1,0 1.552,0 

500,0 5.000,0 

19.020,0 
1,0 15.000,0 
1,0 4.020,0 

--- - . 5.846,6 

122.778,1 
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Arándanos in-vitro 

ltem 
Personal 
Jefe 
Laboratorio 
Jornales Flujo 
Jornales Prep. Medios 
Jornales Supervisión 

Equipos 
Equipos 

Materiales 
Varios 

lnsumos 
Medio 
Alcohol 
Cloro 
Jabón 
Papel 
Nova 
Servilletas 
Papel Aluminio 
Alusa Plast 
Bolsas de Basura 
Bolsas Plásticas 
Bolsas de Papel 
Hojas de bisturi 
Cinta adhesiva 
Tips 
Desinfectante 
Mascarilla 
Gorro 
Cubre calzado 
Aclimatación 

Servicios Generales 
Varios 
Mantención 

Administración 

Total laboratorio 

Valor Unitario 

7.000,0 
4.000,0 
1.000,0 
1.000,0 
1.000,0 

7.916,0 

2.841,0 

1.600,0 
295,0 
300,0 

1.610,0 
4,0 

500,0 
200,0 

1.500,0 
2.000,0 
150,0 
50,0 
100,0 
40,0 

700,0 
0,0 

1.174,0 
34,0 
26,0 
250,0 
25,0 

- .. 

20.000,0 
4.020,0 

Cantidad Total 
71.000,0 

1 ,O 7.000,0 
5,0 20.000,0 
20,0 20.000,0 
12,0 12.000,0 
12,0 12.000,0 

7.916,0 
1,0 7.916,0 

2.841,0 
1,0 2.841,0 

73.055,4 
5,0 8.000,0 
1,0 295,0 
1,0 300,0 
0,1 161,0 
8,0 32,0 
2,0 1.000,0 
2,0 400,0 
0,2 300,0 
0,2 400,0 
2,0 300,0 
4,0 200,0 
4,0 400,0 
8,0 320,0 
0,3 210,0 
0,0 0,0 
0,1 117,4 
2,0 68,0 
2,0 52,0 
2,0 500,0 

2.400,0 60.000,0 

- 24.020,0 
1,0 20.000,0 
1,0 4.020,0 

8.941,6 

187.774,0 
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Arándano SIT 

ltem 
Personal 
Jefe 
Laboratorio 
Jornales Flujo 
Jornales Prep. Medios 
Jornales Supervisión 

Inversiones mayores 
Equipos 
Accesorios neumáticos 
Accesorios eléctricos 

Inversiones menores 
Varios 

O_peración 
Medio 
Alcohol 
Cloro 
Jabón 
Papel 
Nova 
Servilletas 
Papel Aluminio 
Alusa Plast 
Bolsas de Basura 
Bolsas Plásticas 
Bolsas de Papel 
Hojas de bisturi 
Cinta adhesiva 
Tips 
Desinfectante 
Mascarilla 
Gorro 
Cubre calzado 
Aclimatación 

- - - - ·-- ----
Servicios Generales 
Varios 
Mantención 

Administración 

Total Laboratorio 

Valor Unitario 

7.000,0 
4.000,0 
1.000,0 
1.000,0 
1.000,0 

7.916,0 
9.247,8 
3.907,3 

11.010,0 

1.400,0 
295,0 
300,0 

1.610,0 
4,0 

500,0 
200,0 

1.500,0 
0,0 

150,0 
50,0 

100,0 
40,0 

700,0 
0,0 

1.174,0 
34,0 
26,0 

250,0 
15,0 

---- --- -

30.000,0 
4.020,0 

10% 

Cantidad Total 
53.000,0 

1,0 7.000,0 
4,0 16.000,0 
16,0 16.000,0 
8,0 8.000,0 
6,0 6.000,0 

21.071,1 
1,0 7.916,0 
1,0 9.247,8 
1,0 3.907,3 

11.010,0 
1,0 11.010,0 

77.255,4 
9,0 12.600,0 
1,0 295,0 
1,0 300,0 
0,1 161,0 
8,0 32,0 
2,0 1.000,0 
2,0 400,0 
0,2 300,0 
0,2 0,0 
2,0 300,0 
4,0 200,0 
4,0 400,0 
8,0 320,0 
0,3 210,0 
0,0 0,0 
0,1 117,4 
2,0 68,0 
2,0 52,0 
2,0 500,0 

4.000,0 60.000,0 
"--. --

34.020,0 
1,0 30.000,0 
1,0 4.020,0 

9.817,8 

206.174,4 
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MICROPROPAGACION DE PLANTAS DE VID 
. (Vitis vinífera L.) EN BIOREACTORES DE 

INMERSION TEMPORAL. 

DNIA 
QIJILAMAPU 

la factlbl!kl8d dol ~de la oécnlca de 
pata Mejorar la ellc:lencla de la 

a Caberner SauvJgnon en l.,s cuatro 
· c:lt '"met$i¡,n de 24 rtor.l$ 5e oblvvo 

~~~¡;~~~~~~~~~~~~~~~~~ Sin ernbargo, el mayor nUmero 
PsiPI '"• similar pora las euatro 
de 6 y f 2 horas. pre,entaron un 

cu.at tueron <tescartadot en estt ptWner 
~látO<penloiiC~llli:~ lrleiosyér "''a frecuencia de inmersión de 24 horas 

'"."'I'~I: ·IJDerlin•:la li:.érÍ~·.: Ingrid Carrasco. Carmen Rojo. 

·,;~~::;~~ c~t/:: :\~-~~ ~~; 

De los dos c::untv atC:$ tvatu&ljoe. Suitanrna ptestnté rn~e.yamentt e l me)Of comportamie11to tñ 
todas las varh11btts evaiuacJa~ (CuadfO 2). l a frecuc~ia dec In mersión de 1'9 hora~ produjo un 
mayor núme1o de brotes eon m3Yot rongttud, "~$0 seco, y un mayor 11:.Smcro de yemas. 
aunque la rctaclóre peso stco/pe:$o verde fut :slBlila~ en amba$ frecuencias (Cuadro ~l El 
meJor tiempo de lnmerslóll fue de 1 mln. si ~P. con$ideJan tocfas las variable& •~niua<tas 
(Cui'dro 2J. Sin embarg~ en tos tiempos de !ntnersiOn de 3 y 5 mln. l as plantas pre-sentaron 
una mert01 oxld3clón en tl tejido e" comparn16n eon t mlrt ... 

Ct.Jact'Q 2, E.t.tto d• 14 rr-utnt:il' d. iOfflltls.iÓO d• t8 y 2J hora~. con 1. l y S rr&n.. do liflmpo de 
bllnen.ión teb&'o •• l~tud da brotu (em). brOI~·~~~· (,.,.), Ptto s...:o (9'• y relac-';On J""O uc.GJ 
ftflt<:O ~ d~ culli"""e" M \lid. 

Troumiento lon9br(cm1 B'lhp (cm) P . n co(g) PS IPV Yomao(N') 
u r va• 

SuUa niru. 
Cabornet 

8.2. 
l .Tb 

1 5.0• 
~ 5.0. 
5 4 .9a 

z.o. 
l.J b 

2.1a 
1.5b 
1 .3b 

0 .21a 
0.09b 

o. t h 
O.tlb 
O. l~ab 

0.20• 
0 . 18a 

0.19• 
0 .20• 
0.18a 

12.1a 
7.8b 

1 0.2a 
9.7o 
1 O. te 

~. VO~UMEil DE MEDIO Y NUMERO :lE EXPlAIHES Eli El SISTEMA DE II'IME'RSION 
TE'Mf'ORAI., (SIT}. 

0\Jrante la ev aluac:l6rt de dil~rcnte'S volúm~nes de medio y número de exptantos set observó 
que los dos CuiUvar~~ dt vJd prHen1aron un comportamiento dlit~nte, siendo superior et 
de S1.1Uantno. El voJUmen de 250 ml tu• ngeramtntt ~&Jpcrior a lO$ otros volúmenes 
eval uados al lgual c¡ue~luatamlentodo 6 e•planres «F« o 3). 

1· . .ro ) . Vvh.,~ de tt'III!IIJto f~ 1•'ol.t 'i 1Wl:t\6f'l'J ttt Opi.V\$~ iG) C:OII ff~YOtlCI<l. V dett>pO ..,. 
lf~ l'"le(S,Of\ (h 1t hUI' M y) min •n .Jos culti""AIO"-~ ~c;f. 

CONSIDERACIONES FINALES 

LoS rei;ulutdos. pretlrnfnarea obtenidos hasta allora pumlren lndtcftr que, Ja m~jor 
! rccucm:la e:~ tnmQ>rsiOO p..'1m (a mulUptic acJó n do Yi(jt$ en SIT hH! tSc 18 horas con un 
tiempo de $nme~i0n de :S mln y que 1~ mejor combtn:.ctón de volumen deo med iOI númt-ro 
de expf.wnt " fu~ d e 2S.O rnt. y s t:ltptantes, 
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,oto 1. OfNM~C~~ pr....cecSas con t•tr•ftH•lCI• de il"'*".,;ón d• h" total conlo'f dt,.,.,....,. 
t lefi'IPO" 4t ~rt.tÓn 4 ;, l t S mtfiUfo-.,, •t' et ""'¡.,., Des.• .. 

2. FRECUENCIA DE IHMEil$10N EN El SISTEMA DE INMEilSIOH TEMPORAL (SITJ. 

De lat: dos varfedDc.1H utQtz:~dn, Oet:trée preserrt6 un COfY'Iportamienro ~upertor a 
51\epocsy. El análisis ae lat <IWerentes trecuenclu do IM\trSIOn con un tiempo at 
JntMn.Jón de 3 mln.., IndicÓ que ap.arentemcntc la~ hecuencla de 8 y 12 horas s,e,ian los 
me)Of .. tratamlemos. si • • conoltltla loo valores do plollleraclón (brot.,oxpoante) como 
<:alkiad de tos brotes, rep111'entado por ta rolaciOn peso t.e-colpcso fresco ,cuadro 2. foto 
2). S. estít: evatu.ando •n estos morMI'I~ las Olfetentn trtcuet'Cin con otros t iempos 
d• tnmerslón. 

Cu.o-o2. t1fl:fo del•&..ct.*lOa dlll, &y IZH.,on3 n-Wn, d.t'-mpode~•obr.le 
longft\d ~ r:woe., (crnJ. brar•t.JCpl"• (N•t, .,.so ••o 481) ~ • .. oQÓfl P"O uc:-01 tr.....co et1 dos 
\tawie&dnde,..,.,. 

3H 
11\ 

1Hl 

1 11,) -·<\ 

L~ud d• btot• S..otM~"• 
(cm) (M ' j 

IUb 

tl;>l1 

P..oMCO 

IDI'l 

O.H• 
O.tta 

0.14e 
0.12b 

t % ,.,, .. ... 

:J.IOa 
o.n. 

II.G?• 

Fato 2. L• fOCO t'l'f••1iflll t• rtr.-.ttnebs ~eouJCadM 1>01' •• cu ttNN" ~e. cnn tos UOft'\Jl08 de 
-~di erw.s .~ ... ,., doc• hotM v conunrie•J.-o 4t. i~•·nQOn dli :\ nWlUlluJ~. 

3. VOI.UMI:N DE MEDIO V NOMEilO DE EXPLANTES EN EL SISTEMA DE INMERS10N 
TEI>IPORAI. (Sin. 

Durante la evafuaclón de dJfertntes votúrnenes de medio y número de explante-s •• 
ot.urvó que 7~ mi de med'o de eulttvo liquido con 12 explante~ (Folo 3) fue el 
lrD1amJen1o que prnentó un Otten ntvel dt proUforación y óte3rroUo de las ph1t1Ut. 

12UP 

f:otq 3. l•lotofftJ<e'!lte 1M dfef«'Ct.'S ,,.., • • 'f;)l.!aot <on <".ite•rw..s ~h.rnenoos de modioynlwr•o eN 
e>~:WP•a. ~ tiK!U'enct.y fWm90 ~ I•WTWf111énd• st4, ) n•n P41"• -' a.dtlonn Cl-t~tM. 

CONSIDERACIONES FINALES 

Lot resultade>5 ptt-JimiNfe~ obtenido~ ttas.ta ahota Pt"""l1en ;ndJe:u que el mt"jOf tiempo 
de inmers~n fue CS• $ min., con una tre-cuencta c~a 8 h ora•. un votum~n De mt<l!o de 
760 '"l y12 cuprantH. 
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< .Lá mlc<OpropaiJ~~Ión ' es.; ~-~:..s.!S""!'"'''~adO'-~"- la propag~lón ma~lvo ce plan:u. Esta 
; fecnoJÓgfa-.. i:a.:aC:tertz.a.por.su ~o r~"'""!,.frt~,en mano de obr. y esca~a mecanización, 
· :'10 q~ e~~· eJ YaiO!..~~~!~·p:a~ ~~ reduc:iéftdos~ su uso so1o a aqutUi\s 
.: ·-leaylovatled\¡deo quou..,..n un_allo •ai<Woconomico. 
:·· • .. , • t • • ,t • , ,., 

... · .. _ .... :. ·~ ~ ·.: 

• 

RESULTADOS 

La sacaros.~ e$ un componente necesario para e: proce,o 13e t'l\lJIHplic:ación y 
rnlcrotublrtu.ción. E~ ~si como. fa coneentl"3c1Ón dt !t-3c:arosa en eJ rneclo ba <Sal de 
multiplicación de brotts fluc:&úa tntrt un 2 a un 3% de sacarosa, ro~ c:ual debe Hr 

aum•n1tKI3 csurante f ;¡ etapa de+ 11 mlerotui>Hiuc!ón. 

Los rt\ultados obtenidos fnctJcan que e l pore:-e ntaje mlnimo para Inducir l<1 
mierotubl!rtadón: ~de un h. •itndo ta concent,aclón óptima em.re un a y 10'Á . Con 
es1cs potcentales M: ptoduee e l tn-3y0l número y .:atibre de tos microt:u~rcutos, 
observindost ramblén un tfe"'o dt fa v-aried~ (Cuadro 1). OOS.ii r.unores d• sacaros.a 
afKtafon la ¡:woduectón dt m•crOiubérculos. 

Ct.mdro 1. eec1o dt dKC'rent~ eoncemraclone' de '!l.¡carosa en La p~oducctO~ y 
calibre de mlcrotubircu~. 

---·- --·---- - - - -- ·- --~.IOC.ubé~!o~ ---· - --- ---·-
V~ Tot31 P. Fresco Calibi'IP L..argo 

Doolo -•....,C!IIlr CN') (gl (mmJ (mn:) 
s;;tp;;¡¡y- --- - --·- - ·· ---·· ·-------- -- -- - - -·- - -·-

80 13 b 0.1 4 8 
10 

100 
'O;srré& - .. · --- .. _ 

80 
10 

19 • 

~ . 
0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

" • 7 
...... ----· -~ ~ ------· ·--

9 

100 33 o 0.1 " 6 
• 'Oos,;-¡;¡¡y.o¡¡;¡¡:·~-;¡;-.;;;;;-;;;;-ptOdu').tOññ;ierdubé<--;,¡;;;-----· . -

2. Efecto de la cioto.IS do BA.P en 13 mlc rocuberizadón 

Los rnultad~ obtc-ntdos Indicaron qt:t es ¡mportante Jnciult SAP ~" el medio de culll>~o 
liquJ~o para Inducir lo mlc1o1ul>erll:acl6n. L..a dosis d• 0,5 mg/L lnduc• una mayot 
producción y cc.Ubrc de mlcrotubérculos Ctl amba'$ variedades en compamción con rano 
lnctu~ló11 dt BAP. 

Cuadro 2. Efecto de d lferentH cof'IC•ntrac:lonos dt SAP ~n b prod\lcci Ót'l y 
callbte de nt~""uWreulot 
- --· ---- ------ --· ··-~.;,éu-,.;.--------·- ---- -

v311td--;a¡ ·--------,.;;¡.-,--P."'~-- ·e;;¡¡~----- ·¡-;,¡¡~·- ··· 
Ooslo <k BAP(mgll.r IN') (gl (mm) ¡mm) 
~ ------- -----------·------··------------·-·-

o.s 
) 

______ s_~-
Ocslm 

S9. 0. 1 4 7 

~ b 0.1 " 8 
....... 24_'?.., .. . ___ v_ ... ---- .. ....!. .... ____ 1 ____ _ 

41 • 

27 b 
0.1 

0.1 3 

- ------- -·-· - · · t'.b .• _ --º''---.. --. ~--- ·--- __ L __ _ 
'L.a dOsis do O mgll de !!AP no lrr:l .. o mlcrotuborlzac;lón 

CONCLUSIOH 

t..as ao~is r«ornencacl.u par. ra proc uc.;-lón de m~r01ubéreul cs va,la cntr~ un e Y un 
10% do 9acaro~a y O, S de OAP. 

r . -. ·--· - - --- - . - ... - -- - · ----· 
1 Financíamie~c?_:. r:_JA IB~~T.Ol·A~17}· ~~- ':J.O~Tl~~~T-··-~---' 
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008IERNO DEOll.E 

P . seco <gl PS/Pf¡ 

,..¡ .. ~.~ •• ¡ - :~.3a .. · 12.5a 
Sin co, . __ . 413.58 . · 2 .4b 0.18b 

CONSIOERAClONES FiNALES 

L'~ res ultado.. obtenldors .mostntion " " comportamiento difertnte a• IOf tre:s 
"cunlvor" ..wa)ailoa tn el SIT. . . 

·, _ · · . ~~!"':hl~¡ o:~~~~ ~rest't>t6~1 mejor ~•""rrollo 
... . ¡ · , .. U m•jortrt-euencla Y tfempo de lnmere-lón para O"Nertl en r l S" ft:e 24 y 3 mln coft 

:; .,. un;o apllcacl6~ .,._0,$ mgiL d~ IBA en· ti segundo cambio <le medio, y a los 42 dias d• 
·: - •n:elmlerm>: El volul!lenó& mealouiQizado lue de 250 ml eon 80 ••plante~ . 

·· "· . · 
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IHiRODUCCION : ~ t: ;,.;~~;;e..· . -., '"~· : . 

.. ·: . ; ' ~·~:>; . ; ,·· ~.: .;, ~- ... ... . · .... ~.. . 
La mJcfQPf'opág' ación de h reptedUCCión 3U xua<la que se bau en 11 

; ín"ÍÍIÍ/Uéaei6n cOiular; P<Qducldao - esce método debler.m 
· oeraené~n!e u~llorJIIIÍ! !L~ 

.irtfli•!ii"J:o ~~"''""'M no<lales tienen un a•o grado ce 

1~~~~~~~~~~i~~~~~~~ a vat,ack>ne~ tomaclonJies ylo 

·vl!rtaclon•• se po~rlan agrul>'lr en tre• 
loe ltjldoo cel uiONIS. En octgundo fugar, 

pOclien oer mutag~nlco•. dentro oe e ltoo 
bs variaciones gentticaa d•fOC~4tdu. En 

altos ta•u de mu•lplfcaclón, cam~ 

.:r-.~~···.: 

le 
... 

·- - . ~ol 

! 
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RESULTADOS 

Vid 
Par-a fas vlet.s mic:rop;,¡.a<Jas en et SJT, tt periodo Invo lucró un Jle'riodo t otal d e 40 días. El 
medio dt cu~lvo Inicial contuvo 0,1 nt gJI de DAP y 30 griL de ucarou. en ti que •• 
rnanhavo IH ptantas por 21 di3&. PosterJorrHnte. lo. b rotos se c .,bc:urttvaron. en un mectlo 
de elong<~clón que eonrcnía o,~ mgiL c:o GAJ y 30 g riL de ucarou. A llnatl:t•r eSta etapa, 
s.e evaluó fa HfabUidad geMtlca en plant01s. de vf<t. D• nc.,tldo a los 48 p artidores 
analizados no :o¡.e obs-ervó variación genetl~a en nfngu.,a cte ra• dos vartedade$. Le Folo 1 
mutstra tdónt•cos patrones ctt banoas entre planu• dtt sun anina y COJbt:t net sauvlvnan 
recten lnttoáucidas <n cuntvo In vl rro eonvenclonal jtNCV) y aquellas produetdao mediante 
el Sl•tema de Inmersión Ttmporal. 

P:~pa 
Se evaluó la estabilidad genética en plan~ dt papa que utuwlcron en er SIT. no dias. 
Eola5 pbnt.os pa.><on por las .rapos de multlpllr:aclón, tfo~goclón y tu!M!rüacl6n. Ello 
ln•otucró <111110ios Clt medios y subcultlvot c~cla 21 diaa, camblot e1t hO<monat y 
eoncttdones amblenta~s de luz a oaeurldad, par11 ra Inducción de b tut:tetlzaclón. De 
acuerdo a lo observaao tn los 48 ~ldotu onalltados no .. pre .. nt6 varlaelón genétieD 
entre lO"i lncnvlduM anaUz:~. la Foto 2 mut-stra ldéontleos pouones de bandas pata rre-e 
de tos •• p:wtlaorco anallrad~ e n plutas <le Sh tP04y y 0~1..-. ort¡lotales 101 y oq•eltas 
derivadas h trat..,lentoS de t~:.Orlza~tón donde las doel'l de BAP lu<tOn 3 y~ m gil. 

Ar4ndanc> 
Pal'2 la variecbd O·Ne ll. tniCfop.agada en el SIT po, " n períOdo ae ID ellas. La etapa de 
m&~nlpHe.aclón fue mas Pf'Ok;)agad<J qut l a de fat v ides, y '09 J ubeulllvo' ~• realizaron 
cada 21 d fas. en la etapa ele elot~~~~clón, u te agregó al medio do cuniv o 0,$ mgA " " GA, 
y 30 grlf de sac;lfosa. Posterior a la ttap" <!O e1ong8<:IÓII so e•nluó la est~bllldad 
gtnttfea. Ot ac:utr"o a lo~ '' panf.do"'s a naflz.ado"S no s<t ottservó v~ri-KJón ge nótiea tn 
O'Netl La Foto 3 m~stra ldén11co. pauone-s de ba.ndas, para cua u ·o paftCdou:'1, entre 
ptamas muestreadas tn t i tiUttto (O), en condlclcntJ ese cultJYo In v1110 convenclon~l 
(CIV) y do plan13S P'o•enlont~ del s;,temaeltlnmerolón ternporat (SITJ. 

jTc¡:o ~J 

CONSIOERACIOI~ES 

Los aHeremes tratamientos, Uempos c. sutxunlvo~ y S.l 5tema ae m lcropragadón no 
ptoc:lujeron eamblo~ geneueot. en la$ pi amas. 

l OS RAPO SOt'l uf'la reenlca mo:~eut3r fnctlbJt cte- lm~ement3r e n 1;, cer1ific.aclón genéalea 
e:~ mi\telial mieropropagadg. 
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INTROWCCIÓN 
VN tecnología tendi'Ó i>Oto. cuando desde el punto de visto económico y 
productivo sea m<ÍS efic iente. la micropropogación es un sistemo adecuado 
pclrG m<l$lfíc:ar b producción de plantos en un cor-to periodo de tiempo (l:itto. 
1997: Metseoneare y St ondoert. 1993). Oe esto formo. es de imperioso 
necesidad evaluar nuevos metodologías que permitan una reducción e n los 
costos de producción paro masificar su uso y mejorar lo rentabilidad de fas 
empresas que se dedican o le produc:ción de plantos intr-oducir.nclo por primero 
vez al poís lo t¿cnica de inmersión temporal e:n bioreactores (Jiminez y Feri<l 
Si lva. 1998) . 

El ob jdivo del estudio fue e..alwr en formo econónlico un s istema de 
producción de plcntos de vicies y microtubérculos de J><lPOS. n1ícropropogadas 
por técnicos convencionales o de inmersión temporal uti lizando bioreactores. 

MATERIALES Y MÉTOOOS 

El proceso evaluado corresponde ol sistema desarrollado de micropropogoción 
de microtubércu!os de papos y plantos de vides en el lobor'<ltorio de 
8iotecnologíc del Centr a Regianol de I nvestigación Quilamopu. la eYQI\dción 
económica (Edwín. 1996) se dividió en los siguientes componentes: 
• I~ntificoción de los sistemas de micropropogcción. 
• I dentificación del esquema de prod.lcción . 
• Determinación de los costos ~ producción y su sensibilización. 
·Comparación de costos de producción en los sistemas de micropropagoción. 

SISTEMAS l>E ~OOVCOÓN 

PQI'(l lo implementación de un sistema productivo. e l Pr"oyecto ~arrolló un 
sistema de producción de plantos medÍ<Inte inmersión temporal utilizando 
bioreoctores. poro e llo se debe tener en cuenta 110rios objeti110s: o) Entregar a 
tiempo las CGntid<ldes acordadas y con lo celidod reqiXl'ida. b) VtiliZ41' en 
forma adecuada les ·copacidades instaladas. e) Utilizar en forma óptimo los 
recursos humanos. mater iales y f inancieros . 

EsQUEMAPRO~VO 

Se identif icaron bs etapas del esc¡uem4 de producción y sus respectivos 
parámetros. las etapcs son: Invernadero. establecimiento, proUferoción. 
e longación. multiplicación, ert'Gizomiento y oclimat()Ción. En formo esquemática 
el modelo se presenta en lo f igura l. CR: Coeficie nte de Rechazo y CM: 
Coeficiente de Producción. El volumen de producción (Sucre:z. 1998) se 
determino bajo lo siguiente fórmula: 

p 
MI 
CM 
CR 
Np 

: 1'1-oducción o obtener. 
: MaterÍ<II in Yitñ>que se dispone. 
: <Áeficiente de multiplicación. 
: Coeficiente de rechazo. 
: Números de subcultivos o reali:ror. 

COSTOS DE PRODUCCIÓN 

SENslBIUZAClÓN 

la detumit~Gción del costo unit ario de producción se comp!eró con una onólisis 
de sensibilidad en cuanto a: 
• Sistema de Inmersión Te mporal en plantos de vides: número de subeult ivos . 
• S istema de Tnmersi6n Temporal en microtubérculos de popas: dosis de 
concentración hormot10l BAP. 

RESVLTAOOS 

COSTO UNlT AlllO 

Sobre la base del esquetna definido y la información ~rodo en los etapas de 
micropropagoción, se determinó el costo unitario y lo comporoción de las 
oherNii\IQS de mic:ropropogoción mediante si~ conveiiCiono! y de 
illl!la'Sión temporal utiliz411do bioreoc:tores • 

A conti nuoción se presento bs a lternativos evaluadoS y sus comporación: 

.... -- -"" _611',_ - 2-- UIID-&100- "'- ""- -""""""' 41.2l' 30.K - 60.3'4 

6qulpoo ~,,. ti.W lz.ft .lOO A 
-Óitln t.R ..... 1.1% nlA - IU'A 11.~ U.t'll TJ.K -- tiA - IT.~ tot.N - 4.ft 4.ft .... 
-~ IDI.K UU'II 11.111 

- -- - ... _ ....... -- 3 ... - --..... w• ... .. ~ - -- MAl!. as,,, 3l.ft -~ 
l!cp.ipoa 1."' n.o!~ 213 UlA - 1.1'11 .. ~ t.lll. .72.0'11 - n.w tU!l 1U'II M.K -Con- IOAW. IU'II 11J'II tU.t'll .......... -. ..... uw. O% 
v-~rto tOe.ft UI.D'f, .U'II 

CONCLUSIONES 

·En el coso de plantos de vides se producen impor-tantes economías en e l costo de 
producción. principo!mente en los ítems de per$<lnal e insumas . 

· !'s el coso de producción de microrubérculos de popas las diferencias económicos 
no son relevantes . 

·Es impor-tante cvonzar en este estudio. yo que no existe experiencia poro 
<ontabilizor la duración de los equipos. por consiguiente puede haber diferencio$ 
en los costos de producción. 
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544. 
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A<O<km;c Publ;shul. '!he Nc:Thcrlonds . 
E<lw;n, G. 1996. Com ... "ciol lrlicropropog<>tion. Plont Pr"PCl9otion by fissuo Cul!~re Part Z • I n 
pradic~ 

• Poro que uno tecnología te~o é><ito deber ser ob ligadamente. desde el punto 

• 
de visto económico, mós eficiente (Suórez. 1998: Barnhill Janes y Sluis. 
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