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I RESUMEN EJECUTIVO

Durante el periodo comprendido entre Enero de 2002 y Febrero de 2006 se
ejecutd el Proyecto “Aplicaciones biotecnologicas en el mejoramiento genético
de especies de Rhodophiala chilenas”. La propuesta consistia realizar en la
Universidad Austral de Chile la induccion de poliploidia de 4 especies de
Rhodophiala: R. splendens, R. bagnoldii, R. montana y R. rhodolirion;
desarrolar protocolos de cultivo de tejidos para multiplicar estos genotipos
ademas de materiales diploides colectados desde su ambiente natural, luego
enviar estos materiales a la Universidad de Talca en donde en forma paralela
se desarrollarian métodos para el crecimiento rapido de bulbos y luego se
evaluarian las caracteristicas ornamentales de diploides y poliploides. El ultimo
afio se incorporé la especie R. ananuca en reemplazo de la especie R.
rhodolirion, ya que esta Ultima fue una especie muy dificil de trabajar, por su
baja floracién y baja sobrevivencia en cultivo.

Primero se determinaron los cariotipos de las 4 especies utilizando material de
colectas realizadas en el Norte Chico y la zona cordillerana de la Séptima
Regién. Se establecié un protocolo para la induccion de poliploidia, que fue
exitoso para dos especies, R. montana y R. splendens, y se evalu6 el grado de
poliploidia logrado a través del porcentaje de plantas poliploides obtenidas a
partir de muestras tratadas. El andlisis de recuento de cromosomas se
complementé con estudios del tamafio de estomas y estimaciones de la
cantidad de ADN relativa a través de citometria de imagenes. En etapa paralela
se desarrollaron ensayos de cultivo de tejidos con el fin de multiplicar
rapidamente los materiales diploides nativos y poliploides, ademas de
mantenerlos en un banco de germoplasma in vitro.
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El trabajo realizado en cultivo de tejidos, durante los cuatro afios de ejecucion
del proyecto fue realizado en base a la propuesta inicial, mediante la utilizacién
del sistema tradicional de multiplicacién como es el cultivo en medio sélido con
la adicion de reguladores de crecimiento comunmente utilizados, tales como las
citoquininas, BAP, Kinetina y 2 iP, en conjunto con la adicién de reguladores
auxinicos y modificaciones en la concentracion de sales o adicion de diferentes
concentraciones y tipos de carbohidratos al medio de cultivo. Sin embargo,
ninguno de estos factores logré mejorar el coeficiente de multiplicacién en las
cuatro especies de Rhodophiala in vitro, alcanzandose valores que fluctuaban
entre 1y 2.

Se debio recurrir a un sistema alternativo de cultivo en medio liquido, como lo
es el sistema estacionario con una base de algodén hidrofilo, el cual mejoré la
multiplicacion in vitro en R. splendens, con coeficientes de multiplicacion
cercanos a 3. Junto a esto se incorporaron nuevos reguladores de crecimiento
como lo son la meta-topolina y el paclobutrazol que han demostrado
incrementar tanto los coeficiente de multiplicacion como la calidad de los
microbulbillos, lograndose obtener valores que flucttan entre 4 y 6
microbulbillos/explante, y con tamafios de microbulbillo de hasta 1,0 cm de
diametro.

Parte importante de los materiales originados de la multiplicacion in vitro y de la
manipulacion genética fueron transferidos a la Universidad de Talca,
conservandose una fraccion en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos de la
Universidad Austral de Chile y en un Invernadero habilitado para el proyecto,
por lo cual se cuenta con un valioso material genético para su uso cientifico vy,
en el mediano plazo, comercial. Debido al largo periodo que estas especies
toman en florecer, a partir de materiales originados de semilla o microbulbillos
provenientes de explantes cultivados in vitro, ain no ha sido posible evaluar la
floracion de los genotipos producidos, los que se encuentran en observacion a
la espera de visualizar los resultados.

Se evaluaron métodos de crecimiento rapido de bulbos, se cultivaron y
evaluaron plantas poliploides, esperandose evaluar también su floracién,
ademas de obtener informacion morfoldgica, fenoldgica in situ y bajo cultivo y
de morfologia del bulbo para las especies.

El trabajo de cultivo realizado en diferentes condiciones ambientales, sumado
al trabajo en terreno y laboratorio, nos ha permitido obtener resultados
positivos, los cuales son un aporte al conocimiento de estas especies y
entregan algunas bases para un futuro manejo productivo de estas.

A enero de 2006, fecha de cierre de este informe y dado los avances del
proyecto se trabajaba en la extensién del mismo, con el fin de complementar y
consolidar las investigaciones realizadas

Los logros del proyecto han sido presentados en distintos congresos

nacionales e Internacionales, como son el Congreso Agrondmico de Chile (en
donde el Proyecto estuvo presente en las versiones 2003, 2004 y 2005), el XIV
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Congreso Cientifico del Instituto Nacional de Ciencias Agricola, San José Las
Lajas, La Habana, Cuba, en el Primer Simposio de Horticultura Ornamental,
organizado por los miembros del equipo técnico del proyecto en Valdivia, en el
Seminario organizado este afio por FIA y Redbio “El sector agricola y la
Biotecnologia: situacion actual y desafios" y una publicacion aceptada en la
revista International Plant Breeding.
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11 TEXTO PRINCIPAL, Actividades realizadas en la Universidad
Austral de Chile

1. Cumplimiento de los objetivos del Proyecto:

1.1 Descripcion de los objetivos en funcion de los resultados e impactos
obtenidos.

Se logré inducir poliploidia en Rhodophiala montana y R. splendens
confirmando la hipétesis de que es posible obtener individuos poliploides
viables en el Género Rhodophiala, abriéndose una ventana para el futuro
mejoramiento genético de estas especies.

Se ha contribuido a la conservacion de las especies mediante la multiplicacion
de diferentes genotipos y la mantencién de un nimero importante de plantas in
vitro garantizando la conservacion de una proporcion de la variabilidad genética
de ellas.

Objetivo N° 1 : Determinar cariotipos

Resultados: Determinacion de cariotipos de R. montana, R. splendens, R.
rhodolirion y R. bagnoldii. A través del estudio de microfotografias. No hay
discrepancias con resultados esperados.

Objetivo N° 2: Protocolo induccion de poliploides de Rhodophiala.

Protocolos desarrollados para R. splendens y R. montana. Obteniéndose cerca
de 30 individuos poliploides.

Objetivo N° 3: Clones de posibles poliploides de las 4 especies.

Se logré obtener individuos poliploides de R. splendens y de R. montana, pero
s6lo algunos de ellos mostraron una buena respuesta al cultivo in vitro. Esto
provoca discrepancias a lo esperado. Se esperaba obtener 15 clones de cada
especie.

Objetivo N° 4: Determinacion de cariotipo de los poliploides.

Se logro realizar recuentos cromosomicos de los poliploides obtenidos por lo
gue no existen discrepancias con los resultados esperados.

Objetivo N° 5: Desarrollar un eficiente sistema de multiplicacion de material in
vitro.

Se logro establecer plantulas in vitro de las cuatro especies de Rhodophiala,
pero con bajos coeficientes de multiplicacién, en desacuerdo a lo planteado.

Objetivo N° 6: Desarrollar protocolos de micropropagacion y multiplicar el
material in vitro.
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Se implemento un protocolo de multiplicacion in vitro, en medios liquidos
estacionario, a partir de microbulbillos, el cual se aplicé eficientemente a todas
las especies excepto a R. rhodolirion cuya tasa de multiplicacion es menor.

2.0 Aspectos metodoldgicos del proyecto:
2.1 Descripcion de la metodologia efectivamente utilizada:

Durante la ejecucion de este proyecto se aplicaron varias metodologias,
algunas de las cuales fueron modificadas en base a los ensayos que se
realizaron. Entre las metodologias utilizadas se encuentran:

2.1.1 Metodologia empleada en la observacion de cromosomas para estudio de
cariotipos y recuentos cromosomicos durante induccién de poliploidia.

2.1.2 Metodologia empleada en la induccion de poliploidia, en base a la
aplicacién de antimicoticos como la colchicina.

2.1.3 Metodologia empleada en la induccion de la germinacion tanto de
semillas in vivo como in vitro

2.1.4 Metodologia empleada en la multiplicacion in vitro

2.1.5 Métodos de crecimiento rapido de bulbos in vitro y aclimatizacion
Las que se explican en detalle en la seccion 2.4

2.2 Principales problemas metodoldgicos enfrentados

1. Bajo porcentaje de establecimiento a partir de escamas de bulbos, debido
principalmente a problemas de necrosis, y en menor grado de
contaminacion y fenolizacion de las escamas.

2. Poca capacidad germinativa de semillas de R. bagnoldii y R. rhodolirion,
tanto in vivo como in vitro, debido a contaminacién causada principalmente
por bacterias y hongos.

3. Baja respuesta en germinacion de semillas debido a lentitud vy
desuniformidad en la germinacion.

4. Bajos coeficientes de multiplicacién de las cuatro especies, principalmente
de R. bagnoldii y R. rhodolirion.

5. Escasa sobrevivencia de plantulas originadas de semillas tratadas con
colchicina.

6. Para confirmar en mejor grado la ploidia del material vegetal se utilizaron
herramientas alternativas a la observacion de cromosomas, tales como
determinacion del tamafio de los estomas y citometria de imagenes.
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2.3 Adaptaciones o modificaciones

1.- Bajo porcentaje de establecimiento de escamas in vitro.

El procedimiento para la desinfeccion del material vegetal, a partir de escamas
de bulbo y la obtencion de ellas no presenté modificaciones con respecto a la
propuesta original, de la misma forma como los ensayos propuestos con este
tipo de material, determinandose el efecto de diferentes tipos de explantes
(segmento apical, basal) y tamafio de las catafilas, utilizandose como medio de
cultivo el medio de Murashigue y Skoog (1962), adicionado con diferentes tipos
y reguladores de crecimiento y carbohidratos.

Sin embargo, debido a que el establecimiento del material no era el esperado
se debieron usar otros alternativas, tales como :

e Diferentes medios de cultivo basales: originalmente estaba propuesto
utilizar el Medio de cultivo MS tanto para el establecimiento como para la
multiplicacion de los bulbillos. Como una forma de ver la respuesta en otros
medios se realizaron ensayos con medios especialmente formulados para
plantas ornamentales, tales como el medio Knudson, Morel, White y
modificando la concentracion de macrosales del medio MS.

e Uso de antioxidantes, tales como, Polivinil pirrolidona (PVP), acido citrico y
acido ascoérbico, cisteina, carbon activado: estos compuestos se utilizaron
para prevenir la oxidacion de los explantes, debido a la gran cantidad de
fenoles que liberaban por causa de las heridas producidas en los cortes. Se
realizaron ensayos determinando el efecto del remojo de los explantes en
soluciones antioxidantes, y la incorporacion de agentes antioxidantes en
diferentes concentraciones en el medio de cultivo.

e Como no se tenia definido el tiempo de incubacién en la propuesta original
se realizaron ensayos para definir diferentes periodos de incubacién de los
explantes y tipos de frascos.

2.- Para problemas de germinacion:

Debido a problemas de contaminantes enddgenos de semillas de R. bagnoldii y
R.rhodolirion, se debié modificar el protocolo de germinacion de semillas in
vitro, incluyendo un paso mas en la etapa de desinfeccidn, posterior a la
desinfeccidon con hipoclorito de sodio y enjuagues con agua destilada, el cual
consiste en la inmersion de las semillas en una solucion de antibidticos
compuesto por 0,1 g de penicilina y 0,1 g de sulfato de estreptomicina. La
solucion de antibidticos se trabajo remojando las semillas durante diferentes
tiempos de inmersion (30, 60 y 90 minutos) para luego sembrarlas
directamente en el medio de cultivo MS con macrosales reducidas al 50%.

3.- Baja respuesta de germinacion de las cuatro especies

Debido a la escasa cantidad de material vegetal establecido in vitro a partir de
escamas de bulbos, se ingres6 una gran cantidad de semillas de las cuatro
especies, aplicandose en el caso de R. bagnoldii y R. rhodolirion, el protocolo
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de desinfeccion modificado con la inmersion de las semillas en solucion de
antibiéticos como etapa previa a la siembra. Sin embargo, como el problema
de lentitud y desuniformidad de la germinacion es una situacion propia de la
fisiologia de las semillas, se debieron hacer ingresos continuos de material
para poder contar con plantas de una edad similar y realizar ensayos de
multiplicacion in vitro. Ademas se ingresaron semillas de hibridos como una
forma de aumentar el banco de germoplasma de Rhodophiala, producto de
cruzamientos realizados por la Universidad de Talca.

4.- Bajos coeficientes de multiplicacion

Debido a que la tasa de multiplicacion en las cuatros especies, no supero 1 02
microbulbillos por planta madre, y que el mayor crecimiento de las plantas se
presentaba en la parte aérea o0 brotes, se debieron implementar otras
estrategias de multiplicacion, para estimular la produccion y crecimiento de los
microbulbillos, tales como:

e Se realizaron ensayos para determinar el efecto de un corte en cruz en la
base de los microbulbillos, en base a trabajos realizados por Olate y
Bridgen (2002), quienes sefialan que es posible lograr una eficiente
micropropagacion de Rhodophiala spp. mediante “scooring” con una incision
basal. Este factor debid estudiarse con la aplicacion de antioxidantes
incorporados al medio de cultivo, debido al dafio mecanico que se le
provocaba a los microbulbillos con la incision basal.

e Uso de frascos de cultivo de diferente capacidad, para determinar la
influencia del espacio interno y por ende la disponibilidad de oxigeno y
diéxido de carbono en su interior.

e Uso de volumenes diferentes de medio de cultivo en los frascos.

e Estudiar el efecto del reguladores de crecimiento alternativos, no
considerados en el proyecto, tales como el uso de citoquininas aromaticas y
retardantes de crecimiento como el Paclobutrazol (PBZ), las cuales han sido
aplicados exitosamente en varias especies de plantas para la engorda o
crecimiento de los microbulbillos potenciando la acumulacion de
carbohidratos. Entre las especies tratadas se encuentran algunas
monocotiledéneas tropicales, en las cuales se ha incorporado en forma
rutinaria para la fase de multiplicacion de brotes en sistemas de cultivo en
medio liquido por inmersion temporal. Se postula que su uso, promueve la
formacion de agregados compactos de brotes, con un desarrollo limitado del
crecimiento foliar (Lorenzo et.al. 1999; Daquinta et.al. 1999 a y b), o
aumenta la eficiencia de regeneracién de brotes adventicios (Chen et.al.
2005). Otra de las ventajas que se ha reportado es que previene la
mortalidad de las plantulas debido al stress producido en la fase de
aclimatizacion, especialmente de plantas cultivadas en medio liquido, ya
gue el uso del PBZ disminuye la longitud de los brotes, el espesor de la
lamina foliar, y la densidad de estomas, efectos que determinarian una
disminucién de la transpiracién y por ende del marchitamiento de las plantas
(Torres y Mogollon, 2002).

e Uso de medios de cultivo en diferentes estados; se compar6é la
multiplicacion y crecimiento de los microbulbillos sembrados en medios
sélido, liquido en agitacion constante, liquido estacionario con base de
algodon hidrofilo, liquido en inmersion temporal. Estos se realizé debido a
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las innumerables ventajas que se han descrito en el cultivo en medio
liqguido, considerandose una técnica ideal para la propagacion masiva de
plantas in vitro, porque reduce la manipulacién, aumenta los coeficientes de
multiplicacion y permite disminuir los costos operacionales. Sin embargo, su
principal desventaja es la hiperhidricidad de los tejidos, lo cual ha sido
descrito principalmente con el cultivo directo de los explantes en el medio
liquido y para evitar este desorden fisiologico, se ha desarrollado diferentes
procedimientos, como el empleo de puentes de papel de filtro, tapones de
celulosa, esponjas, canastas flotantes asi como el empleo de agentes
quimicos antivitrificantes, etc. (Debergh et.al.; Takayama y Misawa; Ziv;
Smith y Spoomer; Wataad et.al.; Hdider y Desjardins, citados por Daquinta
(2005). En base a estas publicaciones se logré desarrollar un protocolo para
la multiplicacién de microbulbillos in vitro en medio liquido pero con una
base de algoddén hidréfilo para apoyo de los microbulbillos, el cual al
suplementarse con citoquininas aromaticas, como la Meta-topolina y
retardantes del crecimiento como el Paclobutrazol lograron aumentar los
coeficientes de multiplicacién y engorda de los microbulbillos in vitro.

e Se realizaron los primeros ensayos en la técnica de embriogénesis
somatica, de tal forma que se logré desarrollar un medio de cultivo para la
induccion de callos embriogénicos, a partir de hojas de plantulas in vitro,
semillas y segmentos de escamas de bulbos. Esto se realizd con el objetivo
de encontrar otros métodos de regeneracion de plantas, descritos como
mas eficientes, con elevados coeficientes de multiplicacion, pero necesitan
de un mayor nivel de investigacion para poder continuar con las etapas que
involucra esta técnica.

5.- Para la engorda de bulbillos in vitro vy posterior aclimatizacion.

Se realizaron ensayos para determinar la relacion entre el peso y tamafio de
los microbulbillos in vitro, con su comportamiento ex vitro, desde el punto de
vista del crecimiento o engorda de los bulbillos, formacion de brotes, raices,
peso de la planta completa, bajo diferentes condiciones de luminosidad o bajo
condiciones estandar de cultivo. Se trabajo con microbulbillos formados en
medios de cultivo sdlidos, liquidos, con distintas concentraciones de sacarosa,
los cuales fueron divididos en categorias diferentes de acuerdo a su tamafio y
peso, para ser sembrados en bandejas con sustrato desinfectado.

Ademas se determiné el crecimiento de los bulbillos aclimatados en relacion a
la profundidad de siembra de los bulbillos y tamafio de estos.

6.- Para problemas de sobrevivencia de material tratado con antimicéticos

Se debieron realizar varios ensayos, con la finalidad de determinar las mejores
condiciones para la induccion y sobrevivencia de las plantas poliploides

e En el caso de Rhodophiala montana se realiz6 la induccién de poliploidia
mediante la germinacion de las semillas flotando en soluciones de
colchicina al 0,2 % y 0,05%. Esto con el propésito de superar el problema
de la obtencién de plantas quiméricas. Se estimd que un contacto de la
semilla con el antimit6tico justo en el momento de su germinacién podria
asegurar que la sustancia actuara sobre una mayor cantidad de células
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meristematicas en crecimiento activo. Es preciso sefialar que estos
antimitéticos solo actian en las células indiferenciadas. Se colocaron
grupos de semillas dentro de placas petri desechables. Se colocaron 30
semillas en concentracion 0,05 % y 30 en 0,2 %. Los registros se
germinacion y sobrevivencia se encuentran en el item “Resultados
parciales”.

e En el caso de de R. bagnoldii se realizaron en paralelo ensayos con
Trifluralina y Colchicina.

e En el caso de R. splendens se agreg6é otro ensayo de induccion de
poliploidia utilizando trifluralina, en semillas germinadas in vivo, mediante la
aplicacion de diferentes concentraciones y tiempos de inmersion; 10
micromolar por 24 horas y 100 micromolar por 24 horas, ademas del testigo
con agua destilada.

7.- Herramientas alternativas para determinacion de ploidia

e Medicion de tamafio de estomas: se determiné en una porcion de la
epidermis de la hoja, mediante observacion microscopica en 10 estomas por
plantas, para posteriormente realizar mediciones del largo del estoma, con
un programa computacional (IMAGE J).

e Medicion de cantidad de ADN relativa mediante citometria de imagenes: se
realiz6 la mediciébn aproximada de la cantidad relativa de ADN de 15
nucleos en interfase, obteniéndose microfotografias en 15 nucleos por
planta. La intensidad de la pigmentacibn de cada nucleo se analizd
utiizando el programa computacional UTHSCSA Image Tool. Las
fotografias fueron convertidas a escalas de grises y se seleccioné cada
nacleo, utilizandose el valor Integral de Densidad Optica como medida para

cada nucleo.

2.4 Descripcioén detallada de los protocolos y métodos utilizados.

2.1.1 Metodologia empleada en la observacion de cromosomas para estudio de
cariotipos v recuentos cromosémicos durante induccién de poliploidia.

Esta técnica se trabajo utilizando como material vegetal puntas de raiz
en crecimiento activo, principalmente de plantas originadas in vitro, debido a
gue su manejo es mas facil. Una vez obtenidas la raicillas, se cortd el trozo
terminal (unos 4 cm) para extraer el meristema radical, luego se procedié a la
observacion de los cromosomas segun la metodologia descrita por GRANT et.
al., (1984), la cual consiste en las siguientes etapas:

a) Colocar las puntas de raiz dentro de tubos Eppendorf, los cuales
permanecieron en contenedor con hielo y a una temperatura de 8° C, durante
24 horas.

b) Fijar el tejido sumergiéndolo en solucion Cloroformo: alcohol: &cido acético
4:3:1 durante 60 minutos.

¢) Inmersion del tejido en HCI 1N a 60 °C durante 8 minutos.

d) Inmersién del tejido en reactivo Shiff durante 30 minutos.
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e) Digestion con pectinasa Aspergillus niger 5% durante una hora

f) Corte del extremo distal del trozo de raiz

h) Montaje del tejido en porta objeto, previo remojo de éste en acido acético al
45%

i) Colocacién de una gota de orceina lactico propiénica 2% sobre el tejido,
cubrimiento con cubreobjeto.

j) Percusion reiterada de la preparacién con la punta de un bisturi, hasta
disgregar las células, examen de la preparacion al microscopio 6ptico y
finalmente un aplastado de las células (“Squash”). Esto ultimo se realizd
aplastando la preparacion envuelta en toalla absorbente con la palma de la
mano.

k) Examen de la preparacion al microscopio 6ptico 1000X, observacion de los
cromosomas, toma de microfotografias.

2.1.2 Metodologia empleada en la induccién de poliploidia, en base a la
aplicacion de antimicéticos como la colchicina.

La metodologia establecida para la induccion de poliploidia en microbulbillos
fue la siguiente:

1. Preparar una solucion madre de colchicina al 1%, bajo camara de
bioseguridad, tomando ademas las siguientes precauciones durante su
manipulacion: Uso de guantes, anteojos de proteccion, mascara para
vapores toxicos, delantal de laboratorio.

2. Preparacion de medio de cultivo MS con macrosales al 75% sin
reguladores de crecimiento, en estado liquido, adicionado con colchicina
al 0,05 % y dispensado en frascos de cultivo (20 ml por frasco).

3. Bajo condiciones asépticas obtener microbulbillos desarrollados in vitro,
preferentemente mayores de 3 mm de diametro.

4. Eliminar brotes, raices y escamas fenolizadas de los microbulbillos.

5. Colocar entre 10-15 microbulbillos en los frascos con el medio de cultivo.

6. Colocar los frascos con los microbulbillos en agitacion a 80 rpm en un
agitador orbital, durante 4-5 dias, en camara de incubacion.

7. Eliminar el medio de -cultivo con colchicina, en un contenedor

especialmente preparado para “reactivos toxicos”.

Realizar dos enjuagues de los microbulbillos con agua destilada.

Sembrar cada microbulbillo en frasco individual con medio de cultivo MS

sélido con macrosales al 75%, sin colchicina y adicionado con 0,1 mg/L

de &cido naftalen acético y 1,0 mg/L de una citoquinina (BAP o 2ip).

© o

2.1.3 Métodos para la evaluacion de plantas poliploides

Recuentos cromosémicos

Se emplearon puntas de raiz de una muestra de plantas obtenidas desde a), b)
y C); éstas fueron colocadas en forma individual, de tal forma que permitiera la
posterior identificacion de cada planta, en tubos PCR con agua destilada a
temperatura cercana a 4°C en refrigerador durante 24 horas. Posteriormente
fueron fijadas en solucion Carnoy (4 partes de cloroformo: 3 partes de etanol
95°: 1 parte de 4cido acético glacial). Las muestras fijadas fueron conservadas
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en etanol 70% en refrigerador. Para realizar la tincion de los cromosomas se
utilizé la técnica Feulgen realizandose una hidrélisis de la muestra mediante
inmersion en HCI 1N a temperatura de 60° durante 8 minutos. Luego las
muestras fueron sumergidas en el reactivo Shiff durante 20 minutos en
refrigerador. Posteriormente las muestras fueron colocadas en solucion
pectinasa 5% Aspergillus niger durante 1 hora en refrigerador. Para su montaje
se cortd el meristema radical y se coloco sobre portaobjeto con adicion de una
gota de orceina lactico propidnica 2%. Luego se cubrid la muestra con
cubreobjeto para finalmente realizar un aplastado de la preparacién (“Squash”)
de forma manual.

Las muestras se observaron al microscopico Optico realizandose recuentos en
aquellas células que mostraran cromosomas metafasicos dispersos. El nimero
de células en las cuales se realizo el recuento varié entre 3 y 10 células por
preparacion. Las plantas que mostraron solamente células con nimero 2n = 18
se clasificaron como diploides. Las plantas que mostraron células con
solamente con numeros cercanos a 2n = 36 se clasificaron como poliploides.
Las plantas que mostraron ambos tipos de células se clasificaron como
mixoploides.

Medicion de tamafio de estomas

De plantas originadas desde a), b) y c), a las cuales se les realiz6 recuentos
cromosOomicos en puntas de raiz, se les extrajo una porcion de la epidermis
desde la cara concava de la hoja. Esto se realizd extrayendo la hoja y
realizando un corte superficial con bisturi para luego desprender la epidermis
con una pinza. Este fragmento de la epidermis se colocd en portaobjeto con
agua destilada siendo cubierto con cubreobjeto. La observacion de los estomas
se realizd en microscopio oOptico trinocular Carl Zeiss Axiolab, fotografiandose
10 estomas por plantas con camara digital Sony DSC 75 adaptada, para
posterior medicion del largo del estoma (Figura 1) con programa computacional
IMAGE J, previamente calibrado con reglilla micromética que proporcion6 una
referencia de lectura para convertitr pixeles a micras.

Se obtuvo el promedio y la desviacion standard de los 10 estomas medidos por
planta.

Células
oclusivas

Direccion
de la

\*' medicion

Figura 1: Medicion de la longitud de los estomas
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Medicién de cantidad de ADN relativa mediante citometria de imagenes

De las preparaciones citoldgicas obtenidas desde puntas de raiz segun
metodologia ya descrita, se realiz6 la medicibn aproximada de la cantidad
relativa de ADN de 15 nulcleos en interfase. Para ello se obtuvieron
microfotografias desde camara digital Sony DSC 75 montada en microscopio
Carl Zeiss Axiolab desde 3 a 4 campos distintos de la preparacion
obteniéndose en total 15 ndcleos por planta. La intensidad de la pigmentacién
de cada nudcleo se analiz6 utilizando programa computacional UTHSCSA
Image Tool. Las fotografias fueron convertidas a escalas de grises y se
seleccioné cada nucleo, utilizandose el valor Integral de Densidad Optica como
medida para cada nucleo. Los valores obtenidos no poseen un valor por si
mismos pero si son utiles para comparar entre plantas. De esta forma se
obtuvieron datos de numero cromosomico (nivel de ploidia), tamafo de
estomas y cantidad de ADN relativa de ndcleos para cada planta.

Se realizaron estos procedimientos con el fin de verificar la eficacia de métodos
alternativos al recuento de cromosomas en la deteccion de autopoliploides
inducidos, debido a que el recuento de cromosomas consume demasiado
tiempo y es muy laborioso, es necesario probar la eficacia de técnicas mas
rapidas para examinar un mayor niumero de muestras y ademas obtener mas
informacion sobre el resultado de los tratamientos de colchicina.

2.1.4 Metodologia empleada en la induccion de la germinacion de semillas in
Vvivo como in vitro

La germinacion de semillas de Rhodophiala se puede realizar tanto in vivo con
in vitro.

Germinacioén in vivo:

1. Lavar y desinfectar las semillas con agua corriente y detergente por 30
minutos, en agitacion.

2. Eliminar el agua con detergente y enjuagar varias veces con agua
corriente.

3. Sumergir en etanol 70% durante 5 segundos, luego una solucién de
Hipoclorito de sodio 1% durante 10 minutos, para finalmente realizar 3
lavados con agua destilada estéril.

4. Una vez desinfectadas, colocar las semillas en placas petri estériles, con
papel absorvente y colocarlas en camara de germinacion Jacobsen en
condiciones ambientales de 20°C y 14 horas de luz.

5. En el caso de R. rhodolirion se aplico un tratamiento de frio: se colocan
las semillas en placa petri con agua durante 4 semanas, en camara de
frio, a una temperatura entre 4°C — 8°C), para posteriormente colocarlas
a germinar en cdmara de germinacion.

Informe Técnico Final



Proyecto FIA cédigo Biot 01-A-071
“Aplicaciones biotecnolégicas en el mejoramiento genético de cuatro especies de
Rhodophiala chilenas”

Germinacién in vitro:

1. Lavary desinfectar las semillas con agua corriente mas detergente.

2. Eliminar agua con detergente y enjuagar varias veces.

3. Colocar semillas en una solucién fungicida:bactericida en agitacion
durante 30 minutos, para luego eliminar el desinfectante y realizar
enjuagues con agua destilada.

4. Bajo condiciones asépticas, desinfectar con etanol 70% durante 5
segundos, luego una solucién de Hipoclorito de sodio 1% durante 10
minutos, para finalmente realizar 3 lavados con agua destilada estéril.

5. Sembrar las semillas en frascos con 10 ml de medio de cultivo MS con
sus macrosales al 50%.

6. Incubar las semillas en camara de incubacion a 23°C, 16 horas luz y 50
pmol/m?st

2.1.5 Metodologia empleada en la multiplicacion de plantas in vitro

La multiplicacion in vitro se realiz6 mediante el cultivo de los microbulbillos en
medio MS en estado liquido estacionario con base de algodén hidroéfilo para el
apoyo de los microbulbillos, de acuerdo al siguiente protocolo:

1. Bajo condiciones asépticas eliminar brotes, raices y escamas oxidadas
de los microbulbillos y realizarles un corte en la base.

2. Sembrar 3-4 microbulbillos en frasco de 12 x 6 cm de tamafo,
adicionado con medio liguido MS y una base interna de algodon
hidrofilo, suplementado con 2,2-6,6 umol/L de una citoquinina (meta-
topolina, 2ip- BAP).

3. Incubar en forma estacionaria en cdmara de incubacién a 23°C, 50
umol/m?s* durante 30 dias.

2.1.6 Métodos de crecimiento rapido de bulbos in vitro y aclimatizacién

Engorda de microbulbillos in vitro:

El incremento en el tamafio de los microbulbillos se ha logrado mediante la
aplicacion de retardantes de crecimiento en combinaciéon con citoquininas
aromaticas como la Meta-topolina, al medio liquido con una base de algodén
hidréfilo, con lo cual ademas se logré aumentar los coeficientes de
multiplicacion. Para ello se procede de la siguiente forma:

1. Obtener microbulbillos bajo condiciones asépticas, realizarles un corte
en la base.

2. Sembrarlo en medio de cultivo MS en estado liquido con una base
interna de algodon hidrofilo, adicionado con 2,2-6,6 pmol/L de meta-
topolina (MTP) y 0,85-1,7 umol/L de Paclobutrazol (PBZ).

3. Incubar en forma estacionaria en cadmara de incubacién a 23°C, 50
umol/m?s* durante 30 dias.
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Aclimatizacion:

Para realizar esta etapa los microbulbillos producidos in vitro, se trataron de la
siguiente forma:

1.
2.
3.

9.

Sacar los microbulbillos de los frascos de cultivo.
Eliminar restos de medio de cultivo mediante lavado con agua.

Desinfectar los microbulbillos con una solucién de hipoclorito de sodio al
0,1%.

Tener bandejas con sustrato (turba y arena) desinfectado mediante calor
himedo a 120°C, 1,5 psi durante 15 minutos, humedecido y con
agujeros preparados para colocar los microbulbillos.

Colocar los microbulbillos en cada agujero y cubrir bien con el sustrato.
Asperjar con fungicida para prevenir contaminacion por hongos.

Cubrir las bandejas con un plastico, para conservar una alta humedad
interna.

Incubar bandejas en cdmara con una temperatura promedio de 23°C y
una intensidad de flujo de fotones fotosinteticamente activos de 50
pmol/m?st *

Una vez transcurrida la primera semana descubrir las paulatinamente,.

10. Realizar una evaluacion final a los 30 dias de aclimatadas las plantulas,

para posteriormente ser trasladados a invernadero en donde se
mantienen para evaluaciones posteriores.

* La aclimatizacion de las plantas puede realizarse en camaras de crecimiento,
camara de aclimatizacion o directamente en invernadero.

2.1.7 Difusion de los resultados del proyecto.

Como parte de las actividades de difusion se realizaron numerosas
publicaciones, las que fueron presentadas en congresos nacionales e
internacionales, ademas de realizarse una actividad especialmente destinada
para difundir los resultados del proyecto y de otras actividades en horticultura
ornamental que se realizaron en el pais.
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3.0 Descripcion de las actividades y tareas ejecutadas

Descripcion de las actividades y tareas ejecutadas en la Universidad Austral de
Chile para la consecucion de los objetivos, comparacion con las programadas.
La carta GANTT indica las actividades correspondientes a la Universidad
Austral para consecucion de los objetivos 1,2,3,4,5,6 y 10. En negrita se indica
el periodo en que efectivamente se realizo la actividad

CARTA GANTT DEL PROYECTO MESES

ANO 2002
Obj | Act | Descripcion EIFIM|[A[M|J|J|A|S|O|N|D
1 |1 Obtencion de raicillas a partir de X|X|X

bulbos, obtencién de raicillas a partir
de semillas, adaptacion de protocolo
existente para estudios de cariotipo

Realizado X|X|X

1 2 Adaptacion de protocolo existente XX | X
para determinar cariotipo

Realizado X |X | X

1 |3 Aplicar protocolo adaptado — X|X
observacién de cromosomas —
fotografias de cariotipo

Realizado X |X|X

2 1 Determinar protocolo de induccion XXX [ X[X[X[X]|X]|X][|X X
de poliploidia: aplicacion de
colchicina sobre semillas secas

2 2 Determinar protocolo de induccién XXX [ X[X[X[X|X]|X][|X[X
de poliploidia: Germinacion de
semillas para posterior aplicacion de
colchicina

Realizado XX [ X|X[|X|X

2 |3 Determinar protocolo de induccién XXX XX [ X|X|X|X|X|X
de poliploidia: ingreso in vitro de
explantes de bulbo para posterior
aplicacion de colchicina

2 |4 Determinar protocolo de induccién XXX XX [ X|X|X|X|X|X
de poliploidia: ingreso de explantes
en medio que contenga colchicina

2 |5 Evaluar protocolo de induccién de XXX XX [ X|X|X|X|X|X
poliploidia: Aplicado a semillas
secas

2 |6 Evaluar protocolo de induccién de XXX XX [X|X]|X|X|X|X
poliploidia: Aplicado sobre semillas
germinadas

2 7 Evaluar protocolo de induccién de XX |X [ X|X[X[X[X|X
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poliploidia: aplicado a explantes
sumergidos en colchicina 'y
desarrollados posteriormente in vitro

Evaluar protocolo de induccién de
poliploidia: aplicado sobre explantes
desarrollados en medio de
conteniendo colchicina

ANO 2002

Aplicacion de tratamiento de
induccion de poliploidia en base a
colchicina sobre semillas secas,
semillas germinadas, explantes
sumergidos en solucién colchicina y
explantes desarrollados en medio
conteniendo colchicina

Determinacion de un sistema
eficiente de multiplicaciéon de
material in vitro: montar ensayo
diferente tamafio de explantes

Realizado

Determinacion de un sistema
eficiente de multiplicacién de
material in vitro: montar ensayo del
efecto de la posicion del explante

Realizado

Determinacion de un sistema
eficiente de multiplicacion de
material in vitro: montar ensayo de
utilizacién de fuente de
carbohidratos

Determinacion de un ensayo
eficiente de multiplicacién de
material in vitro: montar ensayo de
composicion del medio de cultivo

Realizado

Determinacion de un sistema
eficiente de multiplicacién de
material in vitro: montar ensayo del
efecto de concentraciones
evaluadas de auxina y citoquinina en
combinacién sobre explantes

Realizado

Evaluar resultados de multiplicacion
in vitro de ensayo de diferente
tamafo de explante

Realizado

Evaluar resultados de multiplicaciéon
in vitro de ensayo de la posicién del
explante

Realizado

Evaluar resultados de multiplicacion
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in vitro de ensayo de utilizacion de
fuente de carbohidratos

Realizado

Evaluar resultados de multiplicacion
in vitro ensayo de composicion de
medio de cultivo

Realizado

10

Evaluar resultados de multiplicaciéon
in vitro ensayo del efecto de
concentraciones evaluadas de
auxina y citoquinina en combinacion

Realizado

Desarrollar protocolos de
micropropagacion en base a
ensayos de multiplicacion in vitro
realizadas

Multiplicar material de diferentes
especies de Rhodophiala e ingreso
in vitro para posterior induccion de
poliploidia
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CARTA GANTT DEL PROYECTO
ANO 2003

MESES

Oobj.

Act.

Descripcion

AM{J|J|A|S|O|N|D

Aplicacion de tratamiento de induccion
de poliploidia en base a colchicina
sobre semillas secas, semillas
germinadas, explantes sumergidos en
solucion colchicina y explantes
desarrollados en medio conteniendo
colchicina

XX X[ X|X|X|X|X]|X

Realizado

Evaluacion del grado de poliploidia
logrado. Aplicacion de protocolo
modificado para determinar cariotipo

Realizado

Multiplicar material de diferentes
especies de Rhodophiala e ingreso in
vitro para posterior induccion de
poliploidia

Realizado

Actividades no programadas en la
propuesta original

Ensayo tipo de explante, utilizacién de
carbohidratos, composicion medio
cultivo, balance auxina citoquinina

Exprimentos de induccion de brotacion
multiple, embriogénesis somética
directa e indirecta, bulbificacion y
prevencién de la oxidacion

Ensayos complementarios de
composicion de medios y condiciones
de incubacién
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CARTA GANTT DEL PROYECTO
ANO 2004

Obj.

Act.

Descripcion

Aplicacion de tratamiento de induccion
de poliploidia en base a colchicina sobre
semillas secas, semillas germinadas,
explantes sumergidos en solucion
colchicina y explantes desarrollados en
medio conteniendo colchicina

Realizado

Evaluacion del grado de poliploidia
logrado. Aplicaciéon de protocolo
modificado para determinar cariotipo

Realizado

Multiplicar material de diferentes
especies de Rhodophiala e ingreso in
vitro para posterior induccion de
poliploidia

Realizado

Actividades no programadas en la
propuesta original

Ensayos complementarios de
composicion de medios y condiciones
de incubacion

Ensayo de engorde de microbulbillos
con distintos niveles de sacarosa

Organogénesis indirecta en R.
splendens

Ingreso de semillas in vitro de R.
splendens, R. bagnoldii, R. rhodolirion y
R. montana

Caracterizacion citologica de plantas
sometidas a induccion de poliploidia a
través de parametros adicionales:
tamafio de estomas y citometria de
imagenes

Ensayos de desinfeccion para el
establecimiento in vitro de R. laeta y R.
bagnoldii

Ensayos para la multiplicacion y
engorda de bulbillos in vitro de R.
bagnoldii y aclimatizacion

Ensayos de influencia del estado del
medio de cultivo en relacion a diferentes
tipos y concentraciones de citocininas
sobre la multiplicacién de microbulbillos
de R. splendens y R. montana in vitro

Determinacion de la eficiencia de la
cisteina en la prevencion de la oxidacion

Ensayo efecto de un inhibidor de la
sintesis de giberelinas sobre la
microbulbificacién in vitro

Informe Técnico Final




Proyecto FIA cédigo Biot 01-A-071

“Aplicaciones biotecnolégicas en el mejoramiento genético de cuatro especies de

Rhodophiala chilenas”

Carta GANTT DEL PROYECTO
ANO 2005

MESES

Ob

Act

Descripcion

M

J

J

A

Aplicacién de tratamiento de induccion de
poliploidia en base a colchicina sobre
semillas secas, semillas germinadas,
explantes sumergidos en solucion
colchicina y explantes desarrollados en
medio conteniendo colchicina

X

X

X

Evaluacion del grado de poliploidia
logrado. Aplicacion de protocolo
modificado para determinar cariotipo

Realizado

x

Multiplicar material de diferentes
especies de Rhodophiala e ingreso in
vitro para posterior induccion de
poliploidia

Establecimiento de banco de
germoplasma de Rhodophiala

Realizado

10

Publicacién en revista divulgativa

10

Publicacién en revista especializada

XX
XX
XX

X | X
XX

XX
XX

X | X
XX

XX

X | X

Realizado

X[X|X| X

Actividades no programadas en la
propuesta original

Caracterizacion citoldgica de plantas
sometidas a induccion de poliploidia a
través de parametros adicionales:
tamafio de estomas y citometria de
imagenes

Ensayos de desinfeccion para el
establecimiento in vitro de R. laeta y R.
bagnoldii

Ensayos para la multiplicacion y engorda
de bulbillos in vitro de R. bagnoldii y
aclimatizacion

Ensayos de influencia del estado del
medio de cultivo en relacién a diferentes
tipos y concentraciones de citocininas
sobre la multiplicacién de microbulbillos
de R. splendens y R. montana in vitro

Determinacion de la eficiencia de la
cisteina en la prevencion de la oxidacion

Ensayo efecto de un inhibidor de la
sintesis de giberelinas sobre la
microbulbificacion in vitro

Implementacion y puesta en marcha del
cultivo en medios liquidos mediante el
sistema de inmersién temporal SIT en
tres especies de Rhodophiala

Implementacion de un sistema alternativo
en medio liquido, en forma estacionaria
con un disco de algodon hidrofilo como
base

Incorporacion del regulador de
crecimiento metatopolina

Incorporacion del retardante de
crecimiento Paclobutrasol
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5 Comparacioén de diferentes sistemas de XX [X|X[X[X|X]|X
cultivo in vitro
5 Realizacion de ensayos de aclimatizacién XX [X|X X [X|X]|X

Razones que explican las discrepancias con el cronograma programado:

Durante el afio 2002, se realizaron los estudios de cariotipo segun lo
programado y se desarrollaron experimentos de induccion de poliploidia en
semillas. La induccién de poliploidia en explantes in vitro se postergo a espera
del desarrollo de un eficiente sistema de cultivo in vitro. Los resultados de los
primeros ensayos para este objetivo no fueron satisfactorios por lo que no se
contaba con suficiente material como para llevar a cabo los experimentos de
duplicacion cromosomica ni las condiciones de cultivo in vitro para llevar las
plantulas tratadas a buen término.

El afio 2003, gracias al desarrollo de actividades adicionales en cultivo de
tejidos, lo que permiti6 mejorar los protocolos y generar un suficiente nimero
de plantas, se realizaron experimentos de induccion de poliploidia in vitro,
continuandose con los experimentos in vivo. En lo relacionado con el desarrollo
de un eficiente sistema de multiplicacion de material in vitro, la incorporacién
masiva de semillas a germinar in vitro, los experimentos a través de
organogénesis indirecta y los multiples ensayos tendientes a definir las
condiciones de cultivo éptimas, permitian vislumbrar progresos en el desarrollo
de un sistema eficiente de cultivo in vitro pero adn no completamente
satisfactorias.

Otro aspecto importante a destacar fue el cambio de estrategia para el ingreso
de material in vitro. En un principio se pensé en incorporar escamas gemelas
disectadas desde bulbos colectados directamente de la naturaleza. Sin
embargo, la carga microbial que inevitablemente acompafia a los érganos
vegetales subterraneos, junto a la falta en ese momento de un protocolo de
multiplicacion in vitro afinado, producian una gran pérdida de plantas por
contaminacion y regeneracion no exitosa. Esto motivd a incorporar
masivamente semillas, las que luego de germinar in vitro, eran capaces de
bulbificar (debido a la adicibn de sacarosa al medio de cultivo). Este
microbulbillo era utilizado para los experimentos de multiplicacién. Cada uno de
estos microbulbillos era un genotipo distinto. Esto permitié contar con mayor
cantidad de material para el desarrollo de los experimentos

Durante los afios 2004 y 2005, se realizaron actividades adicionales para
aumentar la eficiencia del sistema de multiplicaciéon in vitro y actividades
originalmente no programadas para evaluar el grado de poliploidia logrado. Las
razones respondian, en el primer caso a la necesidad de aumentar la tasa de
multiplicacion in vitro, debido a que, si bien el establecimiento, cultivo in vitro y
aclimatizacion ex vitro se conseguian sin problemas en las especies de
Rhodophiala, la induccion de brotacién mdultiple a partir del microbulbillo era
escasa. Se constatd que la capacidad de multiplicacion era dependiente del
genotipo y que algunos individuos eran suceptibles de ser clonados
rapidamente, sin embargo, la mayoria de los genotipos mostraban una fuerte
dominancia apical regenerando solo un brote por planta. La utilizacion de
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medios liquidos y la aplicacion de nuevos reguladores de crecimiento
(metatopolina) permitieron aumentar las tasas de propagacion.

En el caso de induccién de poliploidia, se tuvo éxito en R. montana y R.
splendens. Especialmente en la primera mediante la aplicacion de colchicina in
vitro. Debido a que el recuento de cromosomas es una forma, aunque segura,
de comprobar la poliploidia, es muy laboriosa, demanda gran cantidad de
tiempo y estd supeditada a la existencia de raices en crecimiento activo que
presenten células en metafase que permitan visualizar preparaciones con
cromosomas dispersos. Esto Ultimo no siempre ocurre por lo que es necesario
monitorear las plantas pesquisando la formacion de raices jévenes. Ademas,
las plantas jovenes de Rhodophiala, producen solo 1 o 2 raices
profundizadoras, tomando varios meses la formacion de un sistema radicular
abundante. Esto provocé que la disponibilidad de tejido para los analisis fuera
escasa. En respuesta a esto, se realizaron analisis adicionales que
incorporaron la medicion del tamafio estomas (que en algunas especies
correlaciona positivamente con la ploidia) y la incorporacion de la técnica de
citometria de imagenes, técnica que, a través del analisis con un Software de
microfotografias de nucleos en interfase teflidos mediante la reaccion Feulgen,
permite estimar la cantidad de ADN relativo.
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4.0 Resultados del proyecto

4.1 Cariotipos v recuentos cromosémicos durante induccion de poliploidia.

4.1.1 Idiograma de R. bagnoldii

Las Figura 2a y 2b muestran el idiograma y microfotografias de cromosomas
de R. bagnoldii, con un nidmero cromosémico 2n= 2x =18; su cariotipo esta
compuesto de un par metacéntrico, 3 pares submetacéntricos y 5 pares
subtelocéntricos.

Idiograma R. bagnoldii

6,00
4,00
2,00 ~
0,00 -

-2,00 ~ [ Brazo largo
-4,00 - W Brazo corto

-6,00
-8,00 ~
-10,00 -
-12,00

% Longitud total

Cromosoma

Figura 2a. Idiocrama de R. bagnoldii
. kﬁ

Figura 2b. Microfotografia de cromosomas metafasicos de R. bagnoldii
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4.1.2. Idiograma de R. montana

La Figura 3ay 3b muestran el idiograma y microfotografias de cromosomas de
R. montana, con un namero cromosémico 2n = 2X=18. Cabe sefalar que
algunas células mostraban cromosomas supernumerarios teniendo 19 o 20
cromosomas. Su cariotipo estd compuesto de 6 pares subtelocéntricos, 1 par
submetacéntrico y 2 pares metaceéntricos.

Idiograma R. montana

6,00
4,00 -
2,00 -
0,00 ~
-2,00 -
-4,00 +
-6,00 -
-8,00 -
-10,00 4
-12,00

[ Brazo largo
W Brazo corto

% Longitud total

Cromosoma

Figura 3a. Idiocrama de R. montana

Figura 3b. Microfotografia de cromosomas metafasicos de R. montana
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4.1.3 Idiograma de R. rhodolirion

R. rhodolirion posee una dotacion cromosomica de 2n = 2X = 16. Su cariotipo
esta compuesto de 4 pares submetacéntricos y 4 pares metacéntricos.

Idiograma R. rhodolirion

10,00

5,00 -

0,00 ~

B Brazo largo
@ Brazo corto

-5,00 +

% Longitud total

-10,00 ~

-15,00

Cromosoma

Figura 4a. Idiocrama de R. rhodolirion

Figura 4b. Microfotografia de cromosomas metaféasicos de R. rhodolirion
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4.1.4 ldiograma de R. splendens.

Con una dotacion cromosOmica de 2n = 2X = 18. Su cariotipo estd compuesto
de 6 pares subtelocéntricos y 2 pares metacéntricos

Idiograma R. splendens

6,00

4,00 -
2,00 -
0,00 -

2,00 1 W Brazo corto

O Brazo largo

-4,00

% Longitud total

-6,00 -
-8,00 -
-10,00 -

-12,00

Cromosoma

Figura 5a. Idigrama de R. splendens

Figura 5b. Microfotografia de cromosomas metafasicos de R.. splendens

La determinaciéon de cariotipos indic6 que tres de las especies, R. splendens,
R. montana y R. bagnoldii poseen una dotacion cromosomica de 2n = 18,
mientras que R.rhodolirion tiene un nimero cromosémico 2n = 16. Ademas R.
rhodolirion difiere en morfologia cromosomica con respecto a las demas
especies. En esta ultima, los cromosomas de mayor tamafio corresponden al
tipo metacéntrico, mientras que en las restantes los cromosomas metaceéntricos
son los méas pequefios del cariotipo, siendo los de mayor tamafio tendientes a
la telocentria. Las cuatro especies se encontrarian es estado diploide ya que
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los nimeros cromosomicos basicos propuestos para el género son X =8y X =
9.

4.2 Induccién de poliploidia, en base a la aplicacion de colchicina

A continuacion se entregan los resultados de induccién de poliploidia en las
especies en las que se tuvo éxito.

4.2.1 Resultados de tratamiento de colchicina aplicada in vivo a semillas
en germinacion

R. splendens Tratamiento

0,05 colchicina x 4 horas

Analizadas* 21
Poliploides 2
0,05x 12
Analizadas 5
Poliploides 1
0,2x4
Analizadas 1
Poliploides 0
0,2x12
Analizadas 5
Poliploides 3
10 uM trifluralina
Analizadas 17
Poliploides 0
100 uM trifluralina
Analizadas 19
Poliploides 1

* En algunos tratamientos el nimero de plantas analizadas es bajo debido a la baja
sobrevivencia.
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4.2.2 Poliploides obtenidos desde tratamientos de colchicina aplicada in

vitro

R. montana

Medio c/colchicina 0,05%

0,1 % colch. por 8 horas

0,2 % colch. Por 4 horas

Analizadas Poliploides

Analizadas

Poliploides

Analizadas

Poliploides

39 12

13

3

17

3

R. splendens

Medio c/colchicina 0,05%

0,1 % colch. por 8 horas

0,2 % colch. Por 4 horas

Analizadas Poliploides

Analizadas

Poliploides

Analizadas

Poliploides

8 1*

13

0

17

3

Datos corresponden a genotipos analizados en diferentes tratamientos

Las especies que mejor respondieron a la induccién de poliploidia fueron R.
montana y R. splendens. Teniendo los tratamientos in vitro la mayor eficiencia.

La inmersion de microbulbillos en brotacion en medio MS liquido en agitacion

adicionado con colchicina al 0.05 %

plantas poliploides

permitid obtener la mayor cantidad de

El cultivo in vitro permiti6 ademas tratar un mayor numero de plantas y
multiplicar los individuos poliploides con mayor eficiencia que los tratamientos

in vivo.

Figura 6. Microfotografias cromosomas de planta de R. splendens diploide
(izquierda) y poliploide (derecha)
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4.3 Evaluacion de plantas poliploides

Resultados evaluacion citomorfolégica de plantas sometidas a induccién
de poliploidia.

El Cuadro 1 muestra los valores de Integral de Densidad 6ptica del nucleo de 8
plantas diploides y 7 poliploides, apreciandose la eficacia de la citometria de
imagenes (IOD) en la deteccion de los poliploides, ya que los valores IOD de
plantas con 36 cromosomas corresponden a valores cercanos al doble de los
diploides (18 cromosomas), mientras que las plantas tetraploides no siempre
muestran estomas de mayor longitud

Esta nueva herramienta permite identificar poliploides en el caso de que, en
algun individuo, no se obtengan células en metafase mitdtica con cromosomas
lo suficientemente dispersos para realizar un recuento. Para identificar
poliploides se puede usar el criterio de considerar un individuo como tal si su
valor IOD es superior al promedio menos 2 veces la desviacion estandar de los
poliploides aqui analizados.

La Figura 7 muestra graficamente los resultados de mediciones de cantidad de
ADN relativo y tamafio de estomas. En el eje de las ordenadas, se muestra el
limite inferior como para considerar un individuo poliploide (simbolizado por un
triangulo verde) segun el valor IOD. La nube de puntos superior corresponde a
los individuos poliploides.

Los valores de tamafio de estomas pueden ser Utiles en el caso de que algun
individuo presente estomas de tamafio sustancialmente superior a los
diploides. En ese caso puede considerarsele como posible poliploide para asi
volver a repetir los analisis de recuento de cromosomas en ese individuo. Es
necesario insistir que el recuento de cromosomas solo puede realizarse en
plantas que posean raices jovenes, en crecimiento activo, de la cual se
obtengan células en metafase con cromosomas dispersos. Esto ultimo no
siempre sucede, por lo que cualquier otra herramienta de analisis es valiosa.
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Cuadro 1. Recuentos cromosoémicos, cantidad de ADN relativo del nucleo y
promedio tamafio de estomas en 8 individuos de R. montana.

Genotipo IOD Cromosomas | Estomas
m 170 17106383 18 42.8
m 485-5b 0.2 11614887 18 41.4
m 580-5 0.1 14191496 18 41.9
m 770 -2 13465382 18 45.3
m 882-2 11970693 18 41.5
m 204 14674696 18 54.9
mb 12 xb-5 11876320 18 47.7
m 894-1 11655558 18 36.8
mb 120 x-6 23336698 36 63.0
m 576-4 0.1% 24550276 36 48.3
m5010.2-4 22555484 36 59.5
mb 12 x-d 25234820 36 44.8
mb 123 bx 22154378 36 59.2
mb 123 ax-7 25992771 36 48.7
mb 12x-4 25343904 36 42.1

Se considera el recuento de cromosomas y la medicion de ADN relativo del
nucleo (IOD) como la herramienta principal en la determinacion de la ploidia,
siendo la medicion de los estomas una técnica auxiliar para identificar posibles

poliploides.

Figura 1. Integral de densidad Optica del nacleo y tamafio de estomas en

plantas de R. montana analizadas.

Valores I0OD

Integral de densidad éptica del nlcleo y tamarfio de
estomas en plantas de R. montana analizadas
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Figura 2. Medicion de estomas utilizando el Software Image J.
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4.4 Induccidn de la germinacién de semillas in vivo como in vitro

En ambos casos los porcentajes de germinacion fueron desuniforme en el
tiempo, con porcentajes de germinacion que oscilaron entre 27-80%
dependiendo de la especie y el periodo de evaluaciéon. Sin embargo, en general
se puede concluir que la germinacion in vitro presentd valores mas altos, y
presenta la ventaja de que el material se encuentra en buenas condiciones
sanitarias para continuar multiplicandolo bajo condiciones similares o si se
desea utilizar para su caracterizacion citol6gica es mas facil de trabajar, debido
a que no se dafia las puntas de las raices.

Cuadro 2. Comparacion de los porcentajes de germinacion bajo condiciones in
Vivo e in vitro, mediante protocolo estandar.

% de germinacion
in vivo in vitro
R. bagnoldii  [32% en 20 dias | 27-52% en 40 dias
R. splendens |82% en 60 dias [80% en 70 dias (sin remojo previo)
84% en 50 dias (con remojo previo)

R. rhodolirion |46 % en 70 dias
R. montana 63- en 70 dias
73% en 50 dias
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Mediante el protocolo de germinacion de semillas in vitro, se logré aumentar
significativamente la cantidad y variabilidad de las cuatro especies, llegandose
a establecer una gran cantidad de genotipos diferentes, con los cuales se contd
con material suficiente para realizar ensayos de induccion de poliploides y
multiplicacion in vitro.

Figura 3. Situacion al 11 de septiembre 2004 de las semillas ingresadas al
banco de germoplasma de las 4 especies de Rhodophiala sp.

80 O Germinadas
W S/germinar

O Contaminadas
0 O Tratadas
30 A
20 1 24bb
10 -
0 i

R. bagnoldu R. montana
rhodollrlon splendens

Porcentaje (%)
a1
o

Especie

Para solucionar los problemas de contaminantes enddgenos presentados en
las semillas de R. bagnoldii y R. rhodolirion se realizaron ensayos mediante la
aplicacién de antibiéticos. En los primeros ensayos no se logré erradicar en
forma aceptable los microorganismos contaminantes, pero la tendencia era
utilizar una solucion de penicilina y estreptomicina (0,1 g/L) durante 60 minutos.

Cuadro 3. Efecto de diferentes tiempos de inmersion en antibioticos para la
eliminacion de microorganismos en R. rhodolirion

Tiempo (min) |Porcentaje de Porcentaje de semillas eliminados
semillas
sobrevivientes

Contaminacion (%) | Involucién del embrion (%)
0 12 78 10
30 10 66 24
60 24 60 16
90 20 64 16
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En el caso de R. bagnoldii se aplico el tratamiento con inmersion en antibioticos
pero durante 60 y 120 minutos, determindndose porcentajes de germinacion
mayores del 60%.

Cuadro 4 . Aplicacién de antibiéticos para la eliminacion de bacterias en R.

bagnoldii.
Tiempo de accion N° semillas N° semillas con desarrollo de
antibidticos ingresadas plantulas con microbulbillo
60 minutos 100 61 (61%)
120 minutos 100 68 (68%)

Debido a que la Universidad de Talca comenz0 a realizar cruzamientos entre
las diferentes especies se obtuvieron semillas de diez hibridos, las cuales se
ingresaron a condiciones in vitro aplicando el protocolo estandar de
germinacion de semillas. Estas incorporaciones entregaron porcentajes de
germinacion que fluctian entre un 18-73%. Los porcentajes de germinacion
para cada hibrido se presentan en la siguiente figura.

Figura 4. Porcentaje de germinacion de hibridos de Rhodophiala.
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4.5 Multiplicaciéon de plantas in vitro

Debido a que el crecimiento de las plantas cultivadas in vitro era principalmente
mediante el desarrollo de un bulbillo con un brote y varias raices, se debia
encontrar un sistema de multiplicacion que sea mas eficiente en cuanto a la
cantidad de microbulbillos producidos y su calidad. Mediante la aplicacion de
un corte basal en microbulbillo de R. montana, se observé que afectd en forma
significativa la formacion de nuevos microbulbillos, aumentando la tasa de
multiplicacion de 1 a 2. Sin embargo, la realizacion de esta excision provoco
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una herida que estimula la liberacion de compuestos fendlicos, lo cual es

perjudicial para el cultivo.

Cuadro 5. Sobrevivencia y regeneracion de R. montana a partir de
microbulbillos sin y con corte en cruz en la zona basal.

Evaluaciones in vitro (30 dias de cultivo) R. montana
Sin corte Con corte
Sobrevivencia (%) 100 100
Nuamero de brotes 1,1b 2,0a
Longitud de brotes (cm) 4,3 4,4
Numero de raices 1,0 1,1
Longitud de raices (cm) 2,3 1,1
Numero de microbulbillos 1,1b 2,0 a
Didmetro de microbulbillos (cm) 0,7 0,5

Este factor también fue analizado en medios de cultivo de diferente

composicién y con niveles de sacarosa.

Figura 5. Regeneracion de microbulbillos de R. montana a partir de bulbillos
con corte

en cruz.

Cuadro 6. Tasa de multiplicacién de R. montana en medios con diferentes
concentracion de macrosales.

Tasa de Multiplicacion
Macro Medio MS Bulbos completos Bulbos cortados en
cruz
100% 1,0 1,8
50% 1,0 1,9

Medio MS, adicionado con 0,1/1,0 mg/L de ANA/2iP y 3% de sacarosa
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Debido a que los coeficientes de multiplicacion con la técnica de una incision
en la placa basal no superaban los 2 microbulbillos, y a que esta técnica
provoca un gran dafio al bulbillo, se debi6 recurrir a otros sistemas de cultivo.

El cultivo en medio liquido se ha descrito como un eficiente sistema para
aumentar los coeficientes de multiplicacion y disminuir la oxidacion de los
explantes, el cual comenzé aplicarse de diferentes formas; medio liquido en
agitacion, medio liquido estacionario con soporte de disco de algodén y medio
liquido en inmersiéon temporal en comparacion al medio solidificado con agar
propuesto inicialmente en el proyecto.

Para ello se realizaron varios ensayos, entre los que se destacan los
siguientes:

1.- Comparacién de uso de medio liquido versus medio sélido:

Se utilizé como medio basal el MS 100%, sin reguladores de crecimiento, 30
g/L de sacarosa y dispensado 50 ml de medio en frascos de 350 ml de
capacidad, colocando en la base un disco de algodén hidréfilo y sembrando
microbulbillos con corte basal de R. montana%/ R. splendens, incubandose
durante dos meses en camara a 23°C, 50 umolm?s-2 y 16 horas luz.

Cuadro 7. Coeficiente de multiplicacion, porcentaje de hiperhidricidad y
oxidacion de microbulbillos de Rhodophiala montana en medio liquido versus

solido.
Tratamiento N° de brotes por Hiperhidricidad Oxidacion
bulbo
Liquido 1.47 a 16 % 16%
Solido 142 a 5% 0%

Cuadro 8. Biomasa de microbulbillos de Rhodophiala montana en medio
liquido versus solido.

Tratamiento |ICB ICTI Peso raiz |Peso Peso Peso
Hojas Total bulbo

Liquido 208 a |3.90 a 0.42 a 0.17 a 243 a 1.78 a

Sélido 0.78 b |2.86 a 0.42 a 0.11 a 1.38 a 0.77 b

* |CB: Indice de crecimiento de bulbo; ICT: Indice de crecimiento total.
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Cuadro 9. Numero de brotes, hiperhidricidad y oxidacion de microbulbillos de
Rhodophiala splendens en medio liquido versus solido.

Tratamiento N° brotes por Hiperhidricidad Oxidacién
bulbo
Liquido 2.06 a 40 % 35%
Solido 1.08 a 5% 11%

Cuadro 10. Resultados en aumento de biomasa de microbulbillos de
Rhodophiala splendens en medio liquido versus sélido.

Tratamiento ICB ICT Raiz Hoja | Peso Total | Peso Bulbo
Liquido 2.063 a 3.30 0.22 0.17 1.83 1.35
Solido 1.081b 3.17 0.58 0.13 1.84 1.09

* |CB: Indice de crecimiento de bulbo; ICT: Indice de crecimiento total.

Con la realizacion de estos ensayos se lleg6 a la conclusion de que el estado
fisico del medio no parece influir en la multiplicacion de ellos, pero que el uso
de medio liquido, favorece el aumento de biomasa del bulbo, con perdidas de
material por oxidacion e hiperhidricidad. Los coeficientes de multiplicacion
fueron menores o iguales a 2, similar al obtenido en el ensayo de la aplicacion
de un corte en la base de los microbulbillos, sin embargo, cabe destacar que el
medio de cultivo utilizado no se encontraba suplementado con reguladores de
crecimiento.

2.- Comparacion de dos sistemas de cultivo:

Se utilizaron frascos de 50 ml de capacidad total con 10 ml de medio de cultivo
(Sistema 1) y frascos de 350 ml de capacidad con 45 ml de medio de cultivo
(Sistema 2), utilizando el medio MS liquido completo sin reguladores de
crecimiento para microbulbillos con corte en la base de las especies R.
montana y R. splendens.

Cuadro 11. Multiplicacion, enraizamiento e hiperhidricidad de microbulbillos de
Rhodophiala splendens en dos sistemas de cultivo in vitro

Tratamiento | N° brotes por bulbo | % enraizam. | Hiperhidricidad (%)

Sistema 1 1.25a 81 11%

Sistema 2 1.60 a 85 14%
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Cuadro 12. Resultados en aumento de biomasa de microbulbillos de
Rhodophiala splendens en dos sistemas de cultivo in vitro.

Tratamiento Indice crec. Indice crec. |Peso Final g | Peso bulbo g
Bulbo Total
Sistema 1 1.44Db 7.07 a 1.27 a 0.51b
Sistema 2 245 a 8.29 a 212 a 0.98 a

Cuadro 13 . Resultados en multiplicacion, enraizamiento e hiperhidricidad de
microbulbillos de Rhodophiala montana en dos sistemas de cultivo in vitro

Tratamiento |N° brotes por bulbo |% enraizam. Hiperhidratacion (%)

Sistema 1 15a 84 8

Sistema 2 2.08 a 84.6 16

Cuadro 14 . Resultados en aumento de biomasa de microbulbillos de
Rhodophiala montana en dos sistemas de cultivo in vitro

Tratamiento | Indice crec. Bulbo Indice Peso Final Peso bulbo
crec. total ()] (9)
Sistema 1 1.65 a 5.66 a 1.20 a 0.59 a
Sistema 2 4.46 b 8.63 b 214 b 1.19b

Con estos ensayos se logro determinar que el uso de frascos de mayor
tamafo y con mayor cantidad de medio de cultivo favorece principalmente la
calidad de los microbulbillos, pero no logra mejorar los coeficientes de
multiplicacion en ninguna de las dos especies.

3.- Comparacion de medio liquido y sélido en relacion a diferentes tipos y
concentraciones de citoquininas:

En este ensayo se utilizaron microbulbillos in vitro de diferentes genotipos de
Rhodophiala splendens, los cuales fueron sembrados en 50 ml de medio de
cultivo MS 100%, en estado liquido estacionario con una base de algodén
hidréfilo y en estado solido con 8 g/L de agar, 30 g/L de sacarosa. Este medio
de cultivo fue adicionado con las citoquininas 6-benzilaminopurina (BAP) y
meta-topolina (MTP), en forma independiente en concentraciones de 2.2, 4.4y
6.6 umol/L, ademéas del testigo sin reguladores de crecimiento, incubados
durante dos meses.

En los siguientes cuadros se observa una respuesta diferente en cuanto a las
variables de produccion (coeficiente de multiplicacion) y calidad para los
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microbulbillos de una misma especie cuando son sometidos bajo condiciones
ambientales y nutritivas similares. Esta variable va a depender del genotipo, y
en menor grado del numero de repeticiones de los ensayos.

Cuadro 15. Coeficiente de multiplicacion de R. splendens en medios liquidos
adicionados con citoquininas

Ensayo 1 (n=8)

Ensayo 2 (n=4)

Concentracion (umol/L)

Concentracion (umol/L)

Testigo | 2,2 | 4,4 6,6 Testigo | 2,2 | 44 | 6,6
Medio sdlido
Testigo 1,87 2,62
BAP 275| 25 2,37 345 | 3,75 | 2,75
MTP 337 | 2,75 | 2,87 275| 45 | 2,83
Medio Liquido
Testigo 2,6 2,56
BAP 35 | 2,8 2,6 3 1287 35
MTP 3,7 | 312 3,25 337 | 35 | 225

* n: Valores promedios de acuerdo al nimero de repeticiones.
Cuadro 16. Incremento en peso de microbulbillos de R. splendens en medios
liquidos adicionados con citoquininas

Ensayo 1 (n=8)

Peso microbulbillos (g)

Ensayo 2 (n=4)

Peso microbulbillos (g)

Concentracion (umol/L)

Concentracion (umol/L)

Testigo | 2,2 | 44 6,6 Testigo | 2,2 | 44 | 6,6
Medio sdlido
Testigo 1,6 5,6
BAP 1,5 2,4 1,2 1,9 4,1 2,7
MTP 30 | 11 2,6 26 | 38 | 2.2
Medio Liquido
Testigo 0,6 1,9
BAP 1,3 | 08 1,4 19 | 25 | 23
MTP 09 | 14 1,9 16 | 3,1 | 28

* n: Valores promedios de acuerdo al nimero de repeticiones (Peso inicial-peso final).
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Cuadro 17. Diametro final de microbulbillos de R. splendens en medios
liguidos adicionados con citoquininas

Ensayo 1 (n=8)* Ensayo 2 (n=4)*
Diametro microbulbillos (cm) | Diametro microbulbillos (cm)
Concentracion (umol/L) Concentracion (umol/L)
Testigo | 2,2 | 44 6,6 Testigo | 2,2 | 44 6,6
Medio sdlido
Testigo 0,31 0,58
BAP 0,31 /0,30 | 0,19 0,35 0,38 | 0,52
MTP 0,31 /0,35| 0,37 0,45 0,46 | 0,48
Medio Liquido
Testigo 0,23 0,67
BAP 0,36 | 0,31 | 0,24 0,41]0,38| 0,40
MTP 0,26 | 0,26 | 0,36 0,32 041 0,21

*n: Valores promedios de acuerdo al nimero de repeticiones

A pesar de las diferencias en la respuesta de ambos ensayos, se logro
establecer que el uso de medio liquido en forma estacionaria con base de
algodon hidréfilo, fue mas favorable para la produccién y crecimiento de
microbulbillos en la mayoria de los tratamientos.

En cuanto al uso de la citoquinina meta-topolina esta presentd una respuesta
mas favorable en la mayoria de los tratamientos, siendo su uso recomendado
para la induccion de microbulbillos en concentraciones de 2,2- 4,4 umol/L.

Figura 6: Plantulas in vitro de R. splendens en cultivo en medio liquido con
base de algoddn hidrdfilo.
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4.- Efecto de diferentes concentraciones de Meta-topolina sobre el
crecimento para cuatro especies de Rhodophiala.

Este ensayo se realiz6 con microbulbillos de R. bagnoldii, R. ananuca, R.
montana y R. splendens, en forma separada, sembrando dos microbulbillos en
frascos de 350 ml de capacidad con 25 ml de medio de cultivo MS completo y
30 g/L de sacarosa y cinco repeticiones por tratamiento. Los parametros que se
presentan sin procesar estadisticamente, son:

Coeficiente de multiplicacién (CM):

Coeficiente de multiplicacion= N° de microbulbillos inicial + N° de microbulbillos final

N° de microbulbillos inicial

Peso total planta (g)

Incremento de materia fresca planta completa (IMFPC) (g) e Incremento
materia fresca bulbillo (IMFB) (g)= Peso final planta/microbulbillo- Peso inicial.
Peso bulbo final (PBF).

Diametro bulbo final (DBF)

Longitud de brote (LB).

Cuadro 18. Coeficiente de multiplicacion de Rhodophiala bagnoldii cultivada en
medios adicionados con diferentes concentraciones de Meta-topolina.

Tratamientos Parametros evaluados
CM Peso total ICMF Peso ICMF LB DB final
planta (g) | Planta (Q) total bulbo (g) | (cm) (cm)
bulbo (g)

0/0 2,6 2,2 1,7 1,0 0,4 7,8 0,6
*0,1/1,0 (@) 1,9 2,5 1,9 1,0 0,5 5,5 0,9
*0,1/1,0 (b) 2,0 3,6 3,0 1,6 1,1 9,3 0,8
0,5 2,3 2,1 1,3 1,0 0,3 8,8 0,4
1,0 0,4 1,7 1,1 0,6 0,1 5,8 0,3
2,5 0,8 1,3 0,8 0,6 0,1 5,2 0,3
5,0 1,0 1,7 1,1 0,8 0,3 6,2 0,3
7,5 1,5 0,7 0,1 0,2 -0,3 2,9 0,1

* (a): Medio de cultivo adicionado con 0,1 mg/l de acido naftalen acético (ANA) y 1,0 mg/L de Benzilaminopurina (BAP).
(b): Medio de cultivo adicionado con 0,1 mg/l de &cido naftalen acético (ANA) y 1,0 mg/L de Meta-topolina (MTP).
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Cuadro 19. Coeficiente de multiplicacion de Rhodophiala ananuca cultivada en
medios adicionados con diferentes concentraciones de Meta-topolina.

Tratamientos Pardmetros evaluados
CM Peso total ICMF | Peso total ICMF LB (cm) | DBF
planta |Planta (g)| bulbo (g) | bulbo (g) (cm)
0/0 2,4 14 1,2 0,4 0,2 8,9 0,4
*0,1/1,0 (a) 2,1 2,2 15 1,4 0,7 7,3 0,6
*0,1/1,0 (b) 1,9 1,8 15 0,6 0,3 6,3 0,7
0,5 2,1 1,4 1,0 0,5 0,1 9,2 0,4
1,0 2,4 0,9 0,6 0,3 0,1 7,1 0,2
2,5 2,6 2,0 15 0,7 0,2 12,0 0,5
5,0 2,1 0,9 0,6 0,3 0,02 6,4 0,2
7,5 2,0 0,6 0,4 0,2 -0,04 6,2 0,2

* (a): Medio de cultivo adicionado con 0,1 mg/l de &cido naftalen acético (ANA) y 1,0 mg/L de Benzilaminopurina (BAP).
(b): Medio de cultivo adicionado con 0,1 mg/l de acido naftalen acético (ANA) y 1,0 mg/L de Meta-topolina (MTP).

Cuadro 20. Coeficiente de multiplicacién de Rhodophiala montana cultivada en
medios adicionados con diferentes concentraciones de Meta-topolina.

Tratamientos Parametros evaluados
CM Peso planta ICMF Peso ICMF LB DB
final (g) planta(g) | bulbo | bulbo (cm) | final
final (@) | (9) (cm)
0/0 2,1 1,3 0,8 0,8 0,3 10,4 0,6
*0,1/1,0 (a) 2,0 1,7 1,2 0,8 0,3 8,0 0,6
*0,1/1,0 (b) 1,5 0,7 0,1 0,1 -0,4 5,1 0,3
0,5 1,8 1,1 0,6 0,6 0,04 6,8 0,6
1,0 2,1 2,1 1,1 1,1 0,1 11,4 0,8
2,5 2,3 1,8 1,2 0,8 0,2 14,7 0,6
5,0 1,9 1,2 0,6 0,6 -0,02 10,0 0,5
7,5 2,0 1,1 0,6 0,4 -0,1 4.4 0,3

* (a): Medio de cultivo adicionado con 0,1 mg/l de &cido naftalen acético (ANA) y 1,0 mg/L de Benzilaminopurina (BAP).
(b): Medio de cultivo adicionado con 0,1 mg/l de &cido naftalen acético (ANA) y 1,0 mg/L de Meta-topolina (MTP).
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Cuadro 21. Coeficiente de multiplicaciéon de Rhodophiala splendens cultivada
en medios adicionados con diferentes concentraciones de Meta-topolina.

Tratamientos Pardmetros evaluados
CM Peso planta ICMF Peso ICMF LB DB
final (g) planta(g) | bulbo | bulbo (cm) | final
final (@) | (9) (cm)
0/0 2,1 3,3 2,1 2,3 1,1 6,8 0,4
*0,1/1,0 (a) 2,0 3,1 2,2 1,5 0,5 55 0,8
*0,1/1,0 (b) 2,2 2,6 1,8 1,7 1,0 6,5 0,4
0,5 2,3 2,0 1,6 0,9 0,5 10,3 0,5
1,0 2,1 3,7 2,4 1,4 0,1 6,7 0,5
2,5 2,5 1,9 15 0,7 0,2 8,8 0,4
5,0 3,4 2,1 1,3 0,8 0,06 6,6 0,4
7,5 2,3 2,0 1,3 0,6 -0,1 6,0 0,3

* (a): Medio de cultivo adicionado con 0,1 mg/l de acido naftalen acético (ANA) y 1,0 mg/L de Benzilaminopurina (BAP).
(b): Medio de cultivo adicionado con 0,1 mg/l de acido naftalen acético (ANA) y 1,0 mg/L de Meta-topolina (MTP).

4.- El uso de retardantes de crecimiento en relacion a la aplicacién de
citoquininas en la produccion y calidad de los microbulbillos.

Para determinar el efecto del Paclobutrazol en relacion a concentraciones
estandar de las citoquininas BAP y Meta-topolina se realiz6 un ensayo
utilizando microbulbillos de R. splendens. Estos fueron sembrados en un medio
MS 100% liquido con base de algodon hidréfilo, adicionandose dos
concentraciones de citoquininas; 2.2 y 4.4 umol/L en relacion a dos
concentraciones de Paclobutrazol (PBZ), 0,85 umol/L y 1,7 umol/L, ademas de
los testigos, sin reguladores de crecimiento, de tal forma de totalizar 9
tratamientos. Se utilizaron 5 repeticiones por tratamiento con un numero
variable de microbulbillos, pero determinando su peso y diametro inicial, de tal
forma que al cabo de dos meses de incubacion se realizé una evaluacion final
obteniéndose de esta forma los coeficientes de multiplicacién e incrementos de
crecimiento en peso y tamaiio.

De acuerdo con los resultados, se establece un aumento notable en las
variables analizadas, tanto en los coeficientes de multiplicacion como en el
tamano de los microbulbillos.

Cuadro 22. Coeficiente de multiplicacion en microbulbillos de R. splendens
tratados con Paclobutrazol y citoquininas en medio liquido

Concentracién Paclobutrazol (umol/L)
0 0,85 1,7
Concentracion
Citoquinina (umol/L)
0 4,1 4,6 51
2,2 BAP 6,8 3,7 2,9
2,2 MTP 3,4 4,5 4,5

n=5. Valores promedios de acuerdo al nimero de repeticiones.
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En el caso del coeficiente de multiplicacion este factor ha ido mejorando
paulatinamente, a medida que se incorporan nuevas estrategias de
multiplicacion, presentando en este caso valores promedios que oscila entre
29 y 6,8 bulbillos/tratamiento, de tal forma que los coeficientes de
multiplicacion que en un comienzo eran de 1 o 2 bulbillos hijos por bulbo
madre, ahora con la aplicacion del sistema de cultivo estacionario con disco
basal de algoddén hidréfilo conjuntamente con la incorporacion de nuevos
reguladores de crecimiento, han aumentado a 4 o 6 bulbillos hijos.

En forma paralela al aumento en el nimero de microbulbillos, también ha ido
mejorando el crecimiento de ellos, tanto en tamafio y por ende en peso.

En este ultimo parametro, los valores que tradicionalmente se han entregado
han sido los promedios del tratamiento, esto quiere decir que no reflejan el
aumento en peso de los microbulbillos en forma individual, pero para tener una
idea de cémo afectd la incorporacion de estos reguladores de crecimiento, la
siguiente tabla entrega estos valores, obtenido en base a la diferencia del peso
final e inicial (peso total) en relacion al nimero final de microbulbillos por
tratamiento. Como puede verse, la incorporaciéon de medios liquidos y la
combinacion de reguladores de crecimiento han mejorado notoriamente el
namero, y calidad de los microbulbillos, lo cual es uno de los factores mas
importantes a considerar para el siguiente proceso de este sistema de
multiplicacion, como es la aclimatizacion, engorda y floracion de los bulbos, sin
embargo, falta por evaluar algunos factores morfologicos de los bulbillos que
pueden afectar la respuesta de ellos bajo condiciones ex vitro.

Cuadro 23. Parametros evaluados en R. splendens tratados con retardantes
de crecimiento

Citoquinina | Paclobutrazol Tamanfno
(umol/L) (umol/L) Peso total Ne final Peso promedio
(9) bulbillos bulbillo (g) | bulbillo s(cm)
0 0 3,4 3.6 0,9 0,38
2,2 BAP 0 2,6 6,2 0,4 0,26
2,2 MTP 0 4,0 3,0 1,3 0,46
0 0,85 54 4,8 11 0,41
2,2 BAP 0,85 4,7 2,8 1,6 0,59
2,2 MTP 0,85 52 5,2 1,0 0,56
0 1,7 4,8 4,8 1,0 0,32
2,2 BAP 1,7 3,3 2,0 1,6 1,06
2,2 MTP 1,7 57 4,4 1,3 0,45

n=5. Valores promedios de acuerdo al nimero de repeticiones.
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Figura 7. Plantulas de R. splendens en cultivo en medio liquido estacionario
con base de algodon hidrofilo y retardantes de crecimiento.

Paralelamente se evalu6é el cultivo en inmersion temporal como método
alternativo para la produccion de microbulbillos, cuyos resultados se presentan
en un trabajo de tesis realizada especialmente para determinar la aplicabilidad
de este sistema en el cultivo in vitro de Rhodophiala.

4.6 Crecimiento rapido de bulbos in vitro y aclimatizacion

4.6.1 Engorda de bulbillos in vitro

La engorda de los microbulbillos o su aumento en tamafio se evalud bajo
diferentes condiciones.

1.- El efecto de la sacarosa en diferentes concentraciones en microbulbillos de
R. bagnoldii, cultivados bajo un flujo de fotones fotosinteticamente activos
estandar de 50 umol m? s y un flujo de fotones fotosinteticamente activos de
119 pmol m?s*.

Cuadro 24. Diametro de la planta (cm) para el efecto principal sacarosa en la
especie R. bagnoldii.

Niveles Repeticion Promedio LS Sigma Grupo
0g/L 24 0.2791 0.0292 e

120 g/L 22 0.3103 0.0305 d

90 g/L 24 0.4025 0.0292 c

60 g/L 24 0.4220 0.0292 b

30 g/L 24 0.4520 0.0292 a

* Prueba de Tukey (5%)
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Este andlisis muestra que los factores estudiados no tuvieron una influencia
significativa en el didmetro de bulbo, aunque se mantiene una tendencia en la
gue concentracibn de 30 g/L de sacarosa produce un bulbillo de mayor
diametro.

Cuadro 25. Diametro de la planta (cm) para el efecto principal irradianza en la
especie R. bagnoldii

Niveles Repeticion Promedio LS Sigma Grupo
50 umol m? s 60 0.5536 0.0553 b
119 umol m?s* 58 0.5146 0.0564 a

Cuadro 26. Peso de la planta (g) en los diferentes tratamientos para la especie

R. bagnoldii.
Tratamientos | Repeticién | Promedio | Grupo

120 g/L, 50 pmol m? s™ 12 0.1850 c

120 g/L, 119 pmol m? s™ 10 0.1877 c

90 g/L, 119 umol m? s™ 12 0.3099 c

60 g/L, 119umol m? s 12 0.5015 chb
0g/L, 119 pmol m?s* 12 0.5593 cb

0 g/L, 50 pmol m? s™ 12 0.5683 cbhb

90 g/L, 50 pmol m? s™ 12 0.6240 cbhb

60 g/L, 50 pmol m? s™ 12 0.7410 cb

30 g/L, 119 umol m? s™ 12 1.0146 b a
30 g/L, 50 pmol m? s™ 12 1.3369 a

*Prueba de Tuckey.

El nivel de sacarosa se vuelve un factor mucho mas critico con altos niveles de
irradianza, ya que los tratamientos en donde se aplic6 una concentracion
distinta a la 6ptima (30 g/L) produjeron los menores pesos de planta en
condiciones de mayor intensidad luminica.

Los efectos de un nivel de flujo foténico fotosintético mas alto (119 pmol m? s
) provocé una disminucion en el peso de las plantas, obteniéndose los mayores
aumentos en el peso de las plantas con 30 g/L de sacarosa independiente del
nivel de irradianza.

Cabe sefalar que el tratamiento de 30 g/L de sacarosa in vitro, produjo un
promedio de peso de planta superior a 1 g, en ambas condiciones de
luminosidad. Los resultados de la aclimatizacion muestran que las plantas con
un peso mayor a 1g tuvieron una sobrevivencia de 90%.SANTOS et al. (1998)
indican que en Narcissus tazeta, plantas con un peso sobre 0,25 g, dos hojas y
un abundante sistema radicular, aseguran una sobrevivencia de 80 a 90%.

1

2.- Resultados engorda de bulbillos de R. splendens y R. montana en medio
solido utilizando distintas concentraciones de sacarosa

Los resultados obtenido en cuanto a la variable dimetro de bulbo para R.
montana se presentan en el siguiente cuadro.
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Cuadro 27. Diametro de bulbillos de R.montana bajo diferentes
concentraciones de sacarosa

Concentracion Diametro promedio (cm)
10 g/L 0.37
20 g/L 0.41
30 g/L 0.39
40 g/L 0.39
50 g/L 0.40

Los resultados obtenidos en R. splendens se presentan en el Cuadro 28.

Cuadro 28. Diametro de bulbillos de R. splendens bajo diferentes
concentraciones de sacarosa

Concentracion Diametro promedio (cm)
10 g/L 0.33
20 g/L 0.42
30 g/L 0.49
40 g/L 0.45
50 g/L 0.49

Los andlisis de varianza demostraron que no existieron diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos, indicando que la dosis de
sacarosa aplicada al medio de cultivo puede variar entre 10 y 50 g/L sin
producir diferencias. No obstante, es necesario sefalar que existe una fuerte
influencia del genotipo en los resultados, ya que ciertos genotipos pueden
alcanzar diametros de 6 a 7 mm, mientras que otros solo 2 mm. El didmetro
promedio del bulbo obtenido para R. montana es de 4 mm aprox. y para R.
splendens pueden llegar a 5 mm.

4.6.2 Resultados de aclimatizacion

A continuacion se muestra el nUmero y porcentaje de plantas sobrevivientes de
Rhodophiala bagnoldii, luego de un mes de ser mantenidas en camara de
aclimatizacion, a 23°C, 50 umol m™?s™. Como una estimacion de la condicién de
las plantas se realizaron varias evaluaciones de acuerdo a la categoria de
clasificacién segun peso inicial.
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Cuadro 29. Resultados aclimatizacién a un mes de trasplante ex vitro

NO

plantas IN° Peso
Categorias |Inicial [N°sobrev.% sobrev. jplantas* % Hojas* % |Raices* | % |planta (g)*
<0.1lg 8 2 25,0 2 100 2 1100 0 0 0,06

0.1-059| 54 41 75,9 41 100 | 41 |100| 37 |90| 0,26
05-1g| 37 32 86,5 32 100 | 31 |96,9] 30 |97| 0,56
1-15¢g| 11 10 90,9 10 100 | 10 |100| 10 |100| 1,23
15-2g¢g 3 3 100,0 3 100 3 |100 3 |100| 1,44

>29 5 5 100,0 5 100 5 1100 5 ]100| 1,52
Total 118 93 78,8

* datos se refieren a nimero de plantas con presencia de bulbo, hojas y raices
! peso promedio de planta de la categoria.

Es posible observar que la sobrevivencia al trasplante es bastante alta, lo que
coincide con lo observado en otras amaryllidaceas (SANTOS et al., 1998).
Existe una tendencia a que las plantas de mayor peso tienen mayores
posibilidades de sobrevivir. Con plantas de 0,5 a 1 g se logra sobre 80% de
sobrevivencia al trasplante, y con plantas sobre 1,5 g se logra un 100%.
Practicamente todos los bulbos crecen en forma normal, con hojas y sistema
radical desarrollado. Llama la atencién que en las categorias de mayor peso
inicial, se encontro finalmente un peso promedio menor al inicial, habiendo
bajado levemente en categoria de peso. Esto puede indicar que las
condiciones de aclimatizacion no fueron totalmente 6ptimas: Se constaté que
algunas raices mostraban sintomas de stress, aparentemente por exceso de
humedad ya que se advertian lesiones de color rojizo e incluso indicios de
pudricion, por lo cual seria necesario en futuros ensayos controlar de mejor
manera la humedad en el sustrato.

A continuacion se muestran los resultados en lo referente a peso final
alcanzado por las plantas, indice de crecimiento (calculado como ganancia de
peso fresco por unidad de peso de bulbo inicial al comienzo de la aclimatacién),
y porcentaje de sobrevivencia de las plantas provenientes de medio liquido y
solido.

El primer cuadro muestra los resultados tras 30 dias de aclimatacion en camara
de crecimiento en bandejas con sustrato arena:turba.

Cuadro 30. Resultados en plantas aclimatadas ex vitro de R. montana (30 dias
post-trasplante)

Tratamiento Peso Final (g) Indice de Sobrevivencia
crecimiento
Liquido 1.26 a 0.09 a 81 %
Solido 0.79 a 0.39a 93 %

Luego de un mes del trasplante a condiciones ex vitro, manteniendo la
temperatura y luminosidad idénticas a las suministradas durante el cultivo in
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vitro, se aprecia una menor sobrevivencia de las plantulas provenientes de
medio liquido. EI mayor peso logrado en la fase cultivo in vitro por las plantas
proveniente de medio liquido no se traduce en una mayor ganancia de peso
post trasplante, no existiendo diferencias estadisticamente significativas en el
peso final alcanzado. El indice de crecimiento post trasplante no muestra
diferencias estadisticamente significativas entre los dos tratamientos. Las
ventajas del medio liquido, en cuanto al aumento de peso in vitro, se pierden
luego del trasplante a condiciones ex vitro.

Cuadro. 31. Aclimatizacion de plantas en invernadero de R. montana
provenientes de medios MS solido y liquido

Tratamiento Peso final Indice Crecimiento % sobrev.
Liquido 1.09a 0.11a 68 %
Solido 0.89 a 0.71a 93 %

Se acentla la menor sobrevivencia de las plantas provenientes de medio
liquido, confirmandose la menor aptitud al trasplante de estas plantas. El peso,
que inicialmente era mayor en las plantas de medio liquido tiende a
homologarse con sus contrapartes provenientes de medio sdlido, El indice de
crecimiento post trasplante, numéricamente mayor en las plantas provenientes
de medio solido, no presenta diferencias estadisticamente significativas. Cabe
destacar que se mantiene constante el porcentaje de sobrevivencia de las
plantas provenientes de medio solido, 93%, el cual es un excelente nivel de
sobrevivencia. Las condiciones de invernadero no afectaron la sobrevivencia
de las plantas provenientes de medio sélido, o que no se repitié en las plantas
de medio liquido. Como era esperable, la mayor hiperhidricidad observada en
las plantas de medio liquido se tradujo en una menor competencia ex vitro.

Si bien las condiciones en el invernadero pudieron no ser Optimas, las
diferencias aqui sefialadas quedaron en evidencia ya en la aclimatacion en la
cdmara de incubaciéon, en donde la temperatura era de 22 a 24°C, la
luminosidad de 3000 lux donde el Unico stress post trasplante fue el reemplazo
del medio de cultivo MS con sustrato arena turba. Este sustrato fue regado con
solucion MS 50% cada quince dias, lo cual es un suministro abundante de
nutrientes. Aln en estas condiciones las plantas provenientes de medio liquido
se resintieron.

Se muestra un cuadro con el peso alcanzado y sobrevivencia de las plantas
provenientes de medios liquidos y solidos pero divididas en cuartiles segun el
peso al inicio del trasplante (fin de la etapa de cultivo in vitro)
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Cuadro 32. Aclimatizacion de plantas de R. montana provenientes de medio
liquido segun categorias de peso inicial

Origen Medio Intervalo de | Peso Final (g) Indice %

MS liquido peso (9) crecimiento sobrevivencia
Cuartil 1 0.16 - 0.73 0.94 1.02 100
Cuartil 2 0.74 -1.06 0.97 0.22 75
Cuartil 3 1.06 — 2.65 1.51 -0.05 75
Cuartil 4 3.00-3.81 0.95 -0.74 25

Cuadro 33. Aclimatizacion de plantas de R. montana provenientes de medio
sélido segun categorias de peso inicial.

Origen Medio Intervalo de | Peso Final (g) Indice %

MS sélido peso (g) crecimiento sobrevivencia
Cuartil 1 0.05-0.24 0.32 1.54 100
Cuartil 2 0.38-0.54 0.72 0.51 100
Cuartil 3 0.55-0.87 1.20 0.90 100
Cuartil 4 1.10-2.22 1.31 -0.09 75

Llama la atencién la tendencia particularmente notable en las plantas
provenientes de medio liquido, en donde las de mayor peso tienen una menor
probabilidad de sobrevivir al trasplante ex vitro. Aparentemente, el gran
aumento de peso producido en la etapa in vitro se constituye en una
desventaja una vez cultivadas las plantas en condiciones ex vitro. En los medio
solidos esta tendencia no es tan marcada, aunque en el cuartil de mayor peso
se perdio una planta.

Los indices de crecimiento son mayores en medio solido, sin embargo, se
aprecia que las plantas de menor peso inicial luego exhiben un mayor indice de
crecimiento post trasplante. Los valores entregados corresponden a promedios,
en donde las plantas muertas toman el valor cero en cuanto a peso final e
indice de crecimiento <1. Sin embargo, mas alla de los alcances estadisticos,
se aprecia claramente que el gran peso alcanzado por las plantas en los medio
liquidos no constituye una ventaja en invernadero y no parece posible confirmar
lo reportado en Narciso, en donde una rapida engorda in vitro puede producir
una floracion adelantada debido a que se obtienen bulbos de mayor calibre.
Estos bulbos de mayor calibre de Rhodophiala obtenidos en medio liquido son
competentes en un muy bajo porcentaje en condiciones ex vitro. Debe
reducirse los problemas de hiperhidricidad, para lo cual pueden ser Utiles los
sistemas de inmersién temporal o productos antivitrificacion. También seria
conveniente intercalar una etapa de cultivo en medio sélido antes del
transplante. De todas maneras, es conveniente clarificar si el aumento excesivo
de peso durante la etapa in vitro, afecta al bulbo en su crecimiento posterior.
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La etapa de aclimatizacion también se estudio con plantulas de R. montana,
gue presentaban contaminacion, las cuales fueron divididas en diferentes
rangos de tamafo.

Para ello se dividieron las plantulas en 3 categorias:

Categoria 1: 54 microbulbillos de 0,2-0,4 cm de diametro ecuatorial
Categoria 2: 66 microbulbillos de 0,5-0,6 cm de didmetro ecuatorial
Categoria 3: 53 microbulbillos de 0,7-1,2 cm de didmetro ecuatorial

Estos microbulbillos fueron lavados y desinfectados, evaluando inicialmente el
tamafo ecuatorial, peso fresco, numero y longitud de microbulbillos, hojas y
raices.

Posteriormente los microbulbillos fueron transplantados a bandejas con
sustrato desinfectado (turba y arena) y cubiertas para mantener una alta
humedad e incubadas en camara con una temperatura promedio de 23°C y una
intensidad de flujo de fotones fotosinteticamente activos de 50 pmol/m?s*. A
partir de la primera semana las bandejas fueron descubiertas paulatinamente,
realizando una evaluacion final a los 30 dias de aclimatadas las plantulas, para
posteriormente ser trasladados a invernadero en donde se mantienen para
evaluaciones posteriores.

Cuadro 34. Resultados de aclimatizacion en base a diferentes tamafos de
microbulbillos en R. montana.

Rango calibre (cm) Emergencia Foliar Numero de hojas Longitud
Hojas

0,2-0,4 80% 1,6 5,8
0,5-0,6 90% 14 53
0,7-1,2 100% 15 7,3
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Figura 8. Plantulas de R. montana en condiciones de aclimatizacion.
., -0

Aclimatizacién a macetas en invernadero.

A continuacién se muestran los parametros de sobrevivencia y crecimiento de
bulbos de R. montana provenientes de medios liquidos y solidos.

Cuadro 35. Aclimatizacion de plantas de R. montana luego de tres meses en
invernadero frio de Valdivia en macetas con mezcla de suelo y arena

Medio de % Sobrev. Peso final IC Dif. Peso
origen

Solido 87.15 1.21 +/-1.07 |1.50+/-1.73 |0.49 +/-1.03
Liquido 68.75 1.26 +/-1.37 |0.45+/-1.58 |-0.33 +/-1.80
5% signif. N.S. N.S. N.S. N.S.

La diferencia en peso que alcanzaron los bulbos en el medio liquido durante la
etapa in vitro ya no se produce en la etapa ex vitro, transcurridos tres meses de
aclimatizacion, incluso los medios sélidos provocaron una mayor sobrevivencia,
con indices de crecimiento numéricamente mayores y diferencia de peso
favorable.

Cuadro 36. Aclimatizacion de plantas de R. montana luego de tres meses en
invernadero frio de Valdivia en macetas en mezcla de suelo y arena

Medio de Didmetro N° hojas Largo hoja |N°raices |Largo raiz
origen mayor mayor
Sélido 5.55 +/-3.49 [1.62 +/-1.02 |[11.18+/-6.84 |2.93 +/-2.88 |17.2 +/- 12.85
Liquido 5.11+/-4.37 [1.41+/-1.90 |7.84+/-8.42 [4.82+/-6.63 [15.30 +/- 16.61
5% signif. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S.
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Cuadro 37. Aclimatizacion de plantas R. splendens en camara de crecimiento

Medio de origen % Sobrevivencia Peso Final IC
Sélido 93.75 +/- 12.00 1.03 +/-1.13 0.85 +/-0.96 a
Liquido 75.00 +/- 20.40 1.12 +/- 0.76 -0.11 +/- 0.63 b
5% signif. N.S. N.S. *

Cuadro 38. Aclimatizacion de plantas R. splendens en camara de crecimiento

Medio de Diametro N° hojas Largo Hoja |N°raiz Largo raiz
origen mayor mayor
Sélido 6.28 +/-3.16 1.37 +/-0.88a 12.06+/-7.13 1.43+/-1.03a 890 +/-7.31a
Liquido 6.36 +/-4.68 0.62+/-0.71b 7.62+/-8.41 0.68+/-1.01b 4.06 +/-5.62b
5% signif. N.S. * N.S. * *

Se aprecia que en medios solidos se logr6 un mayor crecimiento post
trasplante, como lo reflejan el mayor indice de crecimiento, mayor numero de
hojas, numero y largo de raices también estadisticamente superiores a lo
ocurrido en medio liquido. La sobrevivencia es numéricamente mayor en

medios soélidos.

Cuadro 39. Aclimatizacion en invernadero de plantas R. splendens

Medio de Origen % Sobrevivencia Peso Final IC
Sélido 93.75% +/- 12.5 0.98 +/-0.77 1.19+/-1.40a
Liquido 56.25 +/- 31.4 0.93 +/-1.05 -0.19+/-0.84 b
Signif. 5% N.S. N.S. *

Cuadro 40. Aclimatizacién en invernadero de plantas R. splendens

Medio de |Diametro |N° hojas Largo Hojas |N° raices Largo
Origen Raices
Sélido 5.58 +/-2.61 1.62+/-0.88a 13.53+/-6.73a 2.37+/-1.89a 9.71+/-7.34
Liquido 4,90 +/-5.05 0.62+/-0.80b 7.40+/-897b 1.18+/-1.90b 4.81 +/-6.61
Signif. 5% N.S. * * * N.S.
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Cuadro 41. Aclimatizacion en invernadero de crecimiento de plantas R.

splendens en macetas.

Medio de Sobrevivencia | Peso Final IC Diferencia de
origen (%) Peso
Soélido 93.75 142 +/-1.16a 2.22+/-2.19a 0.88+/-0.86a
Liquido 37.50 0.83+/-147b -022+/-1.22b -0.43+/-1.49b

5% signif. * * *

Cuadro 42. Aclimatizacion en invernadero de crecimiento de plantas R.

splendens en macetas

Medio de Diametro N° hojas Largo hojas | N° raices | Largo raices
Origen (mm)

Sélido 594+-293a 143+/-0.8la 16.71+-6.72a 7.43+-934a 17.37+-8.96a
Liquido 2.95+/-423b  0.64+/-0.99b  4.91+-820b 3.23+-7.75b 7.00+-11.49b
5% Signif. * * * * *

Los parametros de crecimiento muestran un mayor peso promedio, numero y
largo de hojas y raices en las plantas provenientes de medio soélido. Es
necesario resaltar la alta mortalidad de las plantas provenientes de medio
liquido. Para cada parametro, los individuos muertos tomaron el valor cero para
el andlisis. Considerando solo los individuos sobrevivientes, el peso final de los
individuos de medio liquido es 2.35 +/- 1.61 y sdlido 1.51 +/- 1.13, y el
diametro 8.38 +/- 1.64 y 6.34 +/-2.04 respectivamente.

Cuadro 43. Aclimatizacién en camara de crecimiento de plantas R. ananuca

Medio de Origen % Sobrevivencia Peso Final IC
Solido 93.7+/-125a 0.82 +/- 0.40 0.22 +/-0.62 a
Liquido 56.2 +/-239Db 0.50 +/- 0.52 -0.53+/-0.49b
5% Signif. * N.S. *

Cuadro 44. Aclimatizacion en camara de crecimiento de plantas R. ananuca

Medio de| Diametro N° hojas Largo hojas N° raices | Largo raices
origen (mm)

Sélido 8,20 +/-4.00 1.12+/-0.5a 9.03+/-6.66a 0.68 +/-0.47a 6.31+/-6.42 a
Liquido 5.00 +/-5.20 056 +/-0.72b 253 +/-3.44b 0.18+/-0.41b 1.11+/-294b
5% Signif. N.S. * * * *
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Cuadro 45. Aclimatizacion en invernadero de plantas de R. ananuca

Medio de Origen % Sobrevivencia Peso Final IC
Solido 93.75+/-12.5a 1.33+/-0.57 a 1.18+/-1.01 a
Liquido 56.25 +/-31.45b 0.57+/-0.72b -0.40 +/-0.74 b
5% signif. * * *

Cuadro 46. Aclimatizacion en invernadero de plantas de R. ananuca

Medio de Diametro N° hojas Largo hojas N° raices | Largo raices
Origen

Sélido 7.28+/-221a  231+/-140a 18.05+-568a 1.68+-094a 17.13+-6.54a
Liquido 3.53+/-418b  1.00+-131b  7.43+-9.25b 056+/-168b 546+/-7.75b
5% Signif. * * * * *

Cuadro 47. Aclimatizacion en maceta de plantas R. ananuca

Medio de | Sobrevivencia |Peso Final (g) IC Diferencia  de

Origen (%) peso (9)

Sdélido 93.75 1.84 +/-0.79 a 204 +/-1.41a 1.21 +/-0.61 a

Liquido 37.50 0.63+/-0.94b -0.37 +/-0.89 b -0.09 +/-0.73 b

5% signif. * * *
Cuadro 48. Aclimatizacion en maceta de plantas R. ananuca

Medio de | Didmetro N° de hojas |Largo de | N° raices Largo raices

Origen Hojas

Sélido 7.71+-232a 162+-0.88a 19.36+-656a 1.81+-098a 23.67+-9.56a

Liquido 2.96+/-397b 068+-101b 7.18+-9.87b 0.62+-0.95b 8.04+/-1154b

5% signif. * * * * *

Los resultados indican que el éxito de la aclimatacibn en plantas de
provenientes de medio liquido es bastante incierto, con una mortalidad elevada
y poca correlacion con algin modelo que pueda predecir el peso final a partir
del peso inicial. En promedio, las plantas provenientes de medio sélido
alcanzan pesos finales superiores y mayor desarrollo de hojas y raices, con
una sobrevivencia muy alta, lo que hace indica que le medio sélido asegura
una aclimatacion exitosa, situacion que se ha producido en las otras dos
especies estudiadas en este trabajo. En el analisis, los valores de las variables
para plantas muertas toma valor cero. Considerando solo las plantas
sobrevivientes, el peso final alcanzado por las de medio liquido fue 1.69 +/-
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0.70 g y por las de medio sélido 1.97 +/- 0.64 g; el diametro promedio
alcanzado fue 7.9 +/- 0.82 y 8.23 +/- 1.11 respectivamente. Por lo tanto, antes
de la aclimatizacion ex vitro, las plantulas debieran pasar por una fase de
cultivo en medio sdlido

Figura 9. Plantas aclimatizadas en invernadero, en tubetes y luego
transplantadas a macetas de mayor capacidad.

6.0 Descripcién de impactos obtenidos:

Se logro inducir poliploidia en Rhodophiala montana y R. splendens
confirmando la hipdtesis de que es posible obtener individuos poliploides
viables en el Género Rhodophiala, abriéndose una ventana para el futuro
mejoramiento genético de estas especies.

Se ha contribuido a la conservacion de las especies mediante la multiplicacion
de diferentes genotipos y la mantencion de un nimero importante de plantas in
vitro garantizando la conservacion de una proporcion de la variabilidad genética
de ellas.

Se ha desarrollado un sistema de multiplicacion a través de cultivo de tejidos
gue permite contar con material vegetal para continuar trabajos tendientes al
desarrollo de nuevas variedades.

7.0 Problemas enfrentados

En un principio se pensé en incorporar escamas gemelas disectadas desde
bulbos colectados directamente de la naturaleza. Sin embargo, la carga
microbial que inevitablemente acompafia a los 6rganos vegetales subterraneos,
junto a la falta en ese momento de un protocolo de multiplicacion in vitro
afinado, producian una gran pérdida de plantas por contaminacion y
regeneracion no exitosa. Esto motivé a incorporar masivamente semillas, las
gue luego de germinar in vitro, eran capaces de bulbificar (debido a la adicion
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de sacarosa al medio de cultivo). Este microbulbillo era utilizado para los
experimentos de multiplicacién. Cada uno de estos microbulbillos era un
genotipo distinto. Esto permitid contar con mayor cantidad de material para el
desarrollo de los experimentos

Debido a que el recuento de cromosomas es una forma, aunque segura, de
comprobar la poliploidia, es muy laboriosa, demanda gran cantidad de tiempo y
esta supeditada a la existencia de raices en crecimiento activo que presenten
células en metafase que permitan visualizar preparaciones con cromosomas
dispersos. Esto ultimo no siempre ocurre por lo que es necesario monitorear las
plantas pesquisando la formacion de raices jovenes. Ademds, las plantas
jovenes de Rhodophiala, producen solo 1 o 2 raices profundizadoras, tomando
varios meses la formacion de un sistema radicular abundante. Esto provoco
gue la disponibilidad de tejido para los analisis fuera escasa. En respuesta a
esto, se realizaron andlisis adicionales que incorporaron la medicion del
tamafio estomas (que en algunas especies correlaciona positivamente con la
ploidia) y la incorporacion de la técnica de citometria de imagenes, técnica que,
a través del andlisis con un Software de microfotografias de nucleos en
interfase tefiidos mediante la reaccién Feulgen, permite estimar la cantidad de
ADN relativo.
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8.0 Difusioén

Los resultados del proyecto se presentaron, ya sea como exposiciones orales y
en modalidad de poster en diferentes congresos, tales como:

Publicacién presentada a revista Plant Breeding.

Seminario “Sector agricola y la biotecnologia, situacion actual y
desafios”, FIAy REDBIO. Santiago 3 y 4 de noviembre del 2005.

Primer Simposio de Horticultura Ornamental, 29 y 30 de septiembre de
2005. Universidad Austral de Chile, Valdivia.

VIl Jornada de Investigacion Cientifica. Universidad Austral de Chile.
Valdivia, 6-10 de Diciembre de 2004.

XIV Congreso Cientifico. Instituto Nacional de Ciencias Agrarias. 9-12 de
noviembre de 2004. San José de Las Lajas, Cuba.

55° Congreso Agronomico de Chile. 5° Congreso sociedad chilena de
fruticultura. ler Congreso sociedad chilena de horticultura, 19-22 de
Octubre 2004. Valdivia, Chile

54° Congreso Agrondmico de Chile, 8 de noviembre de 2003, Torres del
Paine, Chile.
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Use of image cytometry for the early screening of induced autopolyploids.
M. MuRioz*?, R. RIEGEL'® and P. SEEMANN®
YInstitute of Plant Production and Protection, Universidad Austral de Chile; > Graduate
School - Faculty of Agricultural Sciences, Universidad Austral de Chile, Casilla 567,
Valdivia, Chile; 3Corresponding author, E-mail: rriegel@uach.cl

Aceptada en Plant Breeding, con fecha 5 de enero 2006.

Abstract

The rapid and early detection of autotetraploid individuals is a fundamental
requirement in genetic improvement programmes based on chromosome duplication.
Counting chromosomes provides certainty of the ploidy level of an individual, however,
it is very laborious. In this work, image cytometry is proposed as an easy alternative
method to detect tetraploid individuals. Plantlets of the species Rhodophiala montana
treated with colchicine were karyomorphologically analysed. Based on the Feulgen
stain, chromosomes were counted and the integrated density (ID) value of interphase
nuclei was determined.

The average DNA content measured with image cytometry for the polyploid
individuals was 1.88 times more than that for the diploid individuals. With this
methodology, 100 % effectiveness in the selection was achieved, rapidly identifying all
autotetraploid individuals.
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BIOTECNOLOGIA Y MEJORAMIENTO DE ESPECIES CHILENAS DEL GENERO
Rhodophiala Presl. (Amaryllidaceae)

Seemann?, P, Riegel*, R. Jara, G*., Mufioz!, M., Schiappacasse?, F., Pefiailillo > P. y
Basoalto?, A.
1Universidad Austral de Chile, Facultad de Ciencias Agrarias.
2Universidad de Talca, Facultad de Ciencias Agrarias
pseemann@uach.cl

INTRODUCCION

En Chile las especies nativas, en general, han sido poco valoradas y ain menos
estudiadas en relacion a su uso potencial como plantas ornamentales. Es un hecho
gue el pais posee una enorme diversidad de especies bulbosas endémicas,
constituyendo un pool genético que merece ser estudiado y analizado con el objetivo
de crear y mejorar nuevas variedades. En floricultura se busca que las plantas
cultivadas tengan grandes flores y fuertes tallos. Para esto, el uso de material
poliploide ha producido grandes avances en el mejoramiento de especies floricolas. Si
bien la poliploidia es una condicién genética frecuente en las angiospermas, también
puede ser inducida artificialmente mediante la aplicacién de antimitdticos como la
colchicina. La duplicacion cromosémica que genera la induccién de autopoliploidia
provoca gigantismo celular y mayor duracion de los ciclos, con lo cual es posible
obtener 6rganos mas grandes. Es por esta razén que los individuos poliploides suelen
presentar flores de mayor tamafo, mayor intensidad de la pigmentacion y mayor
duracién de la floracién, los cuales pueden ser inducidos por medios artificiales. Entre
los géneros con potencial de mejoramiento genético, hay varias especies de
Rhodophiala que presentan caracteristicas que las hacen atractivas como flores de
corte, plantas de maceta o de jardin, sin embargo, el mejorar sus caracteristicas
naturales las haria mas atractivas para diferentes mercados. Es por ello que dentro del
marco del Proyecto FIA-BIOT-01-A-071 “Aplicaciones biotecnologicas en el
mejoramiento de especies de Rhodophiala chilenas” se ha iniciado el estudio de las
especies Rhodophiala rhodolirion, R. splendens, R. montana, R. bagnoldii,. v,
posteriormente, R. laeta, especies geodfitas que se caracterizan por presentar un bulbo
tunicado como 6rgano reservante y producir atractivas flores.

Los objetivos de este proyecto fueron enfocados en tres planos:

1.- Determinar cariotipos de las especies, establecer un protocolo para la induccion de
poliploidia y evaluar el grado de poliploidia logrado,

2.- Desarrollar protocolos de multiplicacion in vitro, para la multiplicacion masiva del
materia, optimizando los sistemas de micropropagacion, y

3.- Evaluar bajo condiciones de invernadero métodos de crecimiento rapido de bulbos,
optimizar el cultivo de las plantas diploides y poliploides, y evaluar la floracion de las
mismas.

MATERIAL Y METODOS

La determinacién del cariotipo se realiz6 a partir de raices en crecimiento activo,
utilizandose en una primera etapa semillas o bulbos plantados en sustrato de
arena/turba, para posteriormente realizar la seleccién e induccién de poliploides con
material producido in vitro. A partir de raices en crecimiento se extrajo el meristema,
procediéndose a la tincion de los cromosomas segun la metodologia descrita por
GRANT et. al. (1984). Para la induccion de poliploidia se utilizaron microbulbillos
originados in vitro, ya sea de semillas o escamas de bulbos, los cuales fueron
sembrados en medio de cultivo adicionado con colchicina en concentracion de 0,01-
0,05% por 10 o 4 dias o mediante el remojo de semillas recién germinadas ex vitro en
una solucién de colchicina al 0,05% por 12 horas y 0,2% por 4 horas, mas los
respectivos testigos. Las evaluaciones realizadas fueron; sobrevivencia, crecimiento
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de plantulas, recuentos del nUmero cromosémico en puntas de raiz y mediciones del
tamafo de los estomas en las hojas, ademas de determinar la cantidad de ADN en los
nacleos a través de citometria de imagenes utlizando el sofware Image J
(http://rsb.info.nih.gov/ij/).

Para el desarrollo de protocolos de propagacion in vitro se utilizé tejido meristematico
proveniente de trozos de disco basal de escamas, simples o gemelas. Los bulbos
fueron lavados y desinfectados segun procedimientos habituales y cultivados en medio
completo o diluido, compuesto por las sales y vitaminas del MS, y diversos tipos y
concentraciones de auxinas y citoquininas, gelificado con Agar o Gelrite, 0 bien en
medio liquido en agitacién o estacionario con base de algodon hidréfilo, regulando el
pH a 5,7. Ademas se hicieron ensayos para comparar los efectos de medios de cultivo
basales, diferentes tipos y concentraciones de azUcares, el uso de antioxidantes o
retardantes del crecimiento. La incubacién habitualmente se hizo a temperaturas de 22
+ 2° C, un fotoperiodo de 16 horas luz y un FFF de 50 pymol/m?®s. Paralelamente se
ingresaron semillas al cultivo in vitro de modo de establecer su capacidad de
germinacion e iniciar un banco de germoplasma a partir de ellas. Del mismo modo se
hicieron ensayos de induccion de poliploidia in vitro, utilizando semillas o bulbillos.
Finalmente, se hicieron ensayos de engorda de bulbillos in vitro y de aclimatacion a
condiciones ex vitro de plantulas micropropagadas.

RESULTADOS Y DISCUSION

La determinacién de cariotipos de las especies en estudio indico que tres de las
especies, R. splendens, R. montana y R. bagnoldii poseen una dotacion cromosémica
de 2n = 18, mientras que R.rhodolirion tiene un nimero cromosémico 2n = 16. Los
tratamientos con colchicina en concentracién de 0,2% por 4 horas permitieron inducir
tetraploidia en el 6,9% de las semillas de R. splendens tratadas, aumentando este
resultado a 21,4% en la induccion in vitro. Del mismo modo es posible inducir la
formacion de poliploidia en las demas especies en estudio. El tratamiento con
Trifluralina no permitié sobrevivencia de las semillas tratadas. El poder germinativo de
las semillas, con fines de induccién de poliploidia dependié del lote analizado. En R.
rhodolirion se observé germinacion de 1 a 38%, en R. splendens de 78 — 80%, en R.
montana de 62 — 70% y en R. bagnoldii de 30 a 52%, en tiempos variables, segln la
especie, desde 1 a 80 dias.

La respuesta al cultivo in vitro, igualmente fue muy variable segun la especie, el tipo
de explante y el tratamiento utilizado. No obstante, en todas las especies se logro la
brotaciéon in vitro, aunque en bajos porcentajes, a partir de tejido vegetativo de
escamas de bulbo. Las respuestas fluctuaron entre 0 y 15% de brotaciéon en R.
rhodolirion hasta 0 — 50% en R. splendens al usar escamas simples o gemelas. La
germinacion de semillas in vitro permitié incorporar gran cantidad de genotipos a
cultivo dando origen a un banco de germoplasma de mas de 1100 accesiones de las 4
especies en estudio. Posteriormente, se agregd R. laeta, a partir de bulbos, con una
buena respuesta al cultivo in vitro. Del mismo modo, la utilizacién de medios liquidos
estacionario, permitieron buenos progresos en mejorar la eficiencia de cultivo in vitro
en las cinco especies en estudio.

Los trabajos de engorda de bulbillos, realizados en Talca, permitieron resultados
promisorios en términos de aumento de calibre, por efecto de diversos tratamientos de
control ambiental. Del mismo modo, se ha observado floracién bajo condiciones de
invernadero con calibres variables segun la especie, por €j.: R. rhodolirion, calibres 7/9
a 14/16, R. splendens, 3/4 a 5/6, R. montana, 1/2 a 5/6 y R. bagnoldii, calibres 7/9 a
20/21, con floraciones que se producen entre junio y enero.
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INDUCCION Y DETECCION DE AUTOPOLIPLOIDIA EN Rhodophiala Presl.”
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INTRODUCCION Y OBJETIVOS

La duplicacion cromosomica ha sido ampliamente utilizada en horticultura para obtener
nuevas y/o mejorar caracteristicas agrondmicas. En especies de uso ornamental esta
técnica ha permitido lograr flores de mayor tamafio y de texturas mas intensas, asi como
un periodo de floracién mas prolongado. Para realizar un aumento de ploidia en vegetales,
es frecuente el tratamiento de plantulas jévenes en crecimiento activo con colchicina, un
alcaloide natural con accion antimitética. Desde los tratamientos de colchicina aplicados in
vitro, es posible obtener una poblacién numerosa de plantas, sin embargo, sélo una
pequefia fraccion de los individuos sobrevivientes a los tratamientos con el alcaloide son
efectivamente autopoliploides. El presente trabajo tiene como objetivo dar a conocer los
resultados obtenidos en los experimentos de induccién de poliploidia mediante la
aplicacién de antimitéticos a plantulas jovenes in vivo e in vitro y en el desarrollo de nuevas
técnicas de deteccidn de estos autopoliploides desde una poblacion de plantas tratadas de
Rhodophiala.

MATERIAL Y METODOS

En una primera etapa se realizaron experimentos in vivo a partir de tratamientos a semillas
en germinacion de R. splendens, sometiendo material vegetal de 2 a 10 dias luego de la
germinacion a soluciones de colchicina 0,05% y 0,2% por 4 y 12 horas. Luego las plantas
fueron cultivadas en macetas con sustrato turba:vermiculita:perlita. Se realizaron recuentos
cromosomicos en aplastados de los meristemas radicales tratados con la reccion de
feulgen modificada para evaluar el éxito de la inducciébn. En una segunda etapa se
realizaron experimentos in vitro con R. montana, R. splendens, R. bagnoldii y R.
rhodolirion, tratandose plantulas provenientes de semillas germinadas in vitro con
soluciones de colchicina al 0,1% durante 8 horas y 0,2% durante 4 horas. También se
trataron bulbillos in vitro en medio de cultivo liquido Murashigue Skoog adicionado con
0,05% de colchicina (p/v) en agitacion. El éxito de la inducciéon se evalué mediante
recuentos cromosomicos en plantulas provenientes de subcultivos de las plantas tratadas.
Debido a que la realizacién de recuentos cromosomicos es un proceso laborioso altamente
demandante en tiempo, en una tercera etapa se realizaron investigaciones conducentes a
desarrollar nuevas técnicas para la deteccion de autopoliploides inducidos. Para esto se
estudié un grupo de 14 plantulas de R. montana, 7 de ellas diploides y otras 7 tetraploides
(determinadas mediante recuentos cromosomicos) investigandose la asociacion entre el
tamafio de estomas y el nivel de ploidia y la aplicacion de la técnica de citometria de
imégenes para la estimacion de la cantidad de ADN nuclear. La estimacién de la cantidad
de ADN en los nucleos celulares se realizo con las mismas preparaciones citolégicas antes
descritas. De ellas se obtuvieron 3 a 4 nuevas microfotografias en escala de grises, desde
las cuales se midieron un total de 15 nuicleos en estado de interfase por planta. Utilizando
el programa computacional UTHSCSA Image Tool (disponible en
http://ddsdx.uthscsa.edu/dig/itdesc.html) se obtuvo el valor Integral de Densidad Optica
(IOD). Este valor 10D, considera el tamafio e intensidad de pigmentacion de cada nucleo
tefiido con la reaccion Feulgen.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se logroé la induccion de poliploidia en R. splendens y R. montana. Los resultados de la
induccién de poliploidia in vivo en R. splendens se muestran en os Cuadros 1, 2y 3.
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CUADRO 1 Induccién de poliploidia in vivo en R. splendens.

Tratamiento % N° analizadas | % poliploides* | % mixoploides | %diploides
sobrevivencia

0.05% col. x4 h 69% 18 11 % 33% 67%

0.05% col. x12 h 40% 5 20 % 0 80%

0.2% col. x4 h 21% 5 60 % 40% 0

0.2% col. x 12 h 0.05% 1 0 0 100%

Testigo 100 %

10 uM trif x 24 h 66% 17 0 12.5% 58.3%

100 uM trif x 24 h 41% 19 5.2 % 15.7% 78.9%

* Porcentaje de poliploidia identificado a través de recuentos cromos6micos en la muestra analizada

CUADRO 2 Induccién de poliploidia aplicando colchicinain vitro a R. splendens

Tratamiento | N° tratadas | % sobrev. N° analizado | % poliploide | % mixop % diploides
0.1%x8h 68 83 12 0 25 75
0.2%x4h 69 64 14 20 33 46

CUADRO 3 Induccién de poliploidia aplicando colchicinain vitro a R. montana

Tratamiento | Tratados % sobrev. | N° analizado | % poliploide | % mixop % diploide
0.1x8h 312 33 10 20 0 80
0.2x4h 312 44 10 20 0 80
0.05 x 5d 60 60 31 38 19 41

En cuanto al estudio del tamafio de estomas y citometria de imagenes en 14 plantas de R.
montana los resultados muestran que si bien las plantas poliploides en promedio tienen
estomas de mayor tamafio, no es posible discriminar el nivel de ploidia en forma individual
del 100% de las plantas, debido a que los valores obtenidos no reflejan una clara
separacion entre los dos grupos. El analisis citométrico de las imagenes obtenidas de los
nacleos de los individuos diploides arroja como promedio un contenido relativo de ADN de
12,83 +/-1,34 millones (valor 10D sin unidad) y de 24,10 +/-1,62 millones para los
individuos poliploides. Concordante con la teoria de la duplicacion del contenido de ADN
en el caso de individuos autotetraploides estos presentan un valor cercano al doble (1,88)
del contenido de ADN que las plantas diploides. El promedio 10D de las plantas diploides
méas 2 veces su desviacién estandar (15,51 millones) y el promedio de los poliploides
menos 2 veces su desviacion estandar (20,86 millones) pueden ser utilizados como
parametros de seleccién con un 100% de eficiencia.
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INTRODUCCION

El potencial de regeneracion in vitro de la familia Amaryllidaceae, mediante la
utilizaciébn de escamas gemelas o triples en presencia de la placa basal, es
considerado por ser especie y genotipo dependiente y la tasa de multiplicacion puede
variar entre 2 y 15 yemas por explante (Ziv and Kipnis, 2000) o entre 2- 25 yemas por
explante (Fennel and van Staden, 2004), de tal forma que pueden presentarse
diferentes tipos de respuesta. En este sentido hay algunas especies en que se ha
logrado desarrollar un eficiente sistema de multiplicacion, como en el caso de
Narcissus, Hemerocallis, Hippeastrum, entre otras (Vishnevetsky et al., 2003), pero
también se han reportado otras especies que no han respondido tan eficientemente,
como es el caso de algunas especies de Nerine, Eucrosia, Hippeastrum, o en cuatro
especies de Rhodophiala. La respuesta de este género ha sido estudiada
extensamente mediante el desarrollo del Proyecto FIA “Aplicaciones Biotecnolégicas
para el mejoramiento genético de Rhodophiala chilenas”, analizando factores que
influyen en la multiplicacion y crecimiento de los microbulbillos, prevencion de la
fenolizacion en los explantes y aclimatizacion, principalmente mediante el cultivo de
6rganos en medios semisoélidos. Sin embargo, debido a que la respuesta de las
diferentes especies ha sido poco eficiente, se ha tenido que recurrir a otros sistemas
de multiplicacion, como es el caso del cultivo en medio liquido estacionario o mediante
la inmersién temporal e incluso incursionar en técnicas como la embriogénesis
somatica, las que se ha postulado que aumentan los coeficientes de multiplicacion en
una gran variedad de especies, incluso en las consideradas las mas recalcitrantes.

MATERIAL Y METODOS

Establecimiento de los cultivos: se ha realizado a partir de bulbos y semillas de la
especies R. bagnoldii, R. montana, R. splendens y R. rhodolirion. En el caso de bulbos
estos son desinfectados y seccionados hasta obtener escamas dobles o triples, las
gue son sembrandose individualmente en frascos de 80 x 25 mm con 10 ml de medio
de cultivo compuesto por las sales y vitaminas de Murashigue y Skoog (1962). Se han
estudiado diferentes factores para inducir la brotacion y formacion de microbulbillos
como, tipos y concentraciones de reguladores de crecimiento, carbohidratos,
concentracion de macrosales, tipo de escamas, entre otros. Para la incorporacion de
semillas se ha utilizado el medio MS reducido a la mitad.

Multiplicacion de microbulbillos: una vez inducido los microbulbillos, estos han
servido de material para realizar ensayos de multiplicacién, en el cual se han
estudiado el efecto de diferentes concentraciones de citoquininas en combinacion con
auxinas, la reduccién de las macrosales, el efecto de un corte en cruz en la placa
basal de los microbulbillos, el aumento de la concentracion de sacarosa. Mas
recientemente se han establecido ensayos para determinar el uso de medios liquidos
en forma estacionaria, analizando factores como la incorporacién de citoquininas
aromaticas, el uso del paclobutrazol o diferentes volimenes de medio de cultivo,
utilizando para ellos frascos de mayor tamafio.
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Las condiciones de incubacién han sido de un FFF de 50 umol/m?s®, fotoperiodo de
16 horas luz y una temperatura de 24°C, evaluandose al cabo de 30 o 60 dias de
incubacidn, el porcentaje de fenolizacion, sobrevivencia en base a la sanidad del
material vegetal y necrosis por fenolizacion, escamas hinchadas, brotacion, N° y
tamafio de los microbulbillos, brotes y raices.

Embriogénesis somatica: esta técnica se ha desarrollado mediante la induccion de
callos a partir de laminas foliares y microbulbillos de plantulas in vitro, sembrados en
medio MS adicionados con diferentes tipos y concentraciones de auxinas,
principalmente 2,4-D y ANA e incubados en oscuridad durante 90 dias. Una vez
formados los callos estos son trasladados a medio de multiplicacién MS con 0,1 mg/L
ANA 'y 1,0 mg/L BAP.

Aclimatizacion: se ha realizado principalmente con material que presenta algun
sintoma de contaminacién, utilizando para ello sustrato de turba y arena. Estos
microbulbillos se han dividido en tres calibres, 0.2-0.4, 0.5-0.6, y 0.7-1.2, utilizando
nueve repeticiones con seis microbulbillos cada una, manteniéndolas durante 15 dias
en camaras de luz artificial con un FFF de 50 uymol/m?s1, fotoperiodo de 16 horas luz y
una temperatura que oscila entre los 12-23°C, cubiertas para mantener la humedad
relativa, para posteriormente ser evaluadas y trasladado a invernadero.

RESULTADOS Y DISCUSION

Como se ha descrito en otros trabajos el establecimiento de Rhodophiala in vitro a
partir de escamas ha entregado porcentajes de brotacién muy bajos, para lo cual se
ha tenido que recurrir al ingreso de semillas aumentando de esta forma el Banco de
Germoplasma de Rhodophiala in vitro y ex vitro. Sin embargo, del mismo modo como
se ha reportado para otras Amaryllidaceaes la multiplicacion in vitro ha sido lenta, y
muy dependiente del genotipo, con coeficientes de multiplicacién en promedio de 1.0
en medios semisolidos y en algunos casos de 2.0 al realizar un corte en cruz en la
zona basal del microbulbillo. La utilizacion de medios liquidos estacionario ha
permitido aumentar a 2.1 la tasa de multiplicacion en R. splendens, aunque todavia no
puede considerarse como un método de multiplicacion eficaz, con lo cual se espera
gue mediante la utilizacion del cultivo de inmersion temporal estos coeficiente sean
mayores.

En el caso de induccion de callos a partir de material de desecho como son las hojas
de las plantulas in vitro se ha logrado una respuesta favorable en casi todos los
tratamientos utilizados, estableciéndose un protocolo para la induccion de callo in vitro.
Sin embargo, es necesario establecer la secuencia en el desarrollo de las diferentes
etapas de la embriogénesis somatica, de tal forma de definir los medios de cultivo para
la germinacion y maduracion de los embriones. A pesar de esto se han regenerado
plantulas a partir de callos, especialmente del genotipo 363 de R. splendens, a partir
de callos de hojas en un medio compuesto por 2,0 mg/L de 2,4-D y 10 mg/L de ANA.
En el caso de la aclimatizacién, los microbulbillos con raices formadas in vitro han
respondido exitosamente, presentandose una relacion directa entre el tamafio de los
microbulbillos y la emergencia foliar, la cual fluctu6 entre un 80 % (calibre de 0.2-0.4),
90% (calibre de 0.5-0.6) y un 100% (calibre de 0.7-1.2).

ZIV. M. H. LILIEN-KIPNIS. 2000. Bud regeneration from inflorescence explants for
rapid propagation of geophytes in vitro. Plant Cell Reports 19: 845-850.

FENNELL, C.W. AND J. van STADEN. 2004. Biotechnology of southern African bulbs.
South African Journal of Botany 70 ( 1) 37-46.

VISHNEVETSKY, J. E. ZAMSKI AND M. ZIV. 2003. Enhanced bud and bulblet
regeneration from bulbs of Nerine sarniensis cultured in vitro. Plant Cell Reports.
10.1007/s00299-003-0580-2.
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INTRODUCCION

En Chile las especies nativas, han sido poco valoradas y estudiadas en relacion a su
uso potencial como plantas ornamentales. En floricultura se busca que las plantas
cultivadas tengan grandes flores y fuertes tallos. Para esto, se ha utilizado el uso de
material poliploide inducido artificialmente mediante la aplicacién de colchicina. Entre
los géneros con potencial de mejoramiento genético, hay varias especies de
Rhodophiala que las hacen atractivas como plantas ornametales. Es por ello que
dentro del marco del Proyecto FIA-BIOT-01-A-071 “Aplicaciones biotecnolégicas en el
mejoramiento de especies de Rhodophiala chilenas” se ha iniciado el estudio de las
especies Rhodophiala rhodolirion, R. splendens, R. montana, R. bagnoldii v,
posteriormente, R. laeta. Los objetivos de este proyecto fueron:

1.- Determinar cariotipos y establecer protocolos para la induccion de poliploidia.

2.- Desarrollar protocolos de multiplicacion in vitro.

3.- Evaluar métodos de crecimiento rapido de bulbos, y evaluar la floracion de las
mismas.

MATERIAL Y METODOS

La determinacién del cariotipo se realiz6 a partir de raices de plantulas in vitro,
mediante la aplicacion de técnicas citolégicas. Para la induccion de poliploidia se
utilizaron microbulbillos in vitro, en medio de cultivo con colchicina en diferentes
concentraciones y tiempos de inmersion. Las evaluaciones se realizaron en base a
sobrevivencia, crecimiento de plantulas, recuentos del nimero cromosdémico, tamafo
de los estomas, la cantidad de ADN por citometria de imagenes utilizando el sofware
UTHSCSA Image Tool.

El establecimiento de material in vitro se realizd mediante organogénesis a partir de
tejido meristeméatico, desinfectadas y cultivadas en medio compuesto MS, diversos
tipos y concentraciones de auxinas y citoquininas, ademas de diferentes medios de
cultivo basales, tipos y concentraciones de azlcares, uso de antioxidantes o
retardantes del crecimiento. La incubacion se realiz6 a temperaturas de 22 + 2° C, un
fotoperiodo de 16 horas luz y un FFF de 50 ymol/m?s® . La multiplicacién se realiz6
mediante el uso de medio liquido estacionario. Paralelamente se ingresaron semillas
al cultivo in vitro. Finalmente, se hicieron ensayos de engorda de bulbillos in vitro y de
aclimatacion a condiciones ex vitro de plantulas micropropagadas.

RESULTADOS Y DISCUSION

La determinacién de cariotipos indico que tres de las especies, R. splendens, R.
montana y R. bagnoldii poseen una dotacion cromosémica de 2n = 18, mientras que
R.rhodolirion tiene un ndmero cromosémico 2n = 16. Los tratamientos con colchicina
permitieron inducir tetraploidia en un 21,4% de lo microbulbillos in vitro.

La germinacion de las cuatro especies es desuniforme en el tiempo con valores que
oscilan entre un 38% - 80%. La respuesta al cultivo in vitro, igualmente fue muy
variable, lograndose regenerar brotes in vitro, en bajos porcentajes. La optimizacién
de la multiplicacién se logré con la utilizacion de medio liquido estacionario. Los
trabajos de engorda de bulbillos, realizados en Talca, permitieron resultados
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promisorios en términos de aumento de calibre. Del mismo modo, se ha observado
floracién bajo condiciones de invernadero con calibres variables segln la especie.
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INTRODUCCION

Las citoquininas son un grupo de reguladores de crecimiento involucradas en multiples
funciones en el desarrollo de las plantas, desde la germinacion de las semillas hasta la
senescencia. Estas se encuentra naturalmente en las plantas o son preparadas
sintéticamente, como el N6—benzilaminopurina, 6-furfurylaminopurina, entre otras,
siendo en su mayoria del tipo isoprenoides. Sin embargo, existen otro tipo de
citoquininas del tipo aromaticas, aisladas de derivados hidroxilados del BAP,
conocidos como topolinas, de las cuales la forma meta es la mas activa (Mok et.al.
2005). La actividad de estas methoxytopolinas ha sido demostrada mediante
bioensayos con crecimiento de callos en tabaco, induccion de sintesis de betacianina
en cotiledones de Amaranthus, en la actividad antisenescente en cebada y en la
formacion de clorofila en cotiledones de pepino. El rol de la citoquininas en la
micropropagacion convencional utilizando medios sdlidos, ha sido analizado en varias
especies de Rhodophiala, en las cuales se reportan coeficientes de multiplicacion muy
bajos (Jara et. al. 2004). Algunos autores han reportado que el uso de medios liquidos
es un excelente sistema para aumentar los indices de multiplicacion, especialmente
mediante el uso de la inmersién temporal en medios suplementados con citoquininas.
No obstante, recientemente se ha reportado que la aplicacion del BAP en el cultivo
bajo inmersion temporal de Musa no aumenta los indices de multiplicacion como
ocurre con otros cultivos, pero que mediante la aplicacion de meta-topolina estos
indices se elevan notablemente, evitAndose ademas realizar la fase de alargamiento
(Escalona et. al. 2003 a). En base a estos antecedentes es que el presente trabajo
tiene como objetivo comparar los indices de multiplicacion de microbulbillos in vitro de
R. splendens, utilizando medios de cultivo adicionado con las citoquininas meta-
topolina y BAP en forma sdlida y liquida, de tal forma de definir concentraciones
Optimas para inducir la brotacion y bulbificacion.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron microbulbillos de R. splendens originados de semillas, a los cuales se les
eliminaron las hojas, raices y escamas oxidadas para de esta forma realizarles un
corte basal y sembrarlos en frascos con 50 ml de medio de cultivo MS en estado sélido
y liquido, adicionado con 0, 2,2, 44 y 6,6 pmol/L de la citoquininas N°-
Benzilaminopurina (BAP) y N°- (3-hydroxibenzil) adenina (meta-topolina), de tal forma
de completar siete tratamiento en medio sélido y siete tratamientos en medio liquido,
con ocho repeticiones por tratamiento y un microbulbillo por frasco. Los cultivos se
mantuvieron en camara de luz artificial con un flujo de fotones fotosinteticamente
activos de 50 pymol/m?s!, fotoperiodo de 16 horas luz y una temperatura de 24°C,
evaluandose al cabo de 60 dias, la tasa de multiplicacién, mediante la relacion nUmero
de microbulbillos inicial + namero microbulbillos final/ nGmero microbulbillos inicial,
diametro ecuatorial y peso fresco de la planta completa, obteniendo de esta forma el
incremento de materia fresca de las plantulas. El procesamiento estadistico de los
datos consistio en el analisis de varianza (ANOVA) y test de Fisher (LSD) sobre el
efecto de los factores principales.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Del mismo modo como lo reportado para otras especies, la utilizacion de medios
liquidos fue mas favorable para aumentar la tasa de multiplicacion de R. splendens, la
cual presentd un promedio de 2,6 microbulbillos en el medio testigo liquido, en cambio
en medios solidos fue de 1,9. La incorporacion de citoquininas al medio de cultivo
aumento6 la tasa de mutiplicacion, observandose una mejor respuesta de la meta-
topolina que del BAP, tanto en medios sélidos como liquidos, con una tasa de
multiplicacién promedio de 3,4 microbulbillos, sin embargo, esta respuesta no fue
significativa, al igual que el estado del medio. Al analizar la interaccion para las
variables de calidad, solamente el peso de los microbulbillos se encuentra influenciado
significativamente por los diferentes tratamientos, con los mayores valores para el
medio soélido adicionado con meta-topolina en concentraciones de 2,2-6,6 pmol/L. En
cuanto al calibre de los microbulbillos estos presentaron un rango entre 0,19 y 0,37
cm. A pesar de que solamente se presentaron diferencias estadisticamente
significativas para el peso de los microbulbillos, el comportamiento de las demas
variables para algunos tratamientos fue mas favorable en los medios adicionados con
la citoquinina meta-topolina en medios liquidos.

CUADRO 1 Efecto del BAP y MTP sobre la tasa de multiplicacion promedio en R.
splendens, cultivadas en medio MS sélido y liquido estacionario.

Medio Sélido Medio Liquido estacionario
 Testigo BAP gMTP \ OTestigo  @BAP  EMTP \
4 4 —
c 35 = 35
© 73 = __ 02 3
S 3 25 — — — - 8 25
=R E— — — — © O 2
8215 — — = 215
== — — o Ss
= = — — S 19
=0T = = = = o5 |
0 :
0 22 44 6,6 0 22 a4 65
Concentracion pmol/L Concentracién pmol/L
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INTRODUCCION

El uso del medio liquido para la propagacion in vitro se considera una técnica ideal
para la propagacion masiva de plantas, porque reduce la manipulaciéon y es un
requisito indispensable para la automatizacion del proceso, ademas de disminuir los
costos operacionales. Sin embargo, su principal desventaja es la hiperhidricidad de los
tejidos. Para evitar este problema, se desarrollaron diferentes procedimientos, como el
cultivo en agitacion, el empleo de puentes de papel de filtro, tapones de celulosa,
esponjas, canastas flotantes etc. asi como el empleo de agentes quimicos
antivitrificantes. Alvard et al. (1993) estudiaron cinco métodos diferentes de cultivo en
comparacion con el medio sdlido en la propagacion de meristemas de bananos, desde
la cual surgié un nuevo concepto para el cultivo in vitro en medio liquido: la inmersion
temporal. Esta técnica se ha empleado exitosamente en la proliferacion de brotes
multiples, ya sea mediante organogénesis 0 embriogénesis somatica (Cuadro 1) o
para la obtencion de brotes aptos para el enraizamiento ex vitro y la aclimatizacién
siendo Cuba, uno de los paises pioneros en el desarrollo tecnoldgico de este sistema
(Escalona, 1999). Mediante un entrenamiento realizado en el Centro de Bioplantas
(Cuba), se logr6 obtener los conocimientos y capacitacion para implementar y
desarrollar el Sistema de Inmersion Temporal en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos
Vegetales, de la Universidad Austral de Chile, el cual fue aplicado inicialmente para el
cultivo de tres especies, de tal forma de controlar alguno de los factores que influyen
en el manejo de los BIT y del material vegetal, y de esta manera dejarlo en
condiciones aptas para ser utilizado en la micropropagacion de diferentes especies de
Rhodophiala chilenas.

CUADRO 1 Coeficientes de multiplicacion en micropropagacién convencional
(MC) y en Biorreactores de Inmersion Temporal (BIT)

Cultivo Variedad MC BIT
Cayena Lisa 8.0 68.8
C 91-301 3.7 34.1
Cafa de Azucar C1051-73 4.1 58.0
C120-78 3.9 30.2
C323-68 4.3 39.5
Cc85-212 3.8 31.6
Cc85-214 4.0 29.8
CP-5243 4.0 32.5
INIVIT 3.0 10.44
Malanga México 1 2.8 7.71
Banano FHIA-18 3.8 7.40
FHIA-O1 3.4 10.4
Gran Enano 4.0 16.6
Syngonium W. Butterfly 7.3 28.0
Pixie 2.2 18.4
Spathyphyllum Sensation 3.7 17.6
Phylodendrom Xanadu 2.0 8.8

Fuente: Centro de Bioplantas (2004)
MATERIAL Y METODOS
Para la instalacion del sistema se utilizé la tecnologia propuesta por Escalona (1999).
Las baterias de cultivo fueron frascos de vidrio de 1000 ml con tapa Twist off, con
nipples de bronce, anillos de goma del nipple, mangueras de silicona autoclavables de
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17", tuberias de PVC, filtros hidrofébos de 50 mm de diametro y 0,2 um de tamafio de
poro, electrovélvulas simples, programadores digitales y un compresor de aire. En un
frasco se colocaron los explantes compuestos de diez brotes de Lobelia bridgesii, Ruta
graveolens, y Nothofagus alessandri. Se sembraron tres frascos de cada especie
utilizando 40 ml de medio de cultivo por explante compuesto por las sales y vitaminas
de Murashigue y Skoog (1962) adicionado con 2,0% de sacarosa, 0,1 mg/L de ANA y
1,0 mg/L BAP, con un tiempo de inmersion de 3 minutos dos veces al dia, por 25
dias.

FIGURA 1 Montaje Sistema de Inmersidon Temporal en Laboratorio de Cultivo de
Tejidos Vegetales de la Universidad Austral de Chile.

RESULTADOS Y DISCUSION Ruta araveolens

El trabajo operacional de los BIT, desde la esterilizacién del medio de cultivo hasta la
siembra de las baterias involucra una menor manipulacion de los frascos de cultivo,
con lo cual los riesgos de contaminacién son menores. Sin embargo, para que esto
sea efectivo, es necesario tomar ciertas precauciones, como ser; evitar que los filtros
tomen contacto con el vapor del autoclave, que los nipples, tapas y mangueras estén
correctamente apretados, de tal forma de evitar que se suelten producto del calor y la
presion, ademas de evitar salidas de aire durante su funcionamiento. A pesar de que
en la instalacion de los BIT no fueron consideradas algunos de estos aspectos no se
presentaron pérdidas de material vegetal por contaminacién, con lo cual se logré un
100% de establecimiento de los brotes en las diferentes especies. Cada bateria
funcion6 correctamente, lograndose la regeneracién de brotes nuevos a partir de la
primera semana, no obstante, uno de los factores importantes ha considerar es el
tamafo de los explantes. De esta manera se puede concluir que la puesta en marcha
de este sistema de multiplicacion fue eficiente, con lo cual se encuentra en
condiciones apropiadas para ser utilizado en ensayos de micropropagacion de
Rhodophiala sp.
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INTRODUCCION

Chile posee una gran diversidad de especies bulbosas endémicas, constituyendo un
pool genético que merece ser rescatado y estudiado. Entre estas especies destacan
las pertenecientes a la Familia Amaryllidaceae, tales como R. bagnoldii, R. montana,
R. splendens y R. rhodolirion, las cuales se distribuyen desde la Ill a la X region de
nuestro pais. Son plantas gedfitas, que producen hermosas flores de llamativos
colores. Las investigaciones realizadas en torno a esta especie han sido
principalmente en torno a estudios citolégicos y de multiplicacion (Palma-Rojas, 1999)
Al igual que otras Amaryllidaceas, la propagacion a partir de bulbos en forma natural
no ha sido un método efectivo, ya que produce escasos bulbillos hijos, con lo cual se
han investigado otras alternativas tales como, el seccionamiento y obtencion de
escamas gemelas, el corte en cruz y el vaciado. La aplicacion de técnicas
biotecnoldgicas, mediante la micropropagacion, ha sido la mas utilizada en la mayoria
de las gedfitas que se desarrollan comercialmente. En el caso de Rhodophiala, esta
técnica ha sido aplicada en R. montana, R. rhodolirion, R. splendens y R. bagnoldii. No
obstante lo anterior, se espera que los conocimientos en la micropropagacion de otras
gedfitas sean aplicados exitosamente a las cuatro especies en estudio, de tal forma de
elaborar un protocolo para el cultivo in vitro, ya sea mediante la incorporacién de
material vegetativo o germinacion de semillas.

MATERIAL Y METODOS

Los ensayos se realizaron con escamas de bulbos y semillas de R. bagnoldii y R.
montana y bulbos in vitro de R. rhodolirion. El establecimiento in vitro se realizé
mediante las técnicas de desinfeccién habituales. Se llevaron a cabo ensayo con
escamas dobles, para determinar el efecto de la prevenciéon en la liberacion de
fenoles, con &cido citrico/acido ascérbico (AC/AA), Polivinil Pirrolidona (PVP) y carbén
activado, diferentes concentraciones de ANA y citoquininas, carbohidratos,
concentraciones de las macrosales del medio MS en combinacion con diferentes
concentraciones de sacarosa, y con microbulbillos se ensayaron medios de cultivo con
reduccion de macrosales y diferentes concentraciones de ANA/BAP, mientras que en
el caso de semillas se determiné el porcentaje de germinacion. Todos los ensayos se
incubaron a 16 horas luz, 21°C y un flujo de fotones fotosinteticamente activos de 50
umol/m?s'. Las evaluaciones se realizaron a los 30 dias de iniciado el cultivo,
evaluandose el niumero y longitud de brotes, hinchamiento de escamas, porcentaje de
oxidacion, sobrevivencia y porcentaje de germinacion.

RESULTADOS Y DISCUSION

El empardecimiento de los explantes se logré controlar en forma significativa mediante
la aplicacion de carbon activado al medio de cultivo en R. bagnoldii, mientras que en
R. montana la respuesta no presentd diferencias significativas entre los tratamientos,
no lograndose determinar una respuesta clara en cuanto a la efectividad de los
agentes antioxidantes. A pesar de la pérdida de material por oxidacion, se logré una
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tasa de sobrevivencia mayor del 46,7%, después de 30 dias de cultivo, sin embargo,
la regeneracion de brotes fue muy baja, del orden de 1-2 brotes por escama. Esta
respuesta, puede explicarse a que la evaluacién de las escamas se realizé a los 30
dias de incubacién y no a los 90 dias como lo realizado por otros investigadores.

CUADRO 1 Prevencién de la oxidacion y sobrevivencia en escamas de bulbos
de R. bagnoldii y R. montana sometidas a diferentes tratamientos.

R. montana
Fenolizacion (%)  Sobrevivencia

Tratamiento R. bagnoldii

Fenolizacion Sobrevivencia (%)

(%) (%)
Medios
MS 100% (testigo) 46,7b 46,7 40,0 90,0
MS 100% + CA 16,7 a 60,0 0 70,0
MS 75% 63,3 b 60,0 10,0 80,0
MS 75% + CA 10,0 a 53,3 30,0 70,0
Significancia * NS NS NS
Remojo antioxidantes
Control en agua 42,5 57,5 10,0 80,0
AC/AA 25,0 60,0 20,0 80,0
PVP 35,0 47,5 20,0 80,0
Significancia NS NS NS NS

Promedios en una columna seguidos por la misma letra no difieren estadisticamente entre si. Test de
Tukey (p < 0,05). a Datos representan un promedio de 10 escamas gemelas.

El efecto de medios con reguladores de crecimiento y carbohidratos, no fue
significativo para la brotacidon y/o bulbificacion en las escamas de R.montana. Esta
situacion también se presentd en R. bagnoldii en medios de cultivo adicionados con
carbon activado. A pesar del bajo porcentaje de brotacién, las escamas que formaron
brotes, se adaptaron a condiciones de cultivo in vitro, aumentado paulatinamente su
capacidad de regeneracion, como se observa en el Cuadro 2, en donde se alcanz6 un
porcentaje de brotacién de hasta un 55% para R. rhodolirion, activandose ademas la
bulbificacion con un maximo de 30% en medio MS normal.

CUADRO 2 Respuesta morfogénica de bulbillos in vitro de R. rhodolirion

Tratamientos Parametros evaluados

Macro MS (%) | ANA/BAP (mg/L) |Brotacién (%) |Enraizamiento (%) | Bulbificacion (%)
100 0/0 10.019.4 5.0+5.0 10.04+9.5
100 0,1/1,0 55.0+25.1 0.0£0.0 30.0+22.1
50 0/0 40.0+25.3 10.04£9.5 20.0+16.8
50 0,1/1,0 40.0+25.3 10.049.5 25.0+19.7

En relacion a la germinacion in vitro, R.montana present6 una curva mas uniforme, con
un porcentaje de germinacion del 40%; mientras que R. bagnoldii, present6 valores de
un 28%, a los 42 dias post siembra. Este sistema de propagacion ha sido mas
eficiente permitiendo aumentar notoriamente el banco de germoplasma de las cuatro
especies de Rhodophiala en estudio.
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INTRODUCCION

Rhodophiala rhodolirion es una planta ornamental gedfita nativa, con bulbo tunicado,
de 1-4,1 cm de diametro. Habita en las laderas secas y asoleadas de la Cordillera de
los Andes y de la Costa entre la V-VII Regién. Presenta una inflorescencia con una
sola flor solitaria grande, rosado-carmin, que la hace muy atractiva ornamentalmente.
Debido a que su propagacién vegetativa en forma natural no ha sido eficiente se han
debido estudiar otras alternativas de propagacion, como la micropropagacion, la cual
ha sido aplicada exitosamente en una gran cantidad de gedfitas ornamentales. Debido
a esto la presente investigacion plantea promover la formacién in vitro de brotes de
Rhodophiala rhodolirion bajo medios inductivos con diferentes concentraciones y tipos
de citoquininas.

MATERIAL Y METODOS

El ensayo se establecié con dos bulbos de Rhodophiala rhodolirion colectados en la
localidad de Pichuante, VII regién. Las escamas fueron sembradas en medio MS, con
macrosales reducidas al 75%, adicionado con agar (0,8%), carbén activado (0,5%),
sacarosa (3%) y acido naftalen acético, ANA (0,1 mg/L). El medio fue suplementado
con 6-Benzilaminopurina (BAP), 2-isopentiladenina (2iP), Tidiazurén (TDZ) y kinetina
(KIN) en concentraciones de 0,5 y 1,0 mg/L, ademdas de los testigos (T1 y T2) sin
reguladores de crecimiento (0/0) o solo con acido naftalen acético (0,1/0

Se aislaron secciones de escamas dobles de cada uno de los bulbos las que fueron
desinfectadas con etanol 70% e hipoclorito de sodio 1%. Se obtuvieron 131 secciones
del bulbo 1 y 69 del bulbo 2 (n=200). Cada seccion o “explante” se sembré en frascos
individuales con 10 mL de medio de cultivo, incubadas durante 120 dias en camara
con fotoperiodo de 16 horas luz, con un flujo de fotones fotosinteticamente activos de
50 umol/m?s® y 23°C, para finalmente realizar las siguientes evaluaciones: Nimero y
longitud de brotes con microbulbillos y porcentaje de brotaciéon

RESULTADOS

Los resultados indican que la sobrevivencia y brotaciéon alcanzan un valor promedio
del 26 y 21% respectivamente. La brotacién fue mas adecuada en el medio con 0,1
mg/L de ANA y 0,5 mg/L de BAP, sin diferencias estadisticamente significativas con
las citoquininas restantes. Por otra parte se presentd un rendimiento promedio de 28
microbulbillos por bulbo, lo cual refleja la baja capacidad de regeneracion que
presenta Rhodophiala rhodolirion a partir de material vegetativo (Cuadro 1).
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CUADRO 1 Parametros de sobrevivencia y brotacion en Rhodophiala rhodolirion

Trat. ANA/Citoquinina % %
(mg/L) Sobrevivencia | Brotacidn

1 0/0 (T1) 15 5
2 0,1/70,5 BAP 30 55
3 0,1/71,0 BAP 30 20
4 0,1/70,5 2iP 25 15
5 0,1/71,0 2iP 35 30
6 0,170,5 KIN 26 16
7 0,1/71,0 KIN 38 9
8 0,1/70,5 TDZz 25 5
9 0,1/71,0 TDZ 20 20
10 0,170 (T2) 15 35

Promedio 26 21

CUADRO 1 Namero y longitud de brotes en Rhodophiala rhodolirion

Conc. N° de Long. de
ANA/ZCitoquinina brotes brotes (cm)

(mg/L)
0/0 (T1) 0,05bc 0,05 b
0,170,5 BAP 0,55 a 0,3 a
0,1/71,0 BAP 0,2 abc 0,05 b
0,1/70,5 2iP 0,15 abc 0,12 ab
0,1/71,0 2iP 0,3 abc 0,15 ab
0,1/70,5 KIN 0,16 ab 0,13 ab
0,1/71,0 KIN 0,09 abc 0,07 ab
0,1/0,5 TDZz 0,05 c 0,15 ab
0,1/71,0 TDZz 0,2 abc 0,015 ab
0,170 (T2) 0,35 abc 0,08 ab

CONCLUSIONES

e La sobrevivencia y brotacién presenté valores promedio de un 26 y 21%

respectivamente.

e La mejor induccion de brotes se logré en el medio de cultivo adicionado con 0,1
mg/L de ANA y 0,5 mg/L de BAP, sin diferencias estadisticamente significativas

con las otras citoquininas.

e Se obtuvo un rendimiento promedio de 28 microbulbillos por bulbo.

*Trabajo Financiado mediante Proyecto FIA-BIOT-01-A-071
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INTRODUCCION

En floricultura se busca que las plantas cultivadas tengan grandes flores y fuertes
tallos. Esto ha llevado al uso preferencial de individuos poliploides como material
parental, siempre que éstos se encuentren disponibles en forma silvestre o cultivada,
en caso contrario puedan ser inducidos por medios artificiales. Las especies de
Rhodophiala presentan varias caracteristicas favorables, sin embargo el aumentar el
tamafio de la flor, intensidad de color, altura, etc., las haria mas atractivas para
diferentes mercados. Hoy en dia la mayor parte de los cultivares comerciales
corresponden a individuos tetraploides. La poliploidia se ha utilizado en numerosas
especies ornamentales, como por ejemplo en Begonia, hibridos de Chrysanthemum
indicum, Freesia, Gladiolus, Iris, Narcissus, hibridos de Pelargonium, Primula sinensis
y P. obconica, Rosa, Tagetes patula y Tulipa sp. En las plantas anteriores se han
creado individuos tetraploides, e incluso en algunas de ellas se han creado individuos
triploides, pentaploides y hasta hexaploides (Meerov, 2000).

Hoy en dia se reconoce la induccion de clones poliploides por medio de colchicina,
oryzalina u otro medio en diversas especies, asi como también han sido desarrolladas
técnicas citolégicas que permiten reconocer la dotacion cromosémica de diferentes
individuos (North, 1979). Ademas las técnicas de cultivo de tejidos in vitro estan
suficientemente desarrolladas para una multiplicidad de especies cultivadas, incluidas
muchas gedfitas. Existe informacion sobre otras bulbosas, la cual debe ser adaptada
para alcanzar las caracteristicas superiores deseadas, asi como también se espera
gue el manejo aplicado a Hippeastrum y a otras especies de similar morfologia en
otros paises, pueda ser aplicado exitosamente en las cuatro especies en estudio.

En base estos antecedentes el objetivo del presente trabajo fue evaluar la capacidad
de regeneracion y crecimiento en microbulbillos de Rhodophiala montana tratados con
una solucién de colchicina y determinar posteriormente su ploidia.

MATERIAL Y METODOS

Microbulbillos de Rhodophiala montana fueron cultivados en medio MS liquido,
adicionado con colchicina al 0,05%, durante 4 dias en agitacién constante. Luego este
medio fue desechado y reemplazado por uno fresco sin colchicina, en donde fueron
sembrados los microbulbillos realizandoles a la mitad de ellos un corte en cruz en la
zona bhasal y la otra mitad se sembraron sin corte en cruz, para ser incubados durante
60 dias. Ademas para comparar el crecimiento de microbulbillos tratados con
colchicina se incubaron microbulbillos sin la aplicacién de colchicina, con corte en cruz
y sin corte, incubandolos durante 30 dias. Cada microbulbillo fue sembrado en forma
individual, en medio MS solidificado con 0,8% de agar, e incubados en camara con
fotoperiodo de 16 horas luz, flujo de fotones fotosinteticamente activos de 50
umol/m3s' y 23°C, para realizar las siguientes evaluaciones: Nimero y longitud de
brotes y raices, numero y diametro de microbulbillos y sobrevivencia (%).
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La comprobacion de la duplicacion cromosdmica se realiz6 en puntas de raiz,
mediante tincidn citolégica y observacion microscépica (Grant et. al. 1984).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se observd que el coeficiente de multiplicacion fue mayor en los microbulbillos con
corte basal, tanto en los testigos y en los tratados con colchicina, presentandose en
los microbulbillos tratados con colchicina sin corte y con corte en cruz, una menor tasa
de sobrevivencia. Con respecto a la duplicacibn cromosOmica se encuentran en
evaluacion los diferentes genotipos tratados con colchicina, sin embargo se ha logrado
producir duplicacion cromosdmica en algunos genotipos, los cuales se encuentran en
multiplicacion

CUADRO 1 Sobrevivencia y regeneracion de R. montana sin y con aplicacién de
colchicina

Bvaluecionesinvitro (0diasde| R nmontamasin || Braluedones invitro (B0diasde| R nontamaoon
cultivo) aplicacion de aultivo) adlicacionde
colchicina colchidma
Sin corte| Con corte Sincorte Concorte)
Sabreviverdia (%9 100 10 || sooreviverdia (99 80a | 400b
Ndrero de brotes 11b | 202 ||Ngmerodebrotes 03 05
Longitud de brotes (am) 43 44 |lLongitud de brotes (@m) 07 08
Nrrero de raices 10 11  ||NIerode raices 07 05
Longitud de raices (am) 23 11 ||Longitud de raices (am) 15 11
NIero de rricrobulbillos 10b | 20a |IN‘verode ricroaulbills 10b | 16a
Diametro de rricrobulbillos (c)| 0,7 05 ||Daretrodemicohubillos )| 04a 02b
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GERMINACION DE SEMILLAS DE Rhodophiala spp.
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INTRODUCCION

Las especies del género Rhodophiala se caracterizan por poseer bulbos tunicados y
hojas linear lanceoladas. Sus flores de color amarillo, rosado o rojo de color amarillos,
rosado o rojo dispuestas en umbelas, el perigonio en forma de embudo esta formado
por 6 tépalos. El androceo presenta seis estambres con filamentos rojos y anteras
amarillas. Gineceo sincarpico compuesto de tres carpelos, ovario infero y estigma
trifido. Las semillas son negras, brillantes, aplanadas y levemente aladas (Pefailillo,
1999).

Durante los ultimos afios la Universidad Austral de Chile y la Universidad de Talca han
desarrollado estudios acerca del género Rhodophiala. En el marco de estas
investigaciones se ha utilizado material propagado a través de semilla el cual ha sido
colectado directamente desde su habitat natural. En el presente trabajo se describe la
dinamica de la germinaciéon de semillas de cuatro especies del género y las
condiciones en la cual es posible inducirla.

MATERIAL Y METODOS

Se indujo la germinacién in vitro e in vivo. Las especies estudiadas y la procedencia
del material vegetal se describen en el Cuadro 1, para los ensayos de germinacion in
vitro.

CUADRO 1 Ensayos realizados desde mayo a agosto de 2002.

Especie Lugar de colecta Temporada de colecta
R. splendens Vilches Alto, VIl region 1998 — 1999
R. montana Laguna del Maule, VII region 1998 — 1999
R. rhodolirion Pichuante, VII Region 1998 — 1999
R. bagnoldii La Serena, IV region 2001 — 2002

La metodologia empleada para el ingreso de las semillas in vitro fue la siguiente:
Lavado de las semillas en agua corriente con detergente en agitacion durante 30
minutos. Inmersion de las semillas 5 segundos en ETOH 70%. Inmersion de las
semillas 10 minutos en NaClO 1%, tres enjuagues con agua destilada estéril dentro de
camara de flujo laminar horizontal. Colocacion de las semillas en medio MS modificado
reduciéndose a la mitad la concentracion de macronutrientes.

De R. bagnoldii se sembraron 50 semillas. Se sembraron 2 grupos de 50 semillas de
R. splendens. Uno de estos grupos se sometié a un remojo en agua destilada durante
24 horas antes de ser ingresada a medio MS. Las semillas de R. rhodolirion y R.
montana se sometieron a un tratamiento de frio 8°C durante 3 y 4 semanas
respectivamente antes de ser ingresadas in vitro. Se sembraron 100 semillas de estas
dos especies. Para la germinacion in vivo se realizaron ensayos desde junio a agosto
de 2003 (Cuadro 2).
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CUADRO 2 Ensayos realizados desde Junio a Agosto de 2003

Especie Lugar de colecta Temporada de colecta
R. splendens Vilches Alto, VIl region Marzo 2003

R. montana Laguna del Maule, VII region Marzo 2003

R. rhodolirion Pichuante, VIl Region Marzo 2003

R. bagnoldii Huasco, Il region Noviembre 2002

Las semillas se desinfectaron en forma similar a la descrita para la germinacion in
vitro. Se colocaron grupos de 250 semillas de cada especie en camara de germinacién
Jacobsen a 20°C y 14 horas luz. En el caso de R. rhodolirion las semillas se
sometieron a un remojo en agua destilada en frio 4-8°C durante 4 semanas

RESULTADOS

Debido a que la germinacion de las semillas fue lenta y desuniforme en el tiempo se
presentan los resultados como curvas de germinacion a través del tiempo. Los
siguientes cuadro muestran la germinacién in vitro e in vivo de tres especies de
Rhodophiala

Los porcentajes maximos de germinacion in vitro fueron los siguientes: R. bagnoldii,
52 % en 40 dias; R. splendens (sin remojo previo) 80% en 70 dias, R. splendens (con
remojo previo) 84% en 50 dias; R. montana 73% en 50 dias. Los porcentajes maximos
de germinacidn in vivo fueron: R. bagnoldii 32% a los 20 dias; R. splendens 82% en 60
dias; R. rhodolirion 53% en 40 dias.

Germinacion in vitro de semillas de Rhodophiala Germinacién in vivo de semillas de Rhodophiala

100

& X, M & 80 —&—R. splendens
E i : Q
E L7 —e— R bagnoldii E 60 —— R. bagnoldii
£ —*— R montana £
8 + Rsplsin remojo g 40 —&—R. rhodolirion
3 B R splendens con remojo £ 20
<
<0 % —% t t t t + + | 0

P 0 20 40 60 80

Dias desde la siembra Dias desde la siembra
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9.0 Conclusiones y recomendaciones
Se indican las conclusiones obtenidas para cada objetivo planteado.

1.- El estudio de cariotipos revel6 que R. montana, R. splendens y R. bagnoldii
poseen un nimero cromosomico 2n = 2x = 18; mientras que R. rhodolirion 2n =
2x = 16. Esta ultima especie difiere de las restantes en estudio en cuanto a
morfologia cromosomica, lo que sugiere que R. rhodolirion est4 en una posicion
taxonémica mas alejada del resto de las especies. Las cuatro especies se
encontrarian en su estado natural en condicion diploide ya que los nimeros
basicos propuestos para el género son X =8y X = 9.

2.- El establecimiento de un protocolo de induccién de poliploidia dependera de
la especie, el genotipo y las condiciones de cultivo que estimulen un rapido
crecimiento y division celular activa que permitan la accion de antimitoticos
como la colchicina. En las especies en estudio, se obtuvo individuos poliploides
en R. splendens y R. montana siendo efectivos los tratamientos se semillas en
germinacion y microbulbillos en solucién de colchicina 0,1% aplicada por 8
horas in vitro , 0,2% aplicada por 4 horas in vitro e in vivo y cultivo de
microbulbillos en brotaciéon en medio adicionado con colchicina 0,05% P/V. Por
4 a 5 dias.

3.- Se demostré que es factible la induccion de poliploidia en R. montana y R.
splendens contandose con plantas poliploides que se encuentran en
observacion.

4.- El recuento de cromosomas permiti6 la identificacion de individuos
poliploides. Esta técnica puede ser complementada con estudios del tamafio de
estomas y la estimaciéon de la cantidad de ADN relativo a través de citometria
de imagenes.

5.- Existe una fuerte influencia del genotipo en la respuesta la multiplicacién in
vitro. Durante el desarrollo del proyecto se han identificado los genotipos con
una mayor capacidad de multiplicacion los que se encuentran disponibles en el
banco de germoplasma

6.- Se logré desarrollar un sistema eficiente de micropropagacion de material in
vitro a partir de microbulbillos utilizando medio MS liquido adicionado con
metatopolina. La aclimatizacibn de Rhodophiala a condiciones ex vitro es
exitosa mostrando una buena capacidad de adaptaciébn a condiciones de
invernadero frio.
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10.- Otros aspectos de interés

Se incorporé una nueva especie a condiciones in vitro, Rhodophiala ananuca,
la cual fue establecida a partir de escamas de bulbos. Esta especie ha
respondido en mejor forma al proceso de multiplicacion comparado con las
demas especies en estudio. Ademas se incorporaron 10 hibridos proveniente
de cruzamientos entre las diferentes especies.

Se comenzd a implementar el cultivo en medios liquidos por inmersién
temporal, mediante el cultivo de microbulbillos en biorreactores, de tal forma de
establecer diferentes condiciones de cultivo, tales como frecuencias y tiempos
de inmersion, cantidad de medio y de microbulbillos por biorreactor, junto con la
aplicacion de los reguladores de crecimiento meta-topolina y paclobutrazol para
mejorar la calidad y produccion de los microbulbillos, junto con evitar una
posible deshidratacion durante la etapa de aclimatizacion.

Se logré el establecimiento de callos embriogénicos a partir de material vegetal
de la parte aérea de plantulas in vitro (hojas) o del aislamiento de embriones
inmaduros, de tal forma que se determiné el medio de induccion de callos. Sin
embargo, no se continu6é con la realizacion de ensayos debido a la falta de
experiencia en reconocer los diferentes estados de desarrollo de los embriones
somaticos y a que es una técnica muy compleja, que necesita de mucha
dedicacion.
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Actividades desarrolladas en la Universidad de Talca

lll. Texto principal
1. Cumplimiento de los objetivos

1.1Evaluar métodos de crecimiento rapido de bulbos

Se cumpié totalmente, ya que durante la realizacion del proyecto se
evaluaron practicamente todos los factores que influyen en el crecimiento
de los bulbos. Se lleg6 a proponer una metodologia, la cual consiste en el
riego con solucion nutritiva de Cooper y la aplicacion de calor basal a los
bulbos. Lo que falta con respecto a esto ajustar la temperatura hasta
encontrar la mas adecuada para el desarrollo de las plantas

1.2 Cultivar las plantas poliploides

Se realiz6 el cultivo de las plantas disponibles, encontrandose que éstas
presentan una baja sobreviviencia. Algunos de los poliploides fueron
cultivados con calor basal registrandose su evolucion. Otros fueron
utilizados en ensayos, registrandose su respuesta a los tratamientos
aplicados.

1.3 Evaluar las plantas poliploides, esperandose evaluar también su
floracion

Este objetivo se cumplié parcialmente, y final del proyecto es posible contar
con graficos que muestran la evolucién fendlogica de las plantas poliploides
cultivadas. También se cuenta con cuadros que muestran la evolucion en
las caracteristicas mas importantes para evaluar el desarrollo de las
plantas, como son: didmetro, peso, nimero de hojas y nimero de raices.
Sin embargo, no fue posible evaluar la floracién de los poliploides.
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2. Aspectos metodolégicos

2.1 Descripcién de la metodologia efectivamente utilizada

2.1.1 Material Vegetal

Para la realizacion de los estudios y experimentos se utilizaron bulbos de R.
montana, R. bagnoldii, R. splendens, R. rhodolirion y R. ananuca, recolectados
y multiplicados durante la ejecucion del proyecto “Rescate y multiplicacién de
bulbosas nativas de valor comercial”. También se utlizaron bulbos
recolectados en las diferentes salidas a terreno realizadas durante la ejecucién
del proyecto, bulbos provenientes de almécigos realizados con semillas
recolectadas en las salidas a terreno y bulbos de cultivo in vitro provenientes
de la Universidad Austral de Chile.

2.1.2 Cultivo en invernadero

2.1.2.1Eleccion de las mejores condiciones térmicas para el crecimiento
y desarrollo de los bulbos

En enero de 2002 se sacaron de sus respectivos contenedores todos los
bulbos disponibles del proyecto financiado por FIA y ejecutado por la
Universidad de Talca denominado “Rescate y multiplicacion de bulbosas
nativas de valor comercial”, se separaron segun calibre y se plantaron en
macetas nuevas. Los bulbos con calibre hasta 6/7 se plantaron
individualmente en macetas plasticas de 12,5 cm de didametro y 11,5 cm de
alto, los bulbos con calibre mayor a 6/7 se plantaron individualmente en
macetas plasticas de 21 cm de diametro y 18 cm de alto. Como sustrato se
utilizé una mezcla de tierra de hojas y arena en proporcién 1:1. Posteriormente
se distribuyeron dejando la mitad en la Estacién Experimental Panguilemo de
la Universidad de Talca (Figura 2.1) donde se mantuvieron en invernadero sin
calefaccion y con enfriamiento de aire por medio de paneles evaporativos y
extractores, la otra parte se dejé en el invernadero de floricultura del Campus
Lircay de la Universidad (Figura 2.2), donde se mantuvieron sin calefaccion y
sin aclimatacion (Cuadro 2.1). El riego se realiz6 con manguera de modo que
el agua llegara a la zona de raices, con frecuencias de dia por medio en el
invernadero del Campus Lircay y dos veces por semana en el invernadero de
la E/E, en verano. En invierno los riegos se realizaron un dia a la semana.
Mensualmente, durante todo el periodo de duracién del proyecto se midié el
namero de hojas por planta, con el fin de determinar la época y el grado de
actividad de las plantas que se relaciona directamente con el crecimiento de
los bulbos.
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Figura 2.1 Invernadero E/E Panguile Figura 2.2 Invernadero Campus Licay

Cuadro 2.1 Distribucion por especie y calibre de los bulbos establecidos en E/E
Panguilemo y Campus Lircay al inicio y al final del registro

Enero de 2002 Enero de 2005
Especie Calibr N° bulbos N° bulbos N° bulbos N° bulbos
E/E Campus E/E Campus
e Panguilemo Lircay Panguilemo Lircay
R. montana 1 13 14 0 0
1/2 49 49 0 5
2/3 36 35 3 3
3/4 10 11 13 10
4/5 6 7 16 14
5/6 6 7 12 6
6/7 4 3
7/8 0 4
8/9 5 3
>8/9 8 0
R. splendens 1/2 6 7 0 5
2/3 24 24 6 10
3/4 30 31 6 4
4/5 14 13 3 2
5/6 13 14 5 1
6/7 3 3
7/8 4 0
9/10 1 0
R. bagnoldii 1/2 1 1 0 0
2/3 2 2 0 0
3/4 10 9 0 1
4/5 10 11 4 3
5/6 16 16 4 3
6/7 4 0
R. rhodolirion 3/4 1 1 0 0
4/5 1 1 0 0
5/6 3 3 0 0
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2.1.2.2 Experimentos de duracién y calidad de la luz

En junio de 2002 se comenzo a realizar un ensayo de luminosidad en plantulas
de las 4 especies de Rhodophiala para conocer el efecto de la intensidad de la
luz y el fotoperiodo sobre el niumero de hojas y el peso del bulbo luego de
algunos meses de cultivo. El ensayo se realizé en el invernadero de la E/E
Panguilemo con dimensiones de 40 m de largo y 8 m de ancho cubierto con
polietileno transparente de 0,2 mm. Para este ensayo se utilizaron plantulas
cultivadas desde semilla en bandeja speedling, las que al momento del
transplante presentaban una hoja emergida, éstas fueron colocadas en vasos
individuales transparentes de 11 cm de largo y 6,5 cm de diametro, con un
sustrato compuesto por tierra de hojas y arena en proporcion 1:1. Después de
la plantacién todos los vasos se regaron a saturacion. El manejo del cultivo
durante el ensayo incluyé riego cada vez que las plantas presentaban una
pérdida de humedad aproximada al 20% y aplicacion de solucion funguicida
(Captan 1g/L y Benlate 1g/L) cada dos riegos.

Para los efectos de intensidad luminica y fotoperiodo a los diferentes
tratamientos, se instalé una ampolleta incandescente de 75 watts con reflector
sobre cada parcela a una altura de 75 cm desde el nivel del suelo (Figura 4.3).
El funcionamiento de las ampolletas fue controlado mediante un reloj
programador, que permite el encendido y apagado automatico a la hora
correspondiente durante el dia o la noche. Los criterios utilizados en el manejo
del fotoperiodo del cultivo se basaron en el analisis de la informacion obtenida
en la tesis de grado “Andlisis del fotoperiodo en Chile y su aplicacion al cultivo
del crisantemo en Talca”. Para evitar que la luminosidad interfiriera en otras
parcelas se construyé un armazén de alambre sostenido por postes de madera,
el cual se cubrié con tela negra tipo raquelada por un lado y sarga por el otro,
fijadas a la estructura con pinzas de madera (Figura 2.4).

Para mantener un registro de la temperatura ambiental, se instalaron 3
termdémetros de maxima y minima a nivel de suelo y en el centro de una
parcela elegida al azar de cada uno de los tratamientos.

Se utiliz6 un disefio experimental completamente al azar con 4 tratamientos
para cada especie y 4 repeticiones por tratamiento. Cada repeticion
correspondié a una parcela experimental de 0,7 a 0,7 m con un total de 15 a 17
plantas por especie, excepto R. bagnoldii, que quedd con tres plantas por
parcela, ya que no se disponia de mas material. La distribucion de las plantas
dentro de cada parcela fue al azar. Los tratamientos fueron los siguientes:
Tratamiento 0: Control, sélo luz natural

Tratamiento 1:18.5 h continuas de luz artificial

Tratamiento 2: Interrupcion de la noche (luz artificial desde las 23:30 hasta las
02:00 de la madrugada)

Tratamiento 3: Luz complementaria (luz artificial desde el inicio del crepusculo
civil matutino hasta la hora de término del crepusculo civil vespertino).
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Figur 2.3 Ensayo de iluminacién 2002 Figura 2.4 Ensayo de iluminacién 2002

En junio de 2003 se comenz6 un nuevo ensayo para evaluar la influencia del
régimen de iluminacién sobre el comportamiento y desarrollo de plantulas de
Rhodophiala, esta vez se utilizaron dos niveles de intensidad luminosa en
plantulas de R. montana, R. bagnoldii y R. splendens, R. rhodolirion se
incorporod al ensayo en julio. Para este experimento se utilizaron plantulas que
habian sido cultivadas en vasos plasticos, las que al momento de la plantacion
presentaban 1 hoja emergida. El manejo del cultivo durante el ensayo incluy6
riego cada vez que las plantas presentaban una pérdida de humedad
aproximada al 20%.

El ensayo se realiz6 en el invernadero de la E/E Panguilemo.

Para los efectos de controlar la intensidad luminosa se instalaron 8 ampolletas
fluorescentes de 20 watts (que reemplazan a una de 75 watts en términos de
intensidad luminosa), con reflector a una altura del suelo a la base de la
ampolleta de 90 cm. El funcionamiento de las ampolletas fue controlado
mediante un reloj programador, que permite que las luces se enciendan y
apaguen automaticamente a la hora correspondiente. Las luces permanecieron
encendidas desde el inicio del crepusculo civil matutino hasta la hora de
término del crepusculo civil vespertino.

Para montar el ensayo se utiliz6 el mismo armazén de alambre y madera
construido de afo 2002. Para no interferir con la luminosidad entre los
tratamientos se colocaron pliegos de papel aluminio fijados a la estructura con
pinzas de madera.

Se utiliz6 un disefio experimental completamente al azar con 2 tratamientos
para cada especie y 4 repeticiones por tratamiento. Cada repeticion
correspondidé a una parcela experimental de 0,7 a 0,7 m con un total de 20
plantas por especie. La distribucion de las plantas dentro de cada parcela fue al
azar. Los tratamientos fueron los siguientes:

Tratamiento 0: Control, sélo luz natural

Tratamiento 1: Luz complementaria (luz artificial desde el inicio del crepusculo
civil matutino hasta la hora de término del crepusculo civil vespertino).

Se registré cada 15 dias el numero y longitud de hojas por planta, al final del
ensayo se evaluo calibre, peso, numero de raices por bulbo y muerte de
plantulas.
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2.1.2.3 Experimentos de aplicaciéon de calor basal a los bulbos

Con el fin de obtener un crecimiento mas rapido de los bulbos y basados en los
estudios realizados por Doorduin, |.C. y Verkerke, W. (2002) en Hippeastrum,
se realizaron dos ensayos de aplicacién de calor basal.

El primer ensayo comenzé a realizarse en mayo de 2004 en el invernadero de
la E/E Panguilemo de dimensiones totales de 40 m de largo y 8 m de ancho,
cubierto con polietileno transparente de 0,2 mm. Para el ensayo se dispuso de
un meson de propagacion de 3x1m cubierto con una capa de 6 cm de arena
hameda, el cual se dividi6 en dos sectores, en uno se dispuso una red de
cables calefactores en medio de la capa de arena para proporcionar el calor a
la base de los bulbos (Figuras 4.5 y 4.6). El otro sector quedd sin cables
calefactores. Las temperaturas registradas en el sector con calor en un dia de
invierno fueron: a las 08:00h 18°C, a las 11:00h 20°C y a las 16:00h 22°C,
mientras que en el sector sin calor fueron a las 08:00h fue 10°C, a las 11:00h
fue de 15°C y a las 16:00h fue de 18°C. No se han realizado registros durante
la noche.

Se utilizaron bulbillos de R. montana provenientes de cultivo in vitro, los cuales
se dividieron segun su origen (escamas o semillas) y segun su genotipo, y
dentro de cada genotipo se subdividieron de acuerdo al calibre inicial. Se
disponia de pocos bulbillos por genotipo, por lo que se hizo dificil obtener un
namero minimo unidades por repeticion. La mitad de los vasos de un mismo
genotipo, origen y calibre se coloraron en la parte de la mesa que disponia de
calor y la otra mitad de los vasos en el sector sin calor. También se colocaron
bulbillos de R. splendens, R. montana, R. bagnoldii y R. rhodolirion
provenientes de semillas, se realizaron 3 repeticiones de 10 plantulas cada una
de las 4 especies en el sector con calor y en sector sin calor.

Durante el invierno se reg6 una o dos veces por semana, y a partir de agosto
comenz6 un programa de fertirrigacion, basado en la aplicacion de solucion de
Cooper. Se realizé un ajuste de conductividad eléctrica y pH de la solucién de
riego basado en las recomendaciones realizadas en la literatura para
Hippeastrum, estableciéndose un valor de 1,8 mS/cm para la CE y 6,1 para pH.
La correccion de CE se realizé aplicando diferentes cantidades de soluciones
madre a la solucion de riego, la correccion de pH se realiz6 aplicando acido
fosférico. En el caso de R. bagnoldii no se aplicé este ultimo ya que el pH en
condiciones naturales es cercano a 8 cercano y el pH de la solucion original es
7,4. Desde septiembre cada 15 dias se realizaron riegos con agua pura con el
objeto de lavar las posibles sales acumuladas por la aplicacién de la solucion
fertilizante. Al término del ensayo se evalué el diametro y peso de los bulbillos,
namero de raices y numero de hojas.

En marzo de 2005 se establecié un nuevo ensayo de aplicacion de calor basal
a los bulbos. En esta oportunidad se utilizaron bulbos de mayor calibre, que
corresponden a los bulbos con que se inici6é el proyecto, también se utilizaron
los bulbos mas grandes del ensayo anterior Estos se distribuyeron
aleatoriamente en los 2 tratamientos (con calor basal y sin calor basal), ademas
se incluyeron en el tratamiento con calor los 3 bulbos tetraploides con que se
contaba. La metodologia utilizada fue similar a la descrita anteriormente. En
diciembre de 2005 los bulbillos fueron cosechados y se evaluaron las mismas
variables mencionadas anteriormente.
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Figura 4.5 Ensayo de apliacién de calor basal Figra 4.5 Enayo de aplicacion de
calor basal

2.1.2.4 Experimentos de exposicion al frio

En el mes de mayo de 2002 se establecieron dos ensayos con bulbos de R.
rhodolirion recolectados en el mes de abril en el sector Los Quefies, para
evaluar el efecto de distintos tratamientos de frio preplantacién y la presencia o
ausencia de raiz sobre el comportamiento de las plantas.

Primer ensayo en R. rhodolirion

Se utilizaron 48 bulbos calibre 10/11 a 13/14 separados en dos grupos: calibres
10/11y 11/12 (24 bulbos) y calibres 12/13 y 13/14 (24 bulbos). A ambos grupos
se aplicaron tres tratamientos de frio (0, 4 y 7 semanas). Los bulbos fueron
colocados en bolsas plasticas perforadas rellenas con aserrin humedo, previo a
ésto a todos los bulbos se les corto la raiz. Los bulbos del tratamiento control
fueron colocados en la bodega a temperatura ambiente hasta el momento de la
plantacion, los bulbos de los tratamientos restantes fueron colocados en el
refrigerador a una temperatura entre 8 y 10°C hasta cumplir el periodo de frio
respectivo, en el caso de los bulbos con tratamiento de 4 semanas de frio,
luego de cumplido este plazo los bulbos fueron sacados del refrigerador y
llevados a la bodega. Cuando se cumplieron las 7 semanas de frio del dltimo
tratamiento todos los bulbos fueron plantados.

La plantacién se realiz6 en macetas de 21 cm de didmetro y 18 cm de alto, en
un sustrato compuesto por tierra de hoja y arena en proporcion 1:1.
Posteriormente la mitad de los bulbos de cada tratamiento se traslado al
invernadero de la E/E Panguilemo y la otra mitad al invernadero del Campus
Lircay. Al momento de la plantacion se registré la presencia o ausencia de
raices y de hojas por bulbo. Se registré la fecha de la emergencia de las hojas
y cada 3 semanas desde la plantaciones ha evaluado el numero de hojas por
planta.

Segundo ensayo en R. rhodolirion

Los bulbos se separaron en dos grupos, calibre 7/8 a 8/9 (10 bulbos) y 14/15 a
15/16 (10 bulbos). Los bulbos de ambos grupos se sometieron a un tratamiento
de frio (entre 8 y 10°C) por 6 semanas. Una vez cumplido el periodo de frio se
tomaron 5 bulbos de cada grupo y se les corté la raiz. Posteriormente, todos
los bulbos (con y sin raiz) fueron plantados en macetas de 21 cm de diametro y
18 cm de alto con sustrato compuesto por una mezcla de tierra de hojas y
arena. Las plantas se trasladaron al invernadero del Campus Lircay. Se registré
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la fecha de la emergencia de las hojas y se evalué cada tres semanas el
numero de hojas por planta.

Ensayo realizado en R. montana

Se recolectaron bulbos de diferentes calibres en el sector Laguna del Maule,
los cuales fueron calibrados y separados en dos grupos: calibre 6/10 que
incluye bulbos calibre 6/7 a 9/10 (10 bulbos) y calibre 10/14, que incluye bulbos
calibre10/11 a 13/14 (10 bulbos). En cada grupo la mitad de los bulbos se
sometié a un tratamiento de 8 semanas de frio y la otra mitad se mantuvo
almacenada a temperatura ambiente.

Los bulbos que fueron sometidos a frio se colocaron en bolsas perforadas
rellenas con aserrin humedo y se mantuvieron en refrigerador a una
temperatura entre 8 y 10°C. Una vez cumplidas las 8 semanas de frio, todos
los bulbos (con y sin frio) se plantaron en macetas de 21 cm de didmetro y 18
cm de alto usando un sustrato compuesto por tierra de hojas y arena en
proporcion 1:2 y se dejaron bajo invernadero.

Al momento de la plantacidén de registrd la presencia o ausencia de raices y
namero de hojas por bulbo. Se registré la fecha de emergencia de hojas y cada
tres semanas desde plantacion se evalu6 el numero de hojas por planta.

2.1.2.5 Experimento de fertilizacion

Se estableci6 un ensayo para comparar el efecto de 3 diferentes
concentraciones de solucion nutritiva de Cooper sobre el crecimiento y
desarrollo de bulbillos provenientes de cultivo in vitro de 3 especies, R.
montana, R. splendens y R. bagnoldii.

El ensayo se realiz6 en el invernadero de la Estacion Experimental de
Panguilemo de la Universidad de Talca, de 40 m de largo y 8 m de ancho
cubierto con polietileno transparente de 0.2 mm. Los bulbitos que se utilizaron
en el ensayo estaban plantados individualmente en vasos plasticos
transparentes de 300 cc con una mezcla de tierra de hojas (previamente
desinfectada) y turba en proporcién 1:1. Los vasos se colocaron sobre el piso
del invernadero cubierto con plastico negro, distribuidos en forma aleatoria e
identificados con palos de helado pintados de diferente color, segun
tratamiento y especie.

Para la fertilizacién se utilizd solucion nutritiva de Cooper, la misma que se
utilizé para el ensayo de aplicacion de calor basal, en 3 concentraciones, 0, 100
y 200%. La aplicacion de fertilizante se realiz6 una vez por semana,
aplicandose 30 cc de solucion nutritiva por vaso, y cuando se requirieron riegos
adicionales, éstos se realizaron con agua pura.

Para cada especie los bulbitos de cultivo in vitro se dividieron segun el origen
(escamas o semilla), y segun el calibre. Los tratamientos se aplicaron segun la
cantidad de bulbillos disponibles para repeticion. El ensayo se estableci6 el dia
28 de julio de 2005, comenzandose con los riegos el mismo dia.

El experimento fue conducido en un disefio completamente al azar, segun la
especie y la disponibilidad de material

R. montana (provenientes de bulbo) con 3 niveles de fertilizacién (0, 100 y
200%).

R. montana (proveniente de semilla) con 2 niveles de fertilizaciéon (0 y 100%).
R. bagnoldii (proveniente de bulbo) con 3 niveles de fertilizacion (0, 100 y
200%).
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R. bagnoldii (proveniente de semilla) con 2 niveles de fertilizacion (0 y 100%).
R. splendens (proveniente de bulbo) con 3 niveles de fertilizacién (0, 100 y
200%).

Una vez finalizado el experimento se evalu6 el incremento en calibre de los
bulbillos.

Se realiz6 un analisis de varianza para determinar el efecto de los tratamientos
aplicados sobre la variable estudiada. Donde hubo significancia se realizé la
separacion de medias mediante el test de rango multiple de Duncan.

2.1.2.6 Manejo de bulbos provenientes de cultivo in vitro

A comienzos de julio de 2003 llegaron las primeras plantas producidas in vitro,
3 plantas tetraploides y 3 mixoploides de R. splendens, las plantas se
colocaron en el invernadero de la E/E Paguilemo donde fueron evaluadas
periodicamente.

A fines de mayo de 2004 lleg6é una nueva partida de bulbillos provenientes de
cultivo in vitro, esta vez de la especie R. montana. Llegaron 124 bulbillos de los
cuales 116 provenian escama y 8 de semilla, éstos fueron sacados de vitro y
enviados directamente a la U. de Talca. También llegaron 120 bulbillos de la
especie provenientes de escamas con un periodo de aclimatacion. Los bulbillos
se lavaron y se registré calibre, nimero y largo de hojas y se plantaron en
vasos de plastico transparente de 11 cm de alto por 6,5 cm de didmetro usando
un sustrato compuesto por turba y perlita en proporcion 1:1, los bulbillos se
plantaron superficialmente. Posteriormente se llevaron al invernadero de la E/E,
donde fueron evaluados periédicamente.

En enero de 2005 llegaron desde la U. Austral bulbillos de todas las especies
obtenidos desde escama y desde semilla, estos provenian directamente de
cultivo in vitro, sin periodo de aclimatacion. Luego de evaluar peso, didmetro
ecuatorial, N° de hojas y N° de raices los bulbillos fueron plantados en vasos
de plastico transparente de 11cm de alto y 6,5 cm de didmetro usando un
sustrato compuesto por turba y perlita en proporcion 1:1, los bulbillos se
plantaron superficialmente. Posteriormente se llevaron al invernadero de la E/E,
donde fueron evaluados periddicamente.

2.1.3 Otros

2.1.3.1 Estudios de propagacioén vegetativa

En mayo de 2004 se realiz6 un ensayo de propagacion vegetativa para
determinar con qué método se obtiene una produccién mas rapida de bulbos.
Las técnicas utilizadas se describen a continacion:

Seccionamiento: Consiste en remover las escamas externas del bulbo, las
raices y el cuello del bulbo, luego se corta verticalmente a través del centro,
generandose 2, 4, 6, 0 mas secciones dependiendo del numero de cortes
realizado. Esta técnica se utilizd en 1 bulbo de R. rhodolirion calibre 6/7 y 3
bulbos de R. bagnoldii calibre 7/8, 9/10 y 10/11.

Corte en cruz o scoring: Consiste en remover las raices y parte del plato basal
con un cuchillo, posteriormente se realizan cortes en cruz verticalmente, desde
el centro de la base del bulbo hasta una profundidad aproximada a un tercio del
tamafio de este, esta técnica se realiz6 con dos bulbos de R. bagnoldii calibre
12/13, dos bulbos de R. montana calibre 11/12 y 14/15 y un bulbo de R.
rhodolirion calibre 8/9.
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Ahuecado o scooping: Esta técnica consiste en eliminar completamente el plato
basal del bulbo con un cuchillo o cuchara cortante. Esta técnica se realiz6 con
tres bulbos de R. bagnoldii calibre 10/11, 14/15 y 15/16, R. rhodolirion calibre
7/8 y un bulbo de R. montana calibre 14/15.

Luego de realizados los cortes, los bulbos o secciones de bulbo se colocaron
en una bandeja con aserrin hiumedo en una habitacion cerrada con una
temperatura ambiental de alrededor de 20°C hasta que se realiz6 la evaluacién
final el dia 20 de septiembre de 2004.

2.1.2.2 Estudios de germinacion y desarrollo de plantulas

A fines de febrero de 2003 se colocaron en bandejas de germinacion con papel
filtro humedo 20 semillas de cada especie. Las cajas con semillas de R.
splendens y R. bagnoldii fueron llevadas a una bodega a temperatura ambiente
hasta que comenzaron a germinar. Las cajas con semillas de R. montana y R.
rhodolirion de colocaron en frio a una temperatura entre 8 y 10°C por 4 y 3
semanas, respectivamente. Una vez cumplido este periodo las cajas fueron
llevadas a la bodega hasta que las semillas comenzaron a germinar. A medida
gque se produjo la germinacién, las plantulas fueron colocadas en vasos
plasticos transparentes con una mezcla de tierra de hojas y arena en
proporcién 1:2. Las plantulas se mantuvieron en el invernadero del Campus
Lircay. Se evalu6 dias a germinacion, porcentaje de emergencia, nUmero y
longitud de hojas.

2.1.2.3 Siembras

Primera siembra

Entre enero y febrero de 2002 se realiz6 la primera siembra. Se utilizaron
semillas de R. montana y R. rhodolirion recolectadas en marzo de 2000, de R.
splendens recolectadas en marzo de 1999 y de R. bagnoldii recolectadas en
enero de 2002. A las tres primeras se les realizdé una pregerminaciéon en agua
y se dejaron en el laboratorio de hortalizas de la Universidad de Talca a una
temperatura aproximada de 18 a 20°C por una semana, posteriormente las
semillas se colocaron en cajas de germinacion con papel filtro himedo y se
asperjaron con una solucion fungicida de Captan y Benlate (1g/L). Luego, las
semillas de R. montana y R. rhodolirion se sometieron a frio (8-10°C) por 3y 4
semanas, respectivamente, mientras que Rhodophiala splendens se trasladé
inmediatamente a la E/E a una cdmara de germinacién sin luz y a una
temperatura ambiental de 15°C aproximadamente. Lo mismo ocurrié con las
dos primeras especies, pero después del tratamiento de frio. En el caso de R.
bagnoldii las semillas se pregerminaron directamente en las cajas de
germinacion y se llevaron inmediatamente a la camara de germinacion en la
E/E sin someterse a tratamiento de frio.

La siembra se realiz6 en bandejas speedling con turba humeda como sustrato
y se fue realizando en la medida que las semillas germinaban en las cajas de
germinacion en la camara. Todas las bandejas se colocaron en una piscina de
1,5x1,5x0,05m, la cual se construyé en el piso del invernadero de la E/E
Panguilemo con bordes de ladrillo y forrada con plastico negro. El riego fue por
subirrigacién, ademas, se realizaron riegos superficiales en forma de aspersion
y se procuré mantener una lamina de agua de aproximadamente un centimetro.

Segunda siembra
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En abril de 2002 se realizo la siembra de semillas recolectadas durante la
temporada en la precordillera de Los Andes en la VII regién, en esta
oportunidad se utilizaron semillas de R. splendens recolectadas en marzo en el
sector Radal 7 tazas, R. rhodolirion recolectadas en marzo en el sector Los
Quefies y R. montana recolectadas en marzo de 2000 en el sector Laguna del
Maule. Todas las semillas se sometieron a un tratamiento de pregerminacion
gue consistio en colocar las semillas en 5 cajas de germinacion por especie
(250 semillas por caja) con papel filtro humedecido con una solucion de Captan
(1g/L) y Benlate (1g/L). Posteriormente, las semillas de R. splendens se
llevaron a la E/E y se mantuvieron en una cémara de germinacion sin
luminosidad y a una temperatura ambiente entre 15 y 20°C. Las semillas de R.
rhodolirion y R. montana se sometieron a un tratamiento de frio (8 a 10°C) por
3 y 4 semanas, respectivamente. Una vez cumplido el periodo de frio se
llevaron a la camara de germinacion. Una vez que comenzaron a germinar se
procedié a la siembra en bandejas speedling con una mezcla de tierra de hojas
y arena en proporcion 1:1 como sustrato. Se registro la fecha de emergencia de
la primera hoja, nimero de plantulas emergidas y se observd el tipo
germinacion.

Tercera siembra

En abril de 2003 se coloraron 230 semillas de cada una de las especies de
Rhodophiala estudiadas en cajas de germinacion con papel filtro himedo. Las
cajas de R. splendens y R. bagnoldii se llevaron inmediatamente a una bodega
en el subterraneo del laboratorio y se mantuvieron en ese lugar hasta que
germinaron las semillas. Las cajas de R. montana y R. rhodolirion se llevaron a
frio por 4 y 3 semanas respectivamente, a una temperatura entre 8 y 10°C.
Transcurrido este tiempo se llevaron a la bodega. En la medida que las
semillas fueron germinando se sembraron individualmente en vasos plasticos
de 11 cm de alto y 6,5 de diametro usando un sustrato compuesto por tierra de
hojas y arena en proporcion 1:2. Los vasos se colocaron en el invernadero de
la E/E Panguilemo bajo subirrigacion hasta el momento de comenzar los
ensayos.

Cuarta siembra

En abril de 2004, la metodologia utilizada fue similar a la mencionada
anteriormente, también se utilizaron 230 semillas de cada una de las 4
especies.

Siembra de semillas provenientes de cruzamientos interespecificos

Se realizd la siembra de las semillas obtenidas en los cruzamientos
interespecificos realizados en la primavera de 2004 y verano de 2005. Las
semillas resultantes de cada cruzamiento se dividieron en dos grupos segun los
padres para probar diferentes condiciones de germinacién, en refrigerador a
5°C y en bodega a 15°C. En general, todos los cruzamientos en que uno de los
dos padres fue R. montana se colocaron a 5°C, ya que del proyecto anterior se
sabia que las semillas de esta especie requieren frio. Se mantuvieron en estas
condiciones hasta el momento de la emergencia de la radicula. Posteriormente
fueron transplantadas a una mezcla de tierra de hojas y arena en proporcion
1:1 (desinfectada). Se colocaron en el invernadero de la Estacion Experimental
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Panguilemo, registrandose la fecha de emergencia de la primera hoja (Figura
4.7).

Figura 2.7 Emergencia de plantulas de Hibridos

Pruebas de germinacion en semillas de Rhodophiala ananuca

Desde el primero de julio de 2005 se realiz6 un ensayo para determinar los
requerimientos de germinacion de la especie R. ananuca, recientemente
incluida en el proyecto. Se evalué la aplicacién de diferentes periodos de frio
hamedo sobre la germinacion de las semillas.

El ensayo se realiz6 en el Laboratorio de Hortalizas de la Universidad de Talca,
ubicado en el Campus Lircay. Para el periodo de frio se utilizé un refrigerador
casero al cual se le ajusto la temperatura de refrigeracion a 5°C. Para embeber
las semillas se utilizaron vasos de precipitado, y para las pruebas de
germinacion se utilizaron cajas plasticas con papel filtro humedecido con agua
destilada. Las semillas provenientes de la localidad de Aguada de Tongoy, I
region, recolectadas a fines de octubre de 2004 fueron desinfectadas con
solucion de Captan al 0.1%. Posteriormente fueron colocadas en vasos de
precipitado con agua destilada por 48 horas. Al finalizar este periodo 100
semillas fueron trasladadas a sustrato y las 400 restantes se distribuyeron en
las cajas de germinacion y se colocaron en el refrigerador durante 1, 2, 3y 4
semanas, una vez cumplido el periodo de frio se sembraron en bandejas con
una mezcla tierra de hojas mas arena en proporcion 1:1 (desinfectada) y se
colocaron en el invernadero de la Estacion Experimental Panguilemo. Todas
las semillas pasaron a sustrato aunque no se registrara germinacion al
momento de la evaluacion.

Se realizd un experimento sencillo en el que se midid el nimero de semillas
germinadas en cada tratamiento y se calcul6 el porcentaje de germinaciéon a 1,
2, 3,y 4 semanas desde la plantacion, después de los respectivos periodos de
frio.

Se evalu6 el numero de semillas germinadas en cada tratamiento cada semana
después de la siembra y se calcul6 el porcentaje de germinacion.

Se realiz6 el célculo de los porcentajes.
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2.1.2.4 Estudios de morfologia del bulbo

Se realizaron varias disecciones de bulbos (cuadro 2. ), con el fin de conocer la
morfologia del bulbo y saber si existe relacion entre el nUmero de escamas y el
namero de yemas florales.

Para la diseccion se lavd muy bien el bulbo, eliminando restos de tierra y
tunica, posteriormente utilizando un cuchillo bien afilado se eliminé escama por
escama describiendo el tipo de estructura, hasta llegar al centro del bulbo.

Cuadro 2. Disecciones de bulbo realizadas durante el proyecto

Especie Calibre Fecha

R. bagnoldii 24/25 Marzo de 2003
R. splendens 14/15 Agosto de 2004
R. bagnoldii 24/25 Marzo 2005

R. bagnoldii 17/18 Marzo 2005

R. ananuca 23/24 Marzo de 2005

2.1.2.5 Cruzamientos interespecificos e intergénero
Durante las temporadas 2004 y 2005 se realizaron cruzamientos entre las
especies estudiadas, utilizando la siguiente metodologia:
A partir de fines de octubre de 2004, al inicio de la temporada de floracion, se
comenz6 con un programa de cruzamientos, para lo cual previamente se
cosechd el polen temprano en la mafiana, por lo tanto, en la tarde anterior se
marcaron todos los botones que potencialmente abririan al dia siguiente y se
cubrieron con un capuchon de papel para evitar la polinizacion natural. El polen
se extrajo con un pincel delgado con el que se cepillaron suavemente las
anteras, colocando por debajo de estas un frasco para recoger el polen. El
polen recolectado puede usarse inmediatamente si hay flores listas, es decir,
con estigma receptivo. Si no se utiliza, debe ser almacenado en un frasco
sellado herméticamente en el refrigerador.
Las flores utilizadas como hembras también se seleccionaron el dia anterior.
Aquellas que presentaban botones a punto de abrir se cubrieron con
capuchones de papel. Al dia siguiente se observO que las anteras aun
estuvieran inmaduras, se emascularon y las flores se polinizaron con el polen
recogido. Para realizar la polinizacion se utilizé un pincel fino que se introdujo
en el frasco con polen, luego este polen se depositd en el pistilo de la flor
femenina, posteriormente la flor se cubri6 con un capuchén de papel por un
dia. Cuando los frutos cuajados maduraron, se cosecharon las semillas y se
almacenaron en frascos de vidrio con gel de silice a temperatura ambiente. Se
calcul6 el porcentaje de fructificacién, segun la siguiente formula:

%Fructificacion=(N° de frutos cuajados/N° de flores polinizadas)*100

Cada flor polinizada se identific6 con una tarjeta que contenia la siguiente
informacion:

-Fecha de recoleccion del polen

-Fecha de polinizacién

-Nombre de los padres

Durante la temporada 2005 se repitié la metodologia utilizada el afio anterior,
para la recoleccion de polen y polinizacién de flores. Se procurd realizar los
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cruzamientos que no se realizaron la temporada anterior y se incluyo la especie
Phycella australis. En esta etapa se realizaron autopolinizaciones (con el polen
de la misma flor), polinizacién cruzada con el polen de otra planta (de la misma
especie) y polinizacién cruzada con otras especies. El objetivo fue determinar
el grado de autipolinizacion que presentan las especies en relacion a la
polinizacion cruzada.

2.1.2.6 Excursiones y recoleccion de material vegetal

Durante la realizacion del proyecto se realizaron varias excursiones, tanto la
precordillera de la VIl Regién, como al norte chico, Il y IV regiones. En el
Cuadro 2. Se muestran los lugares visitados y el objetivo de la excursion.

Cuadro 2. Excursiones realizadas durante la ejecucion del proyecto y
objetivo buscado.

Lugar Fecha Objetivo/actividad

Los Quefies (VII) |Marzo de 2002 | Recoleccién de semillas de R. rhodolirion
Laguna del Maule | Marzo de Recoleccién de semillas de R. montana
(WD) 2002*

Radal 7 tazas
(D)

Marzo de 2002

Recoleccién de semillas de R. splendens

Los Quefies (VII | Abril de 2002 | Recoleccién de bulbos de R. rhodolirion
Llanos Amarillos | Septiembre Recoleccion de bulbos y semillas de R.
(1 2002** bagnoldii

Llanos Amarillos | Octubre de Recoleccién de semillas de R. bagnoldii
(1 2002***

Laguna del Maule
(Vi)

Marzo 2003 4

Recoleccion de semillas y bulbos de R.
montana

Los Quefies (VII)

Marzo de 2003
5

Recoleccion de semillas de R. rhodolirion

Radal 7 tazas
(VI

Marzo de 2003
6

Recolecciéon de semillas de R. splendens

Laguna del Maule
(VII)

Marzo de 2004

Recoleccion de semillas de R. montana

Los Quefies (VII)

Marzo de 2004

Recoleccién de bulbos y semillas de R.
bagnoldii. Muestra de suelo

Radal 7 tazas
(VI

Marzo de 2004

Recoleccion de semillas de R. splendens

Radal 7 tazas
(Vi

agosto de 2004

Recoleccién de bulbos de R. splendens,
mediciones de temperatura del suelo,

intensidad luminosa, profundidad y tamafio de
los bulbos

2.1.2.7 Registro de temperaturas maximas y minimas diarias

Durante todo el periodo de realizacion del proyecto se registraron las
temperaturas extremas diarias en la E/E Panguilemo a través de un sensor
instalado dentro del invernadero, y en el invernadero del Campus Lircay a
través de un termometro de maxima y minima. Los registros se adjuntan en el
Anexo 2.
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2.1.2.8 Envio de material vegetal

Se realizaron envios periédicos de material vegetal a la Universidad Austral, el
cual consistié en semillas y/o bulbos de las especies en estudios. Asi mismo,
se recibié peribdicamente material vegetal proveniente de cultivo in vitro tanto
de bulbos como de semillas de las especies estudiadas.

2.2 Principales problemas metodoldgicos enfrentados

2.2.1 Evaluacion de métodos de crecimiento rapido de bulbos

El principal problema metodoldgico enfrentado fue la falta de material vegetal
homogéneo para trabajar, en general se trabajé con pocas repeticiones y una
cantidad de unidades experimentales minima por tratamiento en cada ensayo.
Durante el desarrollo del proyecto se descubrio que la especie Rhodophiala
rhodolirion es muy dificil de trabajar, los bulbos recolectados presentaron una
alta mortalidad, asi como también aquellos obtenidos desde semilla, por lo que
finalmente fue reemplazada del proyecto.

2.2.2 Cultivo de plantas poliploides
En general se realiz6 como estaba previsto el Unico inconveniente fue que las
plantas poliploides presentaron baja sobrevivencia.

2.2.3 Evaluacion de los poliploides incluida su floracion
La evaluacion de los poliploides en cuanto a su desarrollo vegetativo se realizo
como estaba previsto, sin embargo, no fue posible evaluar la floracién de éstos.

2.3 Adaptaciones o modificaciones introducidas durante la ejecucién del
proyecto y explicacién de estas modificaciones

2.3.1 Evaluacién de métodos de crecimiento rapido de bulbos
Originalmente los riegos se realizarian con un fertilizante soluble completo con
microelementos de SOQUIMICH, utilizando una solucion con 80 ppm de
nitrégeno. Finalmente los riegos se realizaron s6lo con agua, excepto en los
experimentos de aplicacion de calor basal y fertilizacion en que se aplico
solucion de Cooper, debido a que a que entrega una mayor cantidad de
nutrientes.

2.3.2 Cultivo de plantas poliploides

En la propuesta original se planted el uso de una mezcla de tierra de hojas y
arena (1:1) o turba y arena (1:1) como sustrato para los bulbos poliploides, esta
se reemplazo6 por una mezcla de turba y perlita (1:1), ya que esta proporciona
una mejor aireacién y tiene una mejor capacidad de retencion de humedad.

2.3.3 Evaluacion de los poliploides incluida su floracion

La metodologia indicaba que se llevaria un registro mensual de la evolucion de
las plantas con mediciones del nimero de hojas, esto se combind con la
medicion del calibre de las plantas aproximadamente cada 6 meses.
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3. Descripcion de las actividades y tareas ejecutadas

Actividades afio 2002 ejecutadas programadas

Recoleccion de material en|si Si

ambiente natural

Siembra de semillas nuevas Si Si

Evaluacion de crecimiento vy|si Si

desarrollo de bulbos en

invernadero climatizado versus

no climatizado

Siembra de semillas antiguas Si Si

Experimentos de duracion vy |no Si A esta fecha adn no se

calidad de la luz en bulbos obtenian bulbos poliploides

poliploides

Aclimatacion de plantulas | no Si A esta fecha ain no se

poliploides obtenian plantas poliploides

Actividades afio 2003 ejecutadas programadas

Recoleccion de material vegetal | si Si

en ambiente natural

Siembra de semillas nuevas Si Si

Experimentos de duracion vy Si Si

calidad de la luz en bulbos

diploides

Experimentos de exposicion al | parcialmente | si So6lo se realiz6 en bulbos de

frio R. rhodolirion

Plantacion y cultivo de bulbos | parcialmente | si Las plantas poliploides

poliploides junto con diploides obtenidas presentaron baja
sobreviviencia

Aclimatacion de plantulas | parcialmente | si Las plantas poliploides

poliploides obtenidas presentaron baja
sobreviviencia

Actividades afio 2004 ejecutadas programadas

Recoleccion de material vegetal |si Si

en ambiente natural

Siembra de semillas nuevas Si Si

Plantacion y cultivo de bulbos Si Si

poliploides junto con diploides

Aclimatacién de plantulas si si

poliploides

Experimentos de exposicion al parcialmente si Solo se realizé en bulbos de

frio R. montana

Experimento de aplicacion de Si no

calor basal

Cruzamientos Si no

Evaluacion de caracteristicas no Si AUn no se ha obtenido

ornamentales de plantas floracion de los poliploides

poliploides obtenidos
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Actividades afio 2005 ejecutadas |programadas

Plantacion y cultivo de bulbos Si Si
poliploides junto con diploides

Aclimatacion de plantulas Si Si
poliploides

Evaluacion de caracteristicas no Si No se ha obtenido floracion
ornamentales de plantas de los poliploides inducidos
poliploides

Establecimiento de banco de si Si
germoplasma

Publicaciones

Experimento de fertilizacion Si no

Experimento de aplicacion de Si no
calor basal

Actividades afio 2006 ejecutadas |programadas

Evaluacion de caracteristicas no Si No se ha obtenido
ornamentales de plantas poliploides floracion de los
poliploides

Cruzamientos Si no

Recuento de material vegetal Si Si

Publicacién en revista especializada no Si

Elaboracién informe final si si

4. Resultados del proyecto

4.1 Material vegetal

Al finalizar el proyecto se ha realizado un recuento general del material vegetal
disponible en Talca, incluyendo bulbos de todas las especies estudiadas,
provenientes del proyecto “Multiplicacion de bulbosas nativas de valor
comercial”, recolectados durante la ejecucion del proyecto y provenientes de
cultivo in vitro. También, se realiz0 el recuento de semillas almacenadas,
provenientes principalmente de las recolecciones en terreno. En este inventario
se agregan los hibridos, plantulas y semillas producto de los cruzamientos
realizados durante las temporadas 2004-2005 y 2005-2006. El detalle se
presenta en el Anexo 1.

4.2 Cultivo en invernadero
4.2.1 Eleccién de la mejores condiciones térmicas para el crecimiento y
desarrollo de los bulbos

R. montana: En las figuras 4.1 a 4.7, se muestra la evolucion en el numero de
hojas en plantas de R. montana de diferentes calibres, medidas durante el
periodo de ejecucion del proyecto. Las plantas cultivadas en el invernadero de
la E/E Panguilemo presentaron un desarrollo de area foliar levemente mayor
gue las cultivadas en el invernadero del Campus Lircay, con excepcion del
calibre 6/7, en que esto no se aprecia claramente. En general, se observé una
periodicidad en la aparicion de hojas con un maximo en primavera, entre
septiembre y noviembre independiente del invernadero en que crecieron En
calibres menores a 6/7, se observo otro periodo de maxima produccion de

Informe Técnico Final




Proyecto FIA cédigo Biot 01-A-071
“Aplicaciones biotecnolégicas en el mejoramiento genético de cuatro especies de
Rhodophiala chilenas”

hojas a comienzos de verano. Aparentemente esta especie presenta en cultivo
un pequefio periodo de receso a fines de verano.

R. splendens: En la figuras 4.8 a 4.12 Se observa la evolucién en el nUmero de
hojas por planta. Practicamente no hubieron diferencias entre ambos
invernaderos, la produccién de hojas fue muy similar. EI mayor nidmero de
hojas se observo en primavera, ademas, se observo una pequefa alza entre
marzo y mayo (dependiendo del calibre). Ambos periodos fueron seguidos de
otro con escasa o nula produccién de hojas.
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Figura 4.4 Promedio de N° de hojas en R. montana calibre 4/5 afios 2002 a 2006
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Figura 4.7 Promedio de N° de hojas en R. montana calibre 7/8 afios 2004 a 2006
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Figura 4.10 Promedio de N° de hojas en R. splendens calibre 3/4 afios 2002 a 2006
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Figura 4.12 Promedio de N° de hojas en R. splendens calibre 5/6 afios 2002 a 2006
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Figura 4.13 Promedio de N° de hojas en R. bagnoldii calibre 1/2 afios 2002 a 2003

Figura 4.14 Promedio de N° de hojas en R. bagnoldii calibre 2/3 afios 2002 a 2003
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Figura 4.15 Promedio de N° de hojas en R. bagnoldii calibre 3/4 afios 2002 a 2006
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Figura 4.16 Promedio de N° de hojas en R. bagnoldii calibre 4/5 afios 2002 a 2006
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Figura 4.17 Promedio de N° de hojas en R. bagnoldii calibre 5/6 afios 2002 a 2006
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Figura 4.18 Promedio de N° de hojas en R. bagnoldii calibre 6/7 afios 2004 a 2006
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Figura 4.19 Promedio de N° de hojas en R. rhodolirion calibre 3/4 afios 2002 a 2003
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Figura 4.20 Promedio de N° de hojas en R. rhodolirion calibre 4/5 afios 2002 a 2005
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R. bagnoldii: En las figuras 4.13 a 4.18 se observa la evolucion en el numero de hojas para
diferentes calibres, éste fue levemente mayor en el invernadero de la E/E Panguilemo. Se
aprecio que el maximo numero de hojas se produce entre fines de invierno y principios de
primavera, con un marcado receso en los meses de verano. En casi todos los calibres,
excepto 6/7, se observéd una leve alza otofial, la cual podria indicar una mayor periodicidad
en el desarrollo de los bulbo.

R. rhodolirion: No se observo claramente cual fue el mejor ambiente para el crecimiento de
las plantas. En las figuras 4.19 y 4.20 se observa que las plantas mostraron 2 o 3 alzas
marcadas en el nimero de hojas durante el periodo de registro, también se observa un
marcado receso en verano y otro minimo entre abril y mayo.

Durante su ciclo de crecimiento y desarrollo las plantas muestran un ritmo constante de
produccion de hojas y yemas florales. En la naturaleza, estas plantas florecen una vez al
afio, por lo cual, es probable que durante un afio (o una temporada) las plantas desarrollen
primero hojas y posteriormente yemas florales (aunque esta puedan ser o no emitidas), para
luego entrar a un periodo de receso mas o menos largo. La periodicidad que muestran estas
especies con mas de un maximo en el nimero de hojas por planta por temporada, podria ser
un indicio de que este ciclo de desarrollo sucede en plantas cultivadas mas de una vez por
afio, con lo cual se podria cambiar la época de floracion, lo que se ha observado en las
especies R. montana y R. bagnoldii. Seria interesante estudiar en qué momento se forma la
vara floral y cuales son los factores que determinar la floracion de las especies.
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4.2.2 Experimentos de duracion y calidad de la luz

El Cuadro 4.1 se muestran los resultados obtenidos en diciembre del afio 2002
luego de 6 meses de tratamiento con diferentes intensidades de iluminacion y
fotoperiodo. El efecto sobre el diametro ecuatorial fue significativo solo en el caso
de R. splendens siendo mayor en los tratamientos en los tratamientos sin luz
artificial, con luz continua y con interrupcion nocturna que con el uso de luz
complementaria. El efecto sobre el peso del bulbo y sobre en N2 de raices no fue
significativo en ninguna de las especies. El efecto sobre el nimero de hojas fue
significativo solo en la especie R. splendens siendo mayor en el tratamiento con
interrupcidn noctura, pero no distinto de los tratamientos sin luz artificial y con luz
continua los que a su vez fueron mayores pero no diferentes estadisticamente del
tratamiento con luz complementaria.

En la especie R. bagnoldii no se obtuvo en el momento de la cosecha suficiente
material para realizar analisis estadistico.

Cuadro 4.1 Efecto de los tratamientos de luz aplicados sobre el diametro, peso y N° de
raices en 3 especies de Rhodophiala

R. splendens R. montana R. rhodolirion
Tratamiento Diam. Peso N° de N° de Dian Peso N° de N° de Diam. Peso | N°de N° de
ecuat. (9) raices hojas ecuat. (9) raices | hojas Ecuat. (9) raices | hojas
(mm) 9 ] (mm) g J (mm) g J
Sin luz artificial 6,34 a 1,38 3,83 1,54 ab 571 1,14 3,85 1,67 514 |03 0,84 0
Luz continua 6,42 a 1,37 4,18 1,25 ab 6,13 1,41 3,95 1,5 515 |0,26 1,04 0
Interrupcion
nocturna 6,24 a 1,54 4,15 1,83 a 5,64 0,96 3,72 1,87 5,14 | 0,26 1 0
Luz
complementaria 57b 0,99 3,65 1,13 b 5,41 0,97 3,74 1,38 4,83 |0,27 0,87 0
significancia * n.s. n.s. * n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Los resultados obtenidos el afio 2003 son parecidos, ya que no hubo diferencias
significativas entre los tratamientos aplicados, como se muestra en el Cuadro 4.2,
excepto en la variable peso de bulbo para la especie R. splendens, en que se
obtuvo un mayor peso promedio en bulbos tratados con luz artificial. Para la
especie R. bagnoldii el diametro ecuatorial fue significativamente mayor en los
bulbos tratados con luz artificial.

En el cuadro 4.3 se muestra el efecto sobre las variables N° de hojas por planta y
N° de raices por planta. Como se aprecia, tampoco existieron diferencias
significativas entre los tratamientos aplicados, excepto en la especie R. bagnoldii,
en que el N° de hojas fue significativamente mayor en las plantas tratadas con luz
artificial.
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Cuadro 4.2 Efecto de los tratamientos aplicados sobre el diametro ecuatorial, longitudinal y
peso en 4 especies de Rhodophiala

R. splendens R.montana R. rhodolirion R. bagnoldii
Tratamiento Diam. Diam Peso Diam. Diam Peso Diam. Diam Peso Diam. Diam Peso
Ecuat. | long. © Ecuat. | long. © Ecuat. | long. © Ecuat. | long. ©
mm) | mm) | 9 | @m) [m)| @ | @mm) | mm) | 9 | @m) | mm) | 9

Sm_lqz 4,78 18,26 | 0,46 4,83 14 0,51 5,46 25,12 | 0,51 5,06 20,76 | 0,38
artificial
Con luz

e - 4,8 18,37 | 0,52 4,96 15,1 0,51 5,47 15,7 0,53 5,34 22,2 0,4
artificial

n.s. n.s. * n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. * n.s. n.s.

Cuadro 4.3 Efecto de los tratamientos aplicados sobre el N° de raices y N° de hojas en 4
especies de Rhodophiala

R splendens R. montana R. rhodolirion R. bagnoldii

Tratamiento N° de N° de N° de N° de Ne de Ne de N° de Ne de

raices hojas raices hojas raices hojas raices hojas

Sin luz 3,52 0,6 3,18 0,72 1,29 0,015 1,86 0,14
artificial

Con luz 3,53 0,8 3,23 0,72 1,54 0,015 1,94 0,22
artificial

n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. *

4.2.3 Experimentos de aplicacion de calor basal

En el Cuadro 4.4 se muestran los resultados obtenidos en el ensayo de aplicacion
basal realizado el afio 2004. En general, el factor que mas se vio afectado por la
aplicacion de los tratamientos fue el diametro del bulbo, el cual fue
significativamente mayor en los bulbos de R. montana, R. bagnoldii y el clon
MB130 de R. montana tratados con calor basal. También, se observo un efecto
significativo sobre el peso, siendo este valor mayor en los bulbos de R. montana,
R. splendens y R. bagnoldii tratados con calor basal. El nimero de hojas soélo fue
significativamente diferente en la especie R. bagnoldii, siendo mayor en los bulbos
tratados con calor basal.

Cuadro 4.4 Efecto del calor basal sobre diametro ecuatorial, peso, N° de hojas y N° de raices
en 3 especies de Rhodophialay el Clon MB 130 de R. montana. Ensayo afio 2004

R. montana R. splendens R. bagnoldii R. montana  Clones
MB130
Tratamientd Diam. Peso |N° de| N°de Diam. Peso |[N° de| N°de Diam. Peso |N° de| N°de Diam. Peso | N° [N°de
Ecuat (g) | raiceg hojas Ecuat (g) [raices| hojas Ecuat, (9) raices hojas Ecuat (g) |raices| hojas
(mm) (mm) (mm) (mm)
Con calor |9,1a |43a |45 2,36 | 6,7 32a |43a |21 70a |22a |44 1,4 8la |22 4,4 1,4
basal
Sin calor |82b |38b |4,8 2,53 |6,3 25b |36b |18 6,0b |1,7b |4 18 6,1b |18 4 18
basal
* * n.s. |{n.s. [ns. |ns. [ns. |ns. * * n.s. |n.s. * n.s. |n.s. [n.s.
Significanc
ia

Como puede observarse en los cuadros 4.5 a 4.7 los resultados obtenidos el afio
2005 confirman en parte que las variables que se ven afectadas mayormente por
efecto de los tratamientos son el diametro y el peso del bulbo. Aunque las

Informe Técnico Final




Proyecto FIA cédigo Biot 01-A-71
“Aplicaciones biotecnolégicas en el mejoramiento genético de cuatro especies de

Rhodophiala chilenas”

diferencias obtenidas en los promedios para los distintos tratamientos aplicados
son en algunos casos mayores que las encontradas en el ensayo anterior, el
andlisis de varianza no mostré diferencias significativas entre ellos, probablemente
debido a que el material vegetal fue mas heterogéneo y en menor cantidad que el

usado el afio 2004, cuando todas las plantas provenian de almacigos realizados
en la misma época o de cultivo in vitro.

Cuadro 4.5 Efecto del calor basal sobre diametro ecuatorial, peso, N° de hojas y N° de raices
en Rhodophiala. Ensayo afio 2005

C. inicial 2/3 semillas UTAL C.inicial 3/4 semillas UTAL C.inicial 7/8 Proy. Bulbosas
) Diam. Peso N° de N° de | Diam. Peso | N°de N° de | Diam. |Peso (g)| N°de N° de
Tratamiento | ecuat. (9) raices | hojas |ecuat. @) raices hojas | ecuat. raices hojas
(mm) (mm)
(mm)
Cob”aggllor 209 | 12.37 2.29 257 | 2506 | 16.06 46 3.2 25.3 216 5.7 4.0
Sltr;a(glor 2229 | 16.92 3.57 30 | 18.48 9.25 4.0 2.67 24.47 211 4.4 33
Significancia n.s. n.s. n.s. n.s. * n.s. n.s. n.s. n.s. n.s n.s n.s.
Cuadro 4.6 Efecto del calor basal sobre diametro ecuatorial, peso, N° de hojas y N° de raices
en Rhodophiala montana proveniente de cultivo in vitro y Clon MB 130. Ensayo afio 2005
C. inicial 3/4 escamas in vitro C. inicial 3/4 microbulbillos
) Diam. Peso N° de N°de | Diam. Peso (g] N°de N° de
Tratamiento | ecuat. @) raices | hojas |ecuat. raices | hojas
(mm)
(mm)
Con calor 2126 | 54 13.8 5.4 1781 | 145 2.36 1.85
basal
Sincalor | 5 ¢ 2.8 2.8 2.8 18.08 | 80 1.38 1.23
basal
Significancia n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Cuadro 4.7 Efecto del calor basal sobre diametro ecuatorial, peso, N° de hojas y N° de raices
en Rhodophiala splendens y R. bagnoldii. Ensayo afio 2005.
R. splendens R. bagnoldii
C. inicial 2/3 semillas UTAL C. inicial 4/5 semillas UTAL C. inicial 2/3 semillas UTAL
Diam. : :
Tratamiento pcuat. Peso N° de N° de eD(I:ir:t. Peso N° de N° de eDcljr:t. Peso (g) N° de raices N° de hojas
(9) raices hojas ’ (9) raices hojas ' 9 )
(mm) (mm) (mm)
C‘i)’;g::or 14.85 |6.98 3.27 1.36 [15.12 | 7.06 2.5 121 11.55 3.78 15 0.8
Sin calor basal | 16.56 [9.99 3.1 13 [1546 | 6.14 1.8 1.4 12.45 4.99 1.86 0.57
Significancia n.s. * n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

4.2.4 Experimentos de exposicion al frio

En las figuras 4.21 a 4.24 se observa el comportamiento de las plantas sometidas
a distintos tratamientos de frio. Las plantas mantenidas en el Campus Lircay
tuvieron un comportamiento muy parecido a las mantenidas en la E/E Panguilemo.
El periodo de maxima emision de hojas se registr6 entre mayo y septiembre, y el
periodo vegetativo se extendié hasta fines de diciembre excepto en los bulbos
tratados con 7 semanas de frio mantenidos en el invernadero de la E/E
Panguilemo, de ambos calibres. No se observé efecto positivo sobre la floracion,
ya que, sélo una planta florecid, perteneciente al calibre 12/14 sin frio mantenida
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en el invernadero de la E/E. Al momento de la cosecha, la mayoria de los bulbos
mantuvo su calibre inicial.

Figura 4.21 Evolucién en el niumero de hojas por bulbo de R. rhodolirion calibre 10/12
sometidos a diferentes periodos de frio, mantenidos en el invernadero del Campus
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Figura 4.22 Evolucién en el nimero de hojas por bulbo de R. rhodolirion calibre 10/12 sometidos a
diferentes periodos de frio mantenidas en el invernadero de la E/E Panguilemo
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Figura 4.23 Evolucién en el numero de hojas por bulbo de R. rhodolirion calibre
12/14 sometidos a diferentes periodos de frio mantenidas en el Campus Lircay
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Figura 4.24 Evolucién en el nimero de hojas por bulbo de R. rhodolirion calibre 12/14
sometidos a diferentes periodos de frio mantenidas en el invernadero de la
E/E Panguilemo.
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Numero de hojas por planta de Rhodophiala
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Numero de hojas
2 OFRL NWMOUILO
|

¢ & ¢ ¢ & & ¢ & & & ¢
S SR M - R I R NN NN
I N S S U SR\ SN VO

\) N > N Vv N Vv N}

con raiz

Fechas de registro sin raiz

Figura 4.25 N° de hojas por planta de R. rhodolirion calibre 7/9 sometidos a 6 semanas de frio
plantados con y sin raiz.
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En el segundo experimento realizado en R. rhodolirion, donde los bulbos fueron
plantados con y sin raiz se registré6 un comportamiento mas o menos similar en los
dos calibres estudiados, el maximo namero de hojas se produjo en agosto. Cabe
destacar que la primera medicion registrada corresponde al nimero de hojas que
las plantas tenian al momento de comenzar el experimento, y que los bulbos
calibre 7/9 plantados sin raiz desarrollaron un mayor numero de hojas en
promedio que los plantados con raiz. En el caso del calibre 14/16 las plantas con y
sin raiz alcanzaron un maximo sobre 6 hojas por planta, primero las plantas con
raiz y luego las plantas sin raiz. No se registré un efecto positivo sobre la floracion.

Figura 4.26 N° de hojas por planta de R. rhodolirion calibre 14/16 sometidos a 6 semanas de
frio plantados con y sin raiz.
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En el experimento de aplicacion de frio en R. montana, los bulbos calibre 6/10 con
frio presentaron siempre un mayor niamero de hojas que los bulbos sin frio, en
cambio, los bulbos de calibres 10/14 sin frio presentaron un mayor namero de
hojas, los bulbos sometidos a frio se mantuvieron con un bajo nimero de hojas y
hacia el final del periodo de registro este valor comenz a aumentar.
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Figura 4.27 Namero de hojas por bulbo de Rhodophiala montana calibre 6/10 sometidos a dos
tratamientos de frio antes de plantar en Lircay
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Figura 4. 28 Numero de hojas por bulbos de Rhodophiala montana calibre 10/14 sometidos
a dos tratamientos de frio antes de plantar en Lircay
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De los resultados obtenidos en estos experimentos se deduce que el frio tiene
cierta influencia en el comportamiento de las plantas, es posible, que este vaya
relacionado con otros factores ambientales los cuales no han sido estudiados aun,
siendo esta la razén de que las respuestas obtenidas sean tan variables.

4.2.5 Experimento de fertilizaciéon

Los resultados obtenidos no muestran un efecto claro del nivel de fertilizacion
sobre las variables estudiadas (Cuadro 4.8). En general, las respuestas a la
fertilizacion varian segun la especie. En R. montana, en los bulbos de calibre 1/2
es donde se obtuvo una mejor respuesta con diferencias significativas en el peso
del bulbo y nimero de hojas y altamente significativa en el N° de raices, siendo
estos valores mayores en aquellos bulbillos fertilizados al doble de la dosis normal.
No hubo diferencias significativas en el diametro entre los tratamientos. En el caso
del peso y numero de hojas, los valores obtenidos con el doble de la dosis de
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fertilizante no fueron significativamente distintos de los obtenidos con la dosis

normal.

Cuadro 4.8 Efecto del nivel de fertilizacion sobre el diametro, peso, N° de hojas
por bulbo y N° de raices en bulbillos producidos in vitro de R. montana. Evaluados
después de 5 meses de cultivo.

Origen Semillas calibre | Origen Semillas calibre | Origen Bulbos calibre Origen bulbos calibre 1/2
1/2 2/3 0/1
piam. o o 4. |Diam. ° o Diam. o o Diam. o °
TratamientoEcuat Pe(s;; '\rlaig:s r’:lo.ii Ecuat Pe(s;: :\lal'cc(jez #0.22 Ecuat, P?S)O '\rlaigees ::IO.C;': Ecuat|Peso (g) ra:'\ées ’\:mc"aes
(mm) | 9 125 mm) | 9 28 | (mm)| 25| (mm) :
Sin 8,04 (144 |24 1,2 11,95 (3,27 [ 0,75 |45 7,18 1,33 14 2,6 8,1 1,2b 1,2a |23b
fertilizacion b
Con dosis |7,76 [196 |3 0,6 10,47 (2,02 | 0,33 |2,33 8,6 2,3 0 5 8,3 1,74ab |0,4b | 3,4ab
normal
Doble de la | 7,5 145 |25 0,86 7 1,3 2 2 11,02 | 3,4a 2,8a |4,7a
dosis
Significancia| n.s. | ns. |n.s. [ns. |ns |ns. |ns. |ns. ns. | ns. [ns. |n.s. n.s. | ok *

n. s. : No significativo; *:

significativo Test de Duncan p<0,05, ** altamente significativo, Test de Duncan p<0,01

En R. bagnoldii también se observa un aumento del diametro a dosis crecientes de
fertilizante, el cual no es estadisticamente significativo, y no se replica en las
demas variables.

Cuadro 4.9 Efecto del nivel de fertilizacién sobre el diametro, peso, N° de hojas
por bulbo y N° de raices en bulbillos producidos in vitro de R. bagnoldii. Evaluados
después de 5 meses de cultivo.

Origen Semillas calibre 1/2 Origen Semillas calibre 2/3
Tratamiento Diam. Ecuat Peso (g) N° de raices N° de hojas Diam. Ecuat Peso (g) |N° deraices| N°de hojas
(mm) (mm)
Sin fertilizacién 6,2 0,57 1 1 8,7 1,5 0,5 2,25
Con dosis normal 7,8 1,3 0,8 1,8 6,95 1,2 0,5 0,5
Doble de la dosis 8,2 1,2 1 1,7 9,25 1,5 0,7 1,3
Significancia n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

n. s. No significativo
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En R. splendens tampoco hubo diferencias significativas entre los tratamientos.

Cuadro 4.10 Efecto del nivel de fertilizacién sobre el didmetro, peso, N° de hojas
por bulbo y N° de raices en bulbillos producidos in vitro de R. splendens.
Evaluados después de 5 meses de cultivo.

Origen Semillas calibre 1/2
Tratamiento Diam. Ecuat (mm) Peso (g) N° de raices N° de hojas
Sin fertilizacion 7,9 14 1 2,8
Con dosis normal | 8,3 1,3 0,7 1,7
Doble de la dosis | 8,2 18 0,6 18
ISignificancia n.s. n.s. n.s. n.s.

n. s. No significativo

Al momento de la evaluacién algunas plantas presentaron un gran desarrollo
radicular, el cual en estos casos es responsable en gran parte del peso del bulbo,
que incluyo el peso de las raices.

La variabilidad en las respuestas obtenidas a la fertilizacién, podria indicar que las
plantas presentan adaptaciones a suelos pobres en nutrientes 0 que poseen un
metabolismo muy eficiente para el uso de éstos. También puede ser que
estuvieron poco tiempo con el programa de fertilizacién, o que el efecto de la
fertilizacion no se detecta en forma inmediata. Se podria extender el estudio a dos
temporadas

4.2.6 Manejo de bulbos provenientes de cultivo in Vitro

Desde el primer envio de bulbos, el afio 2003 se han realizado registros del
comportamiento de este material y su evolucion. En la figura 4.29 se observa la
evolucion del numero de hojas desde que llagaron las plantas hasta la fecha de
cierre del informe, los bulbos poliploides (1 en la actualidad) mostraron un mayor
desarrollo de hojas alcanzando en el ultimo periodo un maximo de 4 hojas por
planta. R. splendens es una especie que florece bajo cultivo en diciembre, cuando
las hojas aun estan presentes, después junto con la fructificacion se produce un
descenso en la emisién de hojas. En la figura 4.29 se observa este descenso en
diciembre muy marcado durante las 2 Ultimas temporadas, pero no se registrd
floracion. No sabemos si hubo formacién de flor, la que podria haber abortado.
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Figura 4.29. Numero de hojas por bulbo en Rhodophiala splendens poliploide, mixoploide y

Rhodophiala montana mixoploide trasladadas al invernadero Panguilemo desde Valdivia en julio de 2003
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En los cuadros 4.11 y 4 12 se observa el estado actual de los bulbillos diploides y
tetraploides enviados desde la U. Austral en marzo de 2005. En general, se
observa un incremento considerable de los diametros ecuatoriales tanto en los
poliploides como en los diploides. EI nimero de hojas se ha mantenido constante,
lo cual se explica por la constante renovacion de estas estructuras. Los bulbos
diploides han mostrado una mayor capacidad de adaptacion a cultivo con un
porcentaje de sobreviviencia de 66% comparado con el 27% que mostraron los
bulbos poliploides.

Cuadro 4.11 Evaluacion final de los bulbillos enviados en marzo de 2005. Poliploides

No Estado al 18 de marzo de 2005 Estado a marzo de 2006
lantul| Genotipo Long. L . L
hojas Iar%? raices larga (cm) (mm) completa (g) (cm) (mm)
1 m501b-8 2 5 2 6 2 0.09 Muerto
3 m501-4 2 12 4 7 4 0.66 1 18.5 13,3
5 m501-4 1 6 1 8 2 0.32 1 12.1 8,8
6 m501-4 1 10 2 8 4 0.29 1 17 10,8
7 mb12x 3 4 6 3 0.52 muerto
9 mb12bx 3 2 8 5 0.66 muerto
11 mb12bx 1 2,5 0 0 3 0.15 muerto

Cuadro 4.12 Evaluacion final de los bulbillos enviados en marzo de 2005. Diploides
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N Genotip Estado al 18 de marzo de 2005 Estado a marzo de 2006
plantul o] Long. Hoja o . Diam. Peso . Diam.
a N° de hojas| mas larga N, de I,_ong. Raiz Ecuatorial plantula |N° de hojas ’Long. Hoja Ecuatorial
(cm) raices |mas larga (cm) (mm) completa mas larga (cm) (mm)
1 M922 1 0.3 0 0 1 0.93 Muerto
3 M922 2 2 2 4,5 0.29 Muerto
4 M922 0 0 0 5 0.26 2 14.8 6,3
5 M922 2 3.7 2 10 3 0.19 0 10
6 Mb130 3 6 7 10 6 1.27 2 9.6 15,5
7 Mb130 2 9.5 5 7 7 1.3 3 19.2 18,2
8 Mb130 2 8.2 3 12 5 0.74 3 12.8 9,6
9 Mb130 1 7.5 2 3 4 0.24 4 22.3 16,4
4.3 Otros

4.3.1 Estudios de propagacion vegetativa
En R. rhodolirion con el método de estrellado se logré el mayor niumero de
bulbillos por bulbo y también se obtuvieron bulbos més grandes. En R. bagnoldii,
sucede algo similar lograndose obtener 15 bulbillos por bulbo madre en su
mayoria de calibres 1/2 y 2/3. En R. montana (Figura 4.30) el método de estrellado
también resulta ser mas eficiente pero en esta especie el método de ahuecado
también da buenos resultados. Los resultados muestran que los métodos de
propagacion utilizados son efectivos en todas las especies utilizadas, con
excepcion del ahuecado en R. bagnoldii. No se observa un mejor método en

general, ya que cada especie responde en diferente forma.

Figura 4.30 Bulbillos obtenidos con el método de estrellado
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Cuadro 4.13 Distribucién por calibre de los bulbillos obtenidos usando diferentes técnicas
de propagacion vegetativa

. Técnicade Calibre N° de bulbillos N° de bulbillos por calibre
Especie propagacion bulbo por bulbo
madre madre 1 1/2 2/3 3/4
Division 6/7 1 1
R. rhodolirion Ahuecado 7/8 1 1
Estrellado 8/9 6 1 5
Division /8 6 L 1 2 |2
7/8 7 2 5
10/11 0
R. bagnoldii Ahuecado 14/15 0
15/16 0
12/13 10 2 4 4
Estrellado 12/13 15 1 6 7 | 1
Division 9/10 1 1
R. montana Ahuecado 14/15 6 4 2
Estrellado 11/12 6 2 2 2
13/14 1 1

4.3.2 Estudios de germinacion y desarrollo de plantulas

Como se observa en el Cuadro 4.14 Las especies R. montana y R. splendens
presentaron mayores porcentajes de germinacion, por sobre el 90%. R. bagnoldii y
R. rhodolirion presentaron porcentajes de germinacion bajo el 50%. El cuadro
también muestra los porcentajes de emergencia de plantulas, donde se ve que las
especies con mayor porcentaje de germinacién también presentan mayor
porcentaje de emergencia y viceversa.

Cuadro 4.14 Porcentaje de germinacion y emergencia de 4 especies de rhodophiala

Especie R. montana  |R. bagnoldii R. splendens R. rhodolirion
Germinacion % 95 35 920 45
Emergencia % 90 25 75 15

El porcentaje de emergencia se evaluo a partir del numero de semillas iniciales
(20)

Con relacién al numero de dias a germinaciéon y emergencia, el Cuadro 4. 15
muestra que las semillas que en promedio fueron mas lentas en germinar fueron
R. rhodolirion con 39 dias y R. montana con casi 38 dias y las plantulas mas
lentas en emerger fueron las de R. rhodolirion y R. splendens con 14 dias, pero las
diferencias en emergencia fueron minimas, ya que ocurrid desde 12 dias en
Rhodophiala bagnoldii a 14 dias en R. splendens y R. rhodolirion.
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Cuadro 4.15 Numero de dias promedio a germinacién y emergencia de cuatro
especies de Rhodophiala

Numero de dias a |R. montana [R. bagnoldii [R. splendens |R.rhodolirion
Germinacion 37.8 10.6 18.8 39.2
Emergencia 13.3 12 14.1 14

En el caso de R. montana y R. rhodolirion los dias a emergencia se consideraron
desde que las semillas se colocaron en frio, 4 y 3 semanas respectivamente.

En el caso de los dias a emergencia los dias se consideraron desde que las
semillas se sembraron en las macetas

En general en los Cuadros 4.14 Y 4.15 se puede observar que la germinacion de
las semillas y la emergencia de las cuatro especies de Rhodophiala es muy
irregular y no ocurre al mismo tiempo.

Siembra de semillas provenientes de cruzamientos
En el Cuadro 4.16 Se muestra la sobrevivencia de los hibridos sembrados el 1°
de julio de 2005. No es posible establecer un parametro para explicar la muerte de

algunas plantulas, ni tampoco asumir que los hibridos de algunos cruzamientos
especificos o de algun padre especifico tienen mejor sobrevivencia que otros.

Cuadro 4.16 Sobrevivencia de hibridos sembrados en julio de 2005

Nimero de Nimero de Nimero de plantulas
Cruzamiento semillas | plantulas a agosto a marzo de 2006
de 2005
. splendens x R. montana 11 10

. phycelloides x R. montana 3 3
. montana x R. splendens 10 10
. montana x R. splendens 4 4
. bagnoldii X R. montana 8 8
. montana x R. splendens 10 10
, phycelloides X R. montana 5 5
. splendens x R. rhodolirion 1 1
. ignea x R. montana 7 7
. phycelloides x R. bagnoldii 24 25
. splendens X R. montana 15 12
utda x R. splendens 5 5
. splendens x R. montana 13 13
. montana x R. splendens 15 15
. splendens x R. montana 7 7
. splendens x R. montana 5 10
. montana x R. splendens 12 12
. berteroana x R. montana 10 10
. splendens x R. montana 13 12
. ananuca x R. bagnoldii 11 11
. bagnoldii x R. montana 8 6
. bagnoldii x R. phycelloides 16 16
. phycelloides x R. bagnoldii 24 24

pelbslpslpslplplplpipipipiiigelpslpslpilprlpilpplplplpuips)
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R. bagnoldii x R. phycelloides 12 12 0
R. bagnoldii x R. phycelloides 9 9 0
R. bagnoldii X R. montana 9 8 4
R. phycelloides x R. bagnoldii 18 16 12
R. bagnoldii x R. phycelloides 9 9 6
R. bagnoldii x R. phycelloides 14 12 7
R. bagnoldii x R. phycelloides 22 22 19
R. phycelloides x R. bagnoldii 30 30 14

Pruebas de germinacion en R. ananuca

Las semillas presentaron gran capacidad de germinacion, no necesitando de
tratamientos especiales de estratificacién. La emergencia de las plantulas también
fue alta, los valores se muestran en el Cuadro 4.

Cuadro 4.17 Porcentaje de emergencia de plantulas a 4 semanas de la siembra

Tratamiento Porcentaje de emergencia
Imbibicién en agua destilada por 48 hrs. 99
1 semana de frio a 5°C 75
2 semanas de frioa 5°C 83
3 semanas de frio a 5°C 99
4 semanas d frioa 5 °C 95

4.3.3 Estudios de morfologia del bulbo

Al realizar un corte transversal en un bulbo con calibre floral, es posible apreciar la
disposicion de las yemas y estructuras florales y vegetativa dentro el bulbo y su
distribucion con respecto a las escamas o catafilos.

Como se aprecia en las figuras 4.31 y 4. 32, las yemas florales se disponen dentro
del bulbo en forma alterna cada 3 escamas, en linea recta, en el mismo plano y
van siempre junto a una estructura denominada escama semienvainadora, ya que
ésta rodea al centro del bulbo sdlo parcialmente.

Todas las escamas, incluidas las semienvainadoras corresponden a bases de
hojas, las que se han elongado o se elongaran alguna vez durante el crecimiento
del bulbo. Las escamas son mas gruesas en el centro del bulbo, y se van
adelgazando a medida que se alejan de este, pasando finalmente a constituir la
tinica o capa externa del bulbo. De las observaciones realizadas es posible inferir
que las especies de Rhodophiala siguen un patron de desarrollo determinado cada
temporada, el cual consiste en formacion de escamas, formacién de la flor,
elongacién de hojas y floracion (la cual puede ocurrir mientras el follaje esta
presente o después de la senescencia de este). Se forman dos tallos florales por
temporada, de los cuales puede emerger 1, 2 o ninguno. No se conoce el
mecanismo que activa el proceso de induccién floral, tampoco se conoce el
mecanismo que induce a un aborto de la yema.

En algunas disecciones se observo el desarrollo de un bulbo hijo, el cual se forma
cercano al tallo floral, entre éste y la escama semienvainadora.
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Esquema de un corte transversal de
un bulbo de Rhodophiala, mostrando
las estructuras del bulbo, PB: plato
basal, E: escama o catéfilo; T: tanica,
YV: yema vegetativa, Se: escama
protectora o semienvainadora
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4.3.4 Cruzamientos interespecificos e intergéneros

La temporada 2005 se repitieron los cruzamientos entre las especies estudiadas
en el proyecto, incluyendo R. ananuca, R. phycelloides y Phycella australis. Se
trat6 de realizar los cruces que no se hicieron el afio anterior y también se
repitieron algunos. En los Cuadros 4.18 y 4.19 se muestra un resumen de los
cruzamientos realizados y las semillas hibridas obtenidas. La mayoria de las
especies fueron compatibles entre ellas, incluso las autopolinizadas, que en los
cruzamientos realizados en el Campus Lircay no dieron frutos. En el invernadero
de la E/E si resultaron. Los cruzamientos con la especie Phycella australis también
originaron semillas, excepto en aquellos con R. montana, R. phycelloides y R.
splendens como hembra. Otro aspecto interesante es el gran numero de semillas
que se obtienen en algunos cruzamientos, como, R. montana x R. montana, R.
splendens x R. splendens y P. australis y R. splendens autopolinizadas.

Cuadro 4.18 Semillas resultantes de los cruzamientos realizados la temporada 2005-2006.
Cruzamientos realizados en el Campus Lircay

Macho Hembra N° de [compatibles N° de semillas
cruzamientos totales

R. bagnoldii R. bagnoldii 4 2 84

autopolinizada | R. bagnoldii 5 1 27

R. phycelloides |R. bagnoldii 2 0

Phycella R. bagnoldii 3 1 3

australis

R. ananuca R. bagnoldii 1 1 16

R. montana R. bagnoldii 1 0

R. ananuca R. montana 2 1 7

R. phycelloides |R. ananuca 2 2 48

R. montana R. ananuca 1 1 3

autopolinizada |R. ananuca 4 0

R. ananuca R. ananuca 1 1 20

R. splendens R. ananuca 1 0

autopolinizada |R. montana 6 0

R. montana R. montana 2 1 39

R. splendens R. montana 1 1 37

Phycella R. phycelloides 1 0

australis

autopolinizada | R. phycelloides 2 1 50

R. bagnoldii R. phycelloides 1 1 62

R. montana Phycella australis 5 2 84

Phycella Phycella australis 3 1 68

australis

autopolinizada | Phycella australis 2 2 138

Phycella R. montana 1 0

australis
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Cuadro 4.19 Semillas resultantes de los cruzamientos realizados la temporada 2005-2006.
Cruzamientos realizados en la E/E Panguilemo

Macho Hembra Ne de | compatibles N° de semillas
cruzamientos totales

Phycella R. montana 1 0

australis

Autopolinizada | R. montana 13 6 74

R. ananuca R. montana 5 5 66

R. bagnoldii R. montana 1 0

R. montana R. montana 13 11 171

R. ananuca R. splendens 10 3 56

R. phycelloides | R. montana 3 0

Autopolinizada | R. ananuca 1 1 21

R. splendens R. montana 1 0

Autopolinizada |R. splendens 15 4 103

R. bagnoldii R. splendens 2 1 13

R. phycelloides |R. splendens 2 1 18

R. montana R. splendens 9 4 86

R. splendens R. splendens 12 8 214

Phycella R. splendens 1 0

australis

4.3.5 Excursiones y recoleccion de material vegetal

En general, se cumplieron todos los objetivos relacionados con las excursiones, Si
bien en algunas oportunidades hubo problemas, y los objetivos no pudieron
cumplirse, todos los lugares de recoleccion se visitaron mas de una vez, de modo
que las actividades finalmente se realizaron.

5. Problemas enfrentados durante la ejecucién del proyecto

Hubo poco material homogéneo para realizar los experimentos y para haber
realizado més. Fue dificil obtener bulbos de un mismo calibre y de la misma
especie. Cuando se comenz0 a trabajar con semillas se presentd el problema de
la variabilidad genética. Lo Optimo seria contar con clones de igual calibre para
realizar los ensayos.

Al comienzo del proyecto hubo problemas para realizar algunas recolecciones de
material vegetal, ya que el camino hacia el sector de recoleccion estaba
inhabilitado, esto se soluciond yendo a recolectar material vegetal posteriormente
cuando el camino ya estaba habilitado.

Uno de los principales problemas técnicos enfrentados estuvo relacionado con el

experimento de calor basal, en el cual se debia mantener una temperatura
constante del sustrato. Lamentablemente en la E/E Panguilemo se corta
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diariamente la electricidad durante los meses de mayo a septiembre por ahorro de
energia, por lo tanto la temperatura deseada no se pudo mantener.

6. Conclusiones y Recomendaciones

Efecto de temperaturas sobre el crecimiento

Durante la ejecucion del proyecto se ha observado que en general las plantas
muestran un mejor crecimiento bajo temperaturas no extremas, es decir con
enfriamiento del aire en verano (temperatura media de 21°C en el mes de enero),
y muestran un crecimiento reducido durante el invierno. Se piensa que la mejor
condicion para el crecimiento de los bulbos y emision de hojas es la de una
temperatura constante cercana a los 20°C.

En plantulas de las especies en que se aplicd calor basal (R. bagnoldii y R.
montana ) el diametro y peso de los bulbos fue significativamente superior al de
las plantas sin calor basal. En el caso de R. splendens sélo el peso del bulbo fue
superior en bulbos con calor basal; el diametro fue igual en ambos tratamientos.
Lamentablemente, en nuestras condiciones actuales, la temperatura del calor
basal no es constante, puesto que en la estacion experimental, que es donde se
han realizado los experimentos, se corta diariamente la electricidad entre las 6 pm
y las 11 pm. Ademas, no se han probado diferentes temperaturas, como se ha
hecho en Amaryllis.

Por esto se propone aplicar diferentes temperaturas basales constantes en camas
calientes puestas en una sala del Campus Lircay de la Universidad de Talca que
esté a una temperatura ambiental constante de 20°C.

Efecto de condiciones de luz sobre el crecimiento

Se realizaron durante dos temporadas diferentes experimentos cultivando plantas
de 4 especies bajo distintas condiciones de intensidad de luz, no encontrandose
diferencias significativas entre los tratamientos. Se decidi6 no continuar
investigando en este tema.

Efecto de la nutricion sobre el crecimiento

El uso de solucién nutritiva de Cooper ha mostrado buenos resultados en los
ensayos de aplicacion de calor basal. En el ensayo en que se aplicaron diferentes
dosis de fertilizante a plantas provenientes de cultivo in vitro las respuestas fueron
diferentes de acuerdo a la especie. Los mejores resultados se obtuvieron en
bulbillos de R. bagnoldii calibre 1/2 proveniente de cultivo in vitro de bulbos, los
gue mostraron un aumento significativo del peso, N° de hojas y N° de raices al
aplicar fertilizante. En los demés no se obtuvieron diferencia significativas aun
cuando se ve que los tratamientos con fertilizacion tuvieron mayores promedios en
las variables estudiadas que los sin fertilizacion. Sélo en el caso de R. montana
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calibre 1/2 proveniente de cultivo in vitro de semillas los diametro obtenidos fueron
mas altos en el tratamiento sin aplicacion de fertilizante.

Determinacion del periodo de receso

De acuerdo a observaciones realizadas en el ambiente natural, las especies de
cordillera, que son R. montana, R. splendens y R. rhodolirion, muestran un receso
estival que comienza después de la floracion, la cual ocurre principalmente en
enero. El crecimiento se reactiva con las primeras lluvias y el follaje permanece
verde incluso bajo la nieve. En R. bagnoldii y R. ananuca, que son plantas del
norte, la floracion ocurre en primavera. En verano el follaje desaparece, para
emerger en mayo o mas tarde, segun la humedad disponible. Bajo cultivo en
invernadero, las fechas de floraciéon son similares a las del ambiente natural,
excepto para R. montana y R. bagnoldii, en que se ha observado floracion en
distintas épocas del afio. Para determinar el periodo de receso se registré durante
4 afnos el numero de hojas en varias plantas (regadas) de R. bagnoldii, R.
montana y R. splendens. Se observé un marcado periodo de receso en R.
bagnoldii, ya que desde enero a abril desaparece el follaje. En R. montana, hay
menos hojas entre enero y junio, sin llegar a desaparecer completamente. En R.
splendens en general hay un menor nimero de hojas entre enero y marzo. Se
piensa que si se logra acortar el periodo de receso se puede lograr un mayor
crecimiento anual del bulbo.

Estudios de diseccion peridédica de bulbos

Al disectar bulbos de las diferentes especies se observé que todas las escamas
corresponden a bases de hojas, y todas las especies presentan una morfologia
similar, en cuanto a que se forman unidades de 3 escamas concéntricas y luego
una cuarta escama semienvainadora, que protege a una estructura floral. Estas
unidades se repiten dos veces en la temporada, dando origen a dos yemas
florales, de las cuales pueden llegar a florecer ambas, una o ninguna cada afio. Es
decir, cada bulbo puede dar hasta dos flores por afio. También se observo que los
nuevos bulbillos se forman dentro del bulbo madre, entre una escama
semienvainadora y los restos de una yema floral. Las nuevas yemas florales se
forman durante el periodo de crecimiento y cerca de la fecha de floracion de las
yemas que se habian formado la temporada anterior.

Cruzamientos entre especies

De los cruzamientos efectuados entre las diferentes especies, se han obtenido
semillas viables, que ya estdn en cultivo. Se observd que existe una alta
compatibilidad entre las especies en estudio, y hay individuos hibridos de casi
todas las combinaciones. Se incluyd R. phycelloides en los cruzamientos porque
se disponia de plantas de un proyecto anterior, y también se logro realizar algunos
cruzamientos con el polen que se trajo de R. ananuca (antes la llamamos R. aff.
laeta, planta encontrada en Aguada de Tongoy). Al incluirse mas especies en el
proyecto, éstas se incluirdn en esta actividad.
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Evaluacion de tetraploides

De los tres tetraploides de R. splendens enviados por la Universidad Austral, sélo
ha sobrevivido un individuo que aun no ha florecido, pero que muestra hojas mas
anchas y mas largas que individuos diploides (normales) de la misma edad. Las
plantulas poliploides de R. montana estan creciendo activamente, y se espera su
floracién para al menos un afio

Taxonomia de las especies

Hay problemas taxondémicos en la familia Amaryllidaceae, familia a la cual
pertenecen las plantas en estudio. Segun el trabajo de Ravenna, publicado en
2003, no existiria el género Rhodophiala, y nuestras plantas en estudio
pertenecerian a otros géneros. Por medio de estudios morfologicos, anatomicos,
citolégicos, moleculares y corolégicos seria posible determinarlas. En la
Universidad Austral se ha estado trabajando en la metodologia para separar
especies, por lo cual se dispone de la metodologia, infraestructura y competencias
para poder finalmente determinar taxonomicamente las especies que ya se estan
estudiando, asi como las nuevas especies que se propone agregar durante la
extension del proyecto.

7.0 Difusién de los resultados del proyecto.

Los resultados del proyecto se presentaron, ya sea como exposiciones orales y en
modalidad de poster en diferentes congresos, tales como:

e 42 Jornada de Investigacién y Asistencia Técnica. Universidad de Talca,
Talca. Diciembre 2005

* Primer Simposio de Horticultura Ornamental, 29 y 30 de septimbre.
Universidad Austral de Chile, Valdivia.

* Exposiciéon de flores de invierno. Club de jardines de Chile. 25-28 de Agosto
2005, Santiago, Chile.

e Charla pasantia a Dinamarca. Enero de 2004

e 32 Jornada de Investigacion y Asistencia Técnica. Universidad de Talca.
Diciembre 2003
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AVANCES EN ESTUDIOS DE CRECIMIENTO Y FLORACION DE ESPECIES DE
Rhodophiala

Schiappacasse, F.?, Pefiailillo, P.}, Basoalto, A.}, Seemann, P.?, Jara, G°. y Mufioz,M.?
!Departamento de Horticultura, Universidad de Talca, Casilla 747, Talca.

2
Inst. de Prod. y Sanidad Vegetal, Universidad Austral de Chile, Casilla 567, Valdivia.
E-mail: fschiap@utalca.cl

INTRODUCCION Y OBJETIVOS

El potencial ornamental que muestran diferentes especies de Rhodophiala (geofita nativa)
ha estimulado la realizacion de un proyecto ejecutado entre la Universidad Austral de
Chile y la Universidad de Talca, que pretende la creacion de individuos poliploides. Con la
poliploidia se espera obtener individuos de follaje, varas florales y flores mas grandes, los
cuales serdn mas atractivos para diferentes mercados. Durante cuatro afios se han
buscado protocolos para la induccion de la poliploidia y para la multiplicacion in vitro. Al
mismo tiempo, se han realizado estudios tendientes a conocer la morfologia y fisiologia de
la planta, y a lograr un crecimiento rapido de los bulbos. En el presente trabajo se
muestran los avances en estos Ultimos temas.

MATERIAL Y METODO

Se utilizaron plantas de 4 especies: Rhodophiala bagnoldii, R. montana, R. splendens y R.
rhodolilrion. En el dltimo afio se agregd R. aff. laeta. Se observo su crecimiento bajo
diferentes condiciones ambientales; se cultivaron bajo invernadero con y sin enfriamiento
del aire en el periodo estival; se cultivaron plantulas con y sin calor basal; se cultivaron
bajo diferentes condiciones de intensidad luminica. Se comparé el desarrollo fenoldgico
bajo invernadero y en su ambiente natural. Se realizaron disecciones perioddicas de bulbos
para conocer su morfologia y la evolucién de la yema floral. También, por varios afos se
registr6 el nimero de hojas para determinar el periodo de receso de cada especie y
durante el Ultimo afio se realizaron cruzamientos entre las diferentes especies.

RESULTADOS

Al registrar el numero de hojas de plantas de diferentes calibres durante todo un afio, se
observé que practicamente en todos los casos el nUmero fue mayor en las plantas que se
encontraban en el invernadero de la estacién experimental Panguilemo, el cual esta
provisto de un sistema de panel hiumedo, que enfria el aire y mantuvo una temperatura
media de 21°C en el mes de enero. El otro invernadero alcanzé temperaturas superiores.

Se sembraron semillas de R. bagnoldii, R. montana y R. splendens y se dispusieron las
plantulas a comienzos de julio y hasta noviembre en vasos individuales, en un mesén de
propagaciéon con la mitad provista de cables calefactores y la otra mitad sin. Con calor
basal la temperatura aproximada promedio fue de 20°C y sin calor basal fue inferior, de
aproximadamente 14°C. Las plantas fueron regadas a partir de agosto con la solucion de
Cooper, ajustando el pH segun la especie. En R. bagnoldii y R. montana el diametro y
peso de los bulbos a los cuales se aplicé calor basal fue significativamente superior al de
las plantas sin calor basal. En el caso de R. splendens so6lo el peso del bulbo fue superior
en bulbos con calor basal; el diametro fue igual en ambos tratamientos.

Se realizaron durante dos temporadas diferentes experimentos cultivando plantas de 4

especies bajo distintas condiciones de intensidad de luz, no encontrandose diferencias
significativas entre los tratamientos.
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En el ambiente natural, las especies de cordillera, que son R. montana, R. splendens y R.
rhodolirion, muestran un receso estival que comienza después de la floracién, la cual
ocurre principalmente en enero. El crecimiento se reactiva con las primeras lluvias y el
follaje permanece verde incluso bajo la nieve. En R. bagnoldii y R. aff. laeta, que son
plantas del norte, la floracién ocurre en primavera. En verano el follaje desaparece, para
emerger en mayo o mas tarde, segun la humedad disponible. Bajo cultivo en invernadero,
Las fechas de floracion son similares, excepto para R. montana y R. bagnoldii, en que se
ha observado floracion en distintas épocas del afio. Para determinar el periodo de receso
se registré durante 4 afios el nimero de hojas en varias plantas (regadas) de R. bagnoldii,
R. montana y R. splendens. Se observé un marcado periodo de receso en R. bagnoldii,
ya que desde enero a abril desaparece el follaje. En R. montana, hay menos hojas entre
enero y junio, sin llegar a desaparecer completamente. En R. splendens en general hay
un menor numero de hojas entre enero y marzo.

Al disectar bulbos de las diferentes especies se observé que todas las escamas
corresponden a bases de hojas, y todas las especies presentan una morfologia similar, en
cuanto a que se forman unidades de 3 escamas concéntricas y luego una cuarta escama
semienvainadora, que protege a una estructura floral. Estas unidades se repiten dos
veces en la temporada, dando origen a dos yemas florales, de las cuales pueden llegar a
florecer ambas, una o ninguna. También se observé que los nuevos bulbillos se forman
dentro del bulbo madre, entre una escama semienvainadora y los restos de una yema
floral.

De los cruzamientos efectuados entre las diferentes especies, se obtuvieron semillas
viables, que ya estan en cultivo.

En resumen, segun los estudios, las plantas muestran un mejor comportamiento bajo
temperaturas no extremas, y un crecimiento mas rapido con calor basal. Por otro lado, el
receso parece promoverse con temperaturas altas, aunque hay muchas interrogantes.
Los bulbos grandes forman dos yemas florales cada afo, y al realizar los cruzamientos se
observé una alta compatibilidad entre las especies.
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Anexo 1
INVENTARIO GENERAL DE BULBOS EXISTENTES EN LOS INVERNADEROS
DE LA UNIVERSIDAD DE TALCA A MARZO DE 2006

MB 130 170/1 4 /5 sin calor 2004

MB 130 20/1 muerto

MB 130 30/1 muerto

MB 130 50/1 muerto

MB 130 40/1 4/5 sin calor 2004

MB 130 60/1 muerto

MB 130 80/1 5/6 sin calor 2004

MB 130 70/ 1 muerto

MB 130 100/1 5/6 sin calor 2004

MB 130 110/1 4/5 con calor 2004

MB 130 90/1 5/6 sin calor 2004

MB 130 130/1 6/7 con calor 2004

MB 130 [14a 0/1 5/6 con calor 2004
14b 0/1 5/6 con calor 2004

MB 130 15/0/1 5/6 con calor 2004

MB 130 1211/2 6/7 sin calor 2004

MB 130 11/2 5/6 sin calor 2004

MB 130 16/0/1 4/5 con calor 2004

MB 127 10/1 muerto

MB 127 20/1 4/5 con calor 2004

MB 127 30/1 3/4 sin calor 2004

MB 127 40/1 muerto

MB 127 50/1 5/6 sin calor 2004

MB 127 6/0/1 muerto

MB 127 70/1 muerto

MB 127 80/1 5/6 con calor 2004

MB 127 90/1 8/9 con calor 2004, 2005

MB 127 100/1 muerto

MB 136 10/1 3/4 con calor 2004

MB 136 20/1 4/5 con calor 2004

MB 136 30/1 3/4 con calor 2004

MB 136 40/1 3/4 sin calor 2004

MB 136 50/1 3/4 sin calor 2004

MB 136 6/0/1 muerto

MB 128 11/2 6/7 sin calor 2004, con calor 2005

MB 128 211/2 muerto

MB 1 10/1 4/5 con calor 2004

MB 1 210/1 muerto

MB 1 3 1/2 4/5 sin calor 2004
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MB 1 4112 4 /5 sin calor 2004

MB 1 51/2 4/5 con calor 2004

MB 1 6/1/2 muerto

MB 129 0/1 5/6 con calor 2004

MB 129 10/1 516 sin calor 2004

MB 129 2/0/1 5/6 sin calor 2004

MB 58 10/1 3/4 con calor 2004

MB 58 2/0/1 3/4 sin calor 2004

MB 11 10/1 4/5 sin calor 2004

MB 11 210/1 muerto

MB 11 30/1 muerto

MB 11 40/1 muerto

MB 11 5(1/2 5/6 sin calor 2004

MB 11 6/1/2 5/6 sin calor 2004

MB 11 711/2 muerto

MB 11 8l1/2 muerto

MB 53 0/1 5/6 sin calor 2004

MB 53 0/1 4/5 con calor 2004

MB 41 0/1 muerto

MB 41 0/1 5/6 sin fert.,sin calor, con turba
MB 131 10/1 5/6 con calor 2004

MB 131 210/1 5/6 sin calor 2004

MB 8 11/2 3/4 con calor 2004, sin calor 2005
MB 8 211/2 muerto

MB 8 31/2 muerto

MB 8 41/2 4 /5 sin calor 2004

MB 8 51/2 muerto

MB 8 6/1/2 muerto

MB 64 0/1 4/5 sin calor 2004

MB 64 0/1 3/4 con calor 2004

MB 12 11/2 4/5 con calor2004,sin calor 2005
MB 12 201/2 muerto

MB 12 31/2 muerto

MB 12 41/2 5/6 sin calor 2004 2005

MB 12 51/2 2/3 sin calor 2004 2005

MB 12 6/1/2 muerto

MB 97 [1/2 5 /6 sin calor 2004 |
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MB 97 1/2 muerto
MB 757 1/2 5/ 6 sin calor 2004
MB 5 1/2 6/7 con calor 2004,2005
MB 5 1/2 4/5 sin calor 2004
MB 6 12/3
MB 6 212/3 4/5 con calor 2004, sin calor 2005
MB 10 1/2 4/5 sin calor 2004
MB 10 1/2 muerto
MB 35 0/1 1/2 sin fert. Sin calor
MB 37 0/1 1/2 sin fert. Sin calor
MB 140 11 /2 1/2 sin fert. Sin calor
MB 140 211 /2 1/2 sin fert. Sin calor
MB 15 0/1 1/2 sin fert. Sin calor
MB 25 0/1 muerto
MB 25 1/2 muerto

Bulbos enviados de Valdivia 02/06/04

Origen: bulbillos microaclimatados

Fecha de evaluaciéon: Marzo, 02/2006
Cdédigo N° del bulbillo Calibre inicial Calibre final Observacién
M 39 11/2 5/6 con calor 2004

210/1 3/4 con calor 2004

M 689 1/2 5/6 con calor 2004, sin calor 2005
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M 123 1/2 4/5 con calor 2004
M 252 1/2 2/3 con calor 2004
M 701 0/1 6/7 sin calor 2004
M 761 1/2 5/6 con calor 2004
M 862 1/2 2/3 con calor 2004
M 862 1/2 4/5 con calor 2004
M 8 10/1 4/5 sin calor 2004
2/0/1 muerto
M 215 1/2 6/7 con calor 2004
M 285 1/2 5/6 con calor 2004, sin calor 2005
M 661 0/1 3/4 sin calor 2004, con calor 2005
M5 0/1 4/5 con calor 2004
M 111 0/1 3/4 sin calor 2004
M 100 1/2 muerto
M 73 1/2 5/6 con calor 2004,2005
M 783 0/1 3/4 sin calor 2004
M 919 1/2 5/6 con calor 2004, sin calor 2005
M 671 0/1 5/6 con calor 2004
M 917 2/3 5/6 sin calor 2004, con calor 2005
M 665 1/2 muerto
M 695 1/2 4/5 con calor 2004,2005
M 723 1/2 5/6 con calor 2004
M 848 0/1 6/7 sin calor 2004
M 184 0/1 5/6 con calor 2004,2005
M 159 1/2 5/6 sin calor 2004
M 11 1/2 4/5 con calor 2004
M 751 0/1 5/6 sin calor 2004
M 681 1/2 muerto
M 123 4/5 con calor 2004
M 732 1/2 4/5 sin calor 2004
M 60 1/2 5/6 sin calor
M 980 1/2 muerto
M 97 1/2 muerto
M 666 1/2 4/5 sin calor 2004
M 773 1/2 4/5 sin calor 2004
M 765 1/2 muerto
M 718 1/2 muerto
M 112 0/1 3/4 con calor 2004
M 121 0/1 5/6 sin calor 2004,2005
M 42 0/1 muerto
M 10 1/2 5/6 sin calor 2004
M 102 1/2 muerto
M 118 0/1 4/5 con calor 2004
M 657 1/2 5/6 sin calor 2004, sin calor 2005
M 180 1/2 muerto
M 769 0/1 3/4 sin calor 2004,2005
M 44 1/2 muerto
M 656 1/2 4/5 sin calor 2004
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M 286 1/2 muerto
M 696 1/2 5/6 sin calor 2004,2005
M 98 0/1 muerto
M 157 1/2 4/5 sin calor 2004, con calor 2005
M 152 1/2 muerto
M 702 1/2 718 con calor 2004,2005
M 739 11/2 718 sin calor 2004
M 739 2 6/7 sin calor 2004
M 133 0/1 muerto
M 52 1/2 muerto
M 796 1/2 6/7 con calor 2004,2005
M 471 0/1 4/5 sin calor 2004
M 158 1/2 muerto
M 698 1/2 5/6 sin calor 2004
M 15 1/2 muerto
M 53 1/2 5/6 sin calor 2004
M 279 0/1 muerto
M 699 0/1 muerto
M 154 1/2 muerto
M 150 2/3 4/5 con calor 2004
M 918 1/2 4/5 con calor 2004,2005
M 55 1/2 5/6 con calor 2004
M 51 1/2 5/6 con calor 2004, sin calor 2005
M 46 11/2 5/6 con calor 2004
M 46 211/2 5/6 sin calor 2004
M 54 1/2 4/5 sin calor 2004
M 660 0/1 muerto
M 708 0/1 4/5 con calor 2004
M 140 1/2 718 con calor 2004,2005
M 721 1/2 5/6 con calor 2004, sin calor 2005
M 21 1/2 718 con calor 2004,2005
M 246 0/1 4/5 con calor 2004
M 714 1/2 muerto
M 130 1/2 5/6 sin calor 2004
M 156 2/3 muerto
M 876 0/1 muerto
M 86 1/2 5/6 con calor 2004, sin calor 2005
M 43 1/2 muerto
M 200 1/2 4/5 sin calor 2004, con calor 2005
M71 1/2 3/4 con calor 2004
M 127 1/2 5/6 con calor 2004
M 940 0/1 6/7 con clor 2004
M 119 1/2 5/6 sin calor 2004,con calor 2005
M 153 1/2 6/7 con calor 2004,sin calor 2005
M 704 10/1 4/5 con clor 2004
211/2 muerto
M 13 0/1 muerto
31/2 4/5 sin calor 2004
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M 916 1/2 muerto
M 862 10/1 2/3 con calor 2004
2/0/1 4/5 con calor 2004
M 861 10/1 5/6 sin calor 2004
210/1 3/4 con calor 2004
M 697 1/2 5/6 sin calor 2004
m 697 1/2 51/6 con calor 2004
MB 5 11/2 muerto
211/2 4/5 con calor 2004
32/3 4/5 con calor 2004
MB 11 1/2 3/4 sin calor 2004
MB 38 1/2 5/6 con calor 2004
MB 83 0/1 3/4 con calor 2004
MB 7 0/1 4/5 sin calor 2004
MB 18 0/ 1 muerto
MB 72 1/2 4/5 con calor 2004
MB 24 1/2 5/6 sin calor 2004,2005
MB 70 1/2 5/6 sin calor 2004
MB 32 1/2 4/5 con calor 2004
MB 44 0/1 muerto
MB 40 0/1 muerto
MB 10 12/3 3/4 sin calor 2004
MB 10 211/2 4/5 sin calor 2004
MB 10 33/4 muerto
MB 10 41/2 4/5
MB 10 51/2 muerto
MB 10 6/1/2 muerto
MB 12 12/3 muerto
212/3 muerto
MB 97 1/2 4/5 sin calor 2004
MB 50 0/1 muerto muerto

Inventario de bulbos del proyecto rhodophiala
luz continua, luz con interrpcién nocturna, luz complementaria, testigo

Ensayo 2002 Ensayo 2002

Especie: R. Montana Especie: R. splendens Especie: R.rhodolirion
Calibre N° de bulbos Calibre N° de bulbos Calibre N° de bulbos
1/2 1/2 6 1/2

2/3 3 2/3 2/3

3/4 7 3/4 1 3/4 2
4/5 5 4/5 2 4/5

5/6 8 5/6 1 5/6 2
6/7 5 6/7 8 6/7 1
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7/8 6 7/8 7/8

8/9 8 8/9 1 8/9

9/10 7 9/10 9/10

10/11 7 10/11 10/11

11/12 4 11/12 11/12

12/13 2 12/13 12/13

Total 62 19 5
Ensayo 2003

Con luz artificial continuay, sin luz artificail

Especie: R. montana Especie: R. splendens
Calibre|N° de bulbos Calibre N° de bulbos
1/2 12 1/2 2
2/3 39 2/3 27
3/4 33 3/4 37
4/5 22 4/5 18
5/6 8 5/6 10
6/7 4 6/7 2
7/8 1 7/8

8/9 8/9

Total 119 96

NOTA Espacios vacios indica que no hay bulbos de ese calibre

Cantidad de semillas en gramos existentes por especie y afio de

recoleccion

Especie 2000 2001 2002 2003 2004 2005
R. rhodolirion 45.69 46.49
R. splendens 101.59 160.68 39.95
R. montana 15.94 77.63 39.77 0.35
R. bagnoldii 8.53 13.1 2.15
R. phycelloides 8.53 13.1 2.15
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Anexo 2
Registro diario de temperatura invernaderos Campus Lircay y Estacién
Experimental Panguilemo
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Ao 2002
Enero
Invernadero Invernadero Campus
Panguilemo Lircay
Fecha Temperatura Temperatura | Temperatura Temperatura
Minima °C Maxima °C | Minima °C Méxima °C
1
2
3
4
5
6
7 9,6 27,2
8 10,3 23,6
9 16 29,7
10 11 29,5
11 11,8 30,5
12 11,8 30
13 10,9 24,1
14 8,3 26,6
15 9,3 27,1
16 10,1 26,5
17 11,3 24,1
18 14 25,3
19 15,2 29,7
20 14 29,6
21 10,7 29,6
22 9,3 29
23 8,6 29,1
24 11,2 30,4
25 11,7 29,9
26 10,9 27,1
27 11,4 27,4
28 11,6 26,7
29 9,8 27,2
30 9,4 24,1
31 9,3 28,9
Promedio 11,1 27,716
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Febrero
Invernadero Invernadero Campus
Panguilemo Lircay
Fecha Temperatura Temperatura | Temperatura Temperatura
Minima °C Méxima °C | Minima °C Maxima °C
1 10,6 29,6
2 12,6 31,1
3 11,2 29,1
4 114 26,7
5
6 12,5 28,7
7 12,7 27,9 11 39
8 11,6 27,1
9 12,6 26
10 10,1 27,2
11 10,1 27,4 10 42
12 10,3 27,5 11 38
13 9,9 27,7 10 35
14 11,1 26,7 11 39
15 10 27,5 12 35
16 9,3 27,3
17 7,8 26,6
18 8,4 27 12 26
19 9,4 29,2 13 29
20 10,9 27,7 14 34
21 13,3 26,1 13 29
22 11,2 29,8 13 35
23 12,3 27,5
24 9,8 27
25 8,2 26 11 39
26 8,5 23 10 38
27 6,2 19,9 13 32
28 7,6 25,3 11 30
29
30
31
Promedio 10,356 27,133 11,67 34,67
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Marzo
Invernadero Invernadero Campus
Panguilemo Lircay
Fecha Temperatura Temperatura | Temperatura Temperatura
Minima °C Méaxima °C | Minima °C Maxima °C
1 8,7 26,5 9 29
2 9,9 22,5
3 7,3 22,8
4 11 24,3
5 9 23,7
6 8,1 24,5
7 10,3 26,7 12 37
8 10,9 23,4
9 9,5 24
10 9,4 26,3
11 7 24,1 11 31
12 9,6 24 12 30
13
14 12,3 21,8
15 14 15,6
16 13,2 22,7
17 11,3 17
18 10,8 21,5 16 30
19 10,4 25,8
20 8,8 26,3
21 9 26,3 11 28
22 10,7 23,4
23 6,6 23,9
24 7,3 23,5
25 6,9 23,8 9 27
26 10,4 24,6 11 26
27 11,9 21,6 10 28
28 7,1 23,4 12 25
29 7,3 24,7
30 7,1 24,1
31 12,4 20,8
Promedio 9,607 23,453 11,3 29,1
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Abril
Invernadero Invernadero Campus
Panguilemo Lircay
Fecha Temperatura Temperatura [ Temperatura Temperatura
Minima °C Maxima °C | Minima °C Maxima °C
1 8,9 24,5 10 32
2 11,8 21
3 9,4 24,8 9 26
4 9,3 24,5 10 28
5 4,7 25,6
6 9,4 22,6
7 5,6 24,7
8 7,3 18,7 11 26
9 59 24,2 9 22
10 8,3 19
11 9,2 20,2 11 23
12 7 20,1 9 24
13 7,4 23,1 10 22
14 6,4 24,8
15 6,7 20,9 9 28
16 10 23,3 6 26
17 7,1 23,4 9 25
18 2,2 20,9 7 27
19 3,5 23,1 7 26
20 2,8 24,1 9 24
21 0,7 21,9
22 59 19 9 23
23 3,7 24,8 9 24
24 9,8 20,1
25 6,1 21,6 10 24
26 3 21,6 10 26
27 34 20 5 25
28 24 19
29 7,9 20 8 24
30 24 20,6 7 22
31
Promedio 6,27 22,07 8,76 25,10
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Mayo
Invernadero Invernadero Campus
Panguilemo Lircay
Fecha Temperatura Temperatura | Temperatura Temperatura
Minima °C Méxima °C | Minima °C Maxima °C
1
2 5 21
3 6 17
4
5
6 4,5 14,4 5 15
7 3,5 15,4 10 19
8 5 20
9 4 17
10 9 18
11 7 26
12
13 11 22
14 13 22
15 13 22
16 10 20
17 4,6 25,8
18 4,3 19 4 31
19 6,7 26,5
20 2 20,1
21 8 26
22 11 20
23 26,8 10 23
24 7,1 17,4 2 19
25 10 14
26 9,1 17,2
27 7 22,1
28 0,2 20,3 3 20
29 0 22,3 2 24
30 0,2 18,1 2 19
31 6,2 11,7 18 8
Promedio 4,67 19,41 7,52 20,43
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“Aplicaciones biotecnolégicas en el mejoramiento genético de cuatro especies de
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Junio
Invernadero Invernadero Campus
Panguilemo Lircay
Fecha Temperatura Temperatura [ Temperatura Temperatura
Minima °C Maxima °C | Minima °C Maxima °C
1 0,1 18,8
2 7,1 14,6
3 91 12,5 7 16
4 7,5 15,8 10 18
5 6,1 22,9 8 8
6 51 19
7 6,1 15,5 7 16
8 0,1 16,9
9 6,3 19,8
10 0 19 1 21
11 0,3 20 0 22
12 0 10
13 0,6 55 -1 19
14 12 3 8
15 7,1
16 1,1 10,3
17 9,1
18 2,3 10,6 1 11
19 6 10
20
21 3 14
22
23
24 -1 21
25
26 1,9 21,2 5 22
27 11 22
28 1,7 15,7 4 13
29 0 20,2
30 0,1 17,4
31
Promedio 2,92 15,90 4,27 16,07
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Julio
Invernadero Invernadero Campus
Panguilemo Lircay
Fecha Temperatura Temperatura | Temperatura Temperatura
Minima °C Méxima °C | Minima °C Maxima °C
1 0 10 -2 18
2 0,1 17,3
3 0 14,6 1 11
4 0,6 215
5 0 19,9
6 0,1 21,1
7 14 9,7
8 25 14,9 3 30
9 0 13 2 15
10 2 7,8 4 16
11 2,4 22,2
12 1,6 24,4 5 25
13 54 19
14 1 13
15 4,7 17,4 4 15
16 2,2 20,8 5 15
17 1 20,1
18 4,3 21,6 7 23
19 7,1 11,4
20 8,4 14,5
21 6,4 24,1
22 6 12,2 8 29
23 6 24,5
24 0,2 23
25 0 24,9
26 2,6 20 3 29
27 0 23,4
28 0 25,1
29 5 30
30 24,4
31 15 24 8 26
Promedio 2,33 18,66 4,08 21,69
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Agosto
Invernadero Invernadero Campus
Panguilemo Lircay
Fecha Temperatura Temperatura | Temperatura Temperatura
Minima °C Méxima °C | Minima °C Maxima °C
1 1,3 5 29
2
3
4 0 20
5 3,2 7,6 4 24
6 3 10
7 9 22
8 25,9
9 1,4 25,8 5 31
10 2,6 26,7
11 6,4 26,1
12 1,9 23,7 4 34
13 2,3 26 6 33
14 2,2 25,4
15 6 28,5
16 8,1 26,6 11 35
17 9,2 27,3
18 6 13,2
19 6,6 21,1 9 34
20 0,3 23,2 4 10
21 3,1 24,6 6 27
22 7 24,7 10 27
23 7,9 11,1 9 31
24 9,7 17,1
25 0,3 16,4
26 9,2 21,9 11 19
27 9,2 21,5 11 20
28 8,1 24,5
29 55 24,1
30 0,1 24,3
31 0 24,6
Promedio 4,52 22,38 7,13 25,73
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Septiembre
Invernadero Invernadero Campus
Panguilemo Lircay
Fecha Temperatura Temperatura | Temperatura Temperatura
Minima °C Méxima °C | Minima °C Maxima °C
1 15 27,2
2 5 25,1 4 38
3 6,2 20 8 33
4 6,1 17,2 10 16
5 5 24,5 7 19
6 0,2 27,3 3 27
7 4,5 22,9
8 6 24,7
9 7,5 23,1 3 30
10 8,3 25,5 9 25
11 2 29 5 26
12 6,1 22,7 5 30
13 2,2 30,1 7 20
14 8,7 23,2
15 2,6 30
16 9,9 10 6 36
17 4,9 24 7 17
18 1,4 27,5
19 3,3 26,9
20 1 27
21 4,1 27,6
22 8,1 27,2
23 2 314 5 34
24 9 32
25 10 34
26 27 11 30
27 9,2 23,4
28 25,8
29 2,9 26,5
30].4.5 26,3 5 41
Promedio 4,7 25,1 6,7 28,7
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Octubre
Invernadero Invernadero Campus
Panguilemo Lircay
Fecha Temperatura Temperatura | Temperatura Temperatura
Minima °C Méxima °C | Minima °C Maxima °C
1 5,6 26,3 7 31
2 11,1 25,3 11 30
3 6 23,3 7 31
4 6,7 26,3 11 30
5 52 24,4
6
7 26 7 30
8 2,2 24,5 5 32
9 9 26,9
10 5 31
11 10 33
12
13
14 11 39
15 5 19
16 7 29
17 8 30
18 11 34
19 9 25
20
21 6 26
22 6 30
23 24,5 11 34
24 8,1 34 11 32
25 10,4 26,7 11 30
26 8,7 19
27 8,5 29,2
28 3,9 30,7 10 34
29 6 30
30 37,9 10 35
31 8,9 35,1 11 34
Promedio 7,1 27,0 8,4 30,7
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Noviembre
Invernadero Invernadero Campus
Panguilemo Lircay
Fecha Temperatura Temperatura | Temperatura Temperatura
Minima °C Méxima °C | Minima °C Maxima °C
1 8,2 20,7
2 10,4 25,7
3 3,2 32,4
4 5 32
5 9 24
6
7 10 37
8 9 31
9
10
11 8 31
12 9 32
13
14 10 35
15 12 34
16
17 11 30,3
18 5,8 27 11 37
19 57 314 8 31
20 55 32,4
21 8,1 34,7 8 31
22 9,3 33,9 11 33
23 11,9 32,3
24
25 9,1 34,9 12 34
26 6,2 26,2 10 36
27 4,3 30,2 8 28
28 7.4 34,7 11 30
29 10,2 33,5 10 34
30
31
Promedio 7,8 30,7 9,5 32,4
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Diciembre
Invernadero Invernadero Campus
Panguilemo Lircay
Fecha Temperatura Temperatura | Temperatura Temperatura
Minima °C Méxima °C | Minima °C Maxima °C
1
2 8,3 36,3 10 33
3 10 34,9 12 34
4 10,2 36,6
5 12,5 27,7 12 38
6 11,6 30,6 13 31
7
8
9 11 39
10 12 34
11 11 36
12 14 34
13 14 36
14
15
16 10,7 30,5 14 39
17 8,7 30 10 38
18 7,6 12 34
19 12 26
20 12 34
21
22
23 9 32
24 12 34
25
26 13 30
27
28
29
30 11 38
31 14 36
Promedio 10,0 32,4 11,9 34,4

Informe Técnico Final




Proyecto FIA cédigo Biot 01-A-71
“Aplicaciones biotecnolégicas en el mejoramiento genético de cuatro especies de
Rhodophiala chilenas”

Afio 2003
Enero
Invernadero Invernadero Campus
Panguilemo Lircay
Fecha Temperatura Temperatura | Temperatura Temperatura
Minima °C Méxima °C | Minima °C Maxima °C
1 10,7 32,3
2 9 32,3 14 36
3 10,2 30,5 12 37
4 9,2 30,9
5
6 33,7
7 10 30,4 14 38
8 30,4 12 36
9 11 31,9 12 36
10 10,2 314 14 38
11 10 32,9
12 9,3 32,7
13 15,3 32,7
14 13,1 33,1
15 12,7 34,3
16 10,7 33,6
17 14,1 27,9
18 8,3 30,4
19 7,2 23,6
20 14,6 21,6
21 14,5 24,4
22 13,4 28,7
23 8,6 30,4
24 9,2 32,6
25 134 32,6
26
27 14 24
28 14 32
29 11,9 29,7 16 36
30 11,6 32,1 16 34
31
Promedio 11,2 30,7 13,8 34,7
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Febrero
Invernadero Invernadero Campus
Panguilemo Lircay
Fecha Temperatura Temperatura | Temperatura Temperatura
Minima °C Méxima °C | Minima °C Maxima °C
1 8,6 31,7 12 36
2 10,3 32,7
3 34,1
4 11 31,2 13 35
5 11,6 314 15 37
6 10 28,7 14 35
7 7 29,1 10 34
8 91 30,2
9 9 30,8
10 10 35
11 10,2 31 13 20
12 10 30,9 12 34
13 8,6 31,7 13 36
14 9 26,7 10 33
15 4,9 25,8
16 6,5 27,7
17 6,6 28,9 12 35
18 8,5 26,6 11 26
19 10 31
20 29 29,1 9 18
21 54 28,9 10 26
22 6 37,4
23
24 8,3 29,6 10 29
25 8,1 22,7 10 40
26 8,9 28,8 9 26
27 8,3 27,4 11 37
28 7,1 27 8 34
29
30
31
Promedio 8,2 29,6 11,1 31,9
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Marzo
Invernadero Invernadero Campus
Panguilemo Lircay
Fecha Temperatura Temperatura [ Temperatura Temperatura
Minima °C Maxima °C | Minima °C Maxima °C
1 6,4 28,6
2 8 29,7
3 9,6 30 9 36
4 10,2 27,6 12 36
5 12,4 26,6 13 34
6 11,3 30,7 12 30
7 11 25,1 12 39
8 10,9 28,8
9 10,9 28,4
10 9,6 29,3 12 37
11 11,3 28,5 12 34
12 9 26,2 10 38
13 7,2 25,6 9 34
14 7,6 22,4 10 31
15 7 25,7
16 7,9 28,4
17 11,4 34 9 35
18 8,1 27,1 10 39
19 9,6 26,2 11 34
20 8,6 26,7
21 7,7 26,7 10 38
22 10,5 26,5
23 10 26,6
24 8 36
25 12 35
26
27
28 9 34
29
30
31 6 34
Promedio 9,4 27,6 10,3 35,2
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Abril
Invernadero Invernadero Campus
Panguilemo Lircay
Fecha Temperatura Temperatura | Temperatura Temperatura
Minima °C Méxima °C | Minima °C Maxima °C
1 7 2,7 9 35
2 6,6 26,4 8 36
3 29 8 30
4 6,4 26 8 30
5 6 25,8
6 32,5
7 6,8 25,5 6 32
8 6,1 25,1 5 30
9 9,8 25,8 10 30
10 6 25,2 5 29
11 7,2 26,6 5 34
12 6,5 25,1
13 4,3 24,8
14 10,3 17,3 6 35
15 8,7 25 6 15
16 9,5 26,6
17 4 24
18 3,1 24,4
19 3 24
20 6 23,3
21 10,5 23,7
22 25 26 5 26
23 34 25,2
24 4,1 24,8
25 3,5 22,7
26 3,5 25,2
27 24 25,1
28 24 24,4
29
30
31
Promedio 5,8 24,4 6,8 30,2
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Mayo
Invernadero Invernadero Campus
Panguilemo Lircay
Fecha Temperatura Temperatura | Temperatura Temperatura
Minima °C Méxima °C | Minima °C Maxima °C
1 7,5 25,3
2 2,2 25,5
3 3,8 24,4
4 3,7 25,1
5 4,1 24,9 5 30
6 1,7 24,4 6 31
7 2,6 25,2 5 29
8 9,6 16,1 6 30
9 6,6 23,5 5 30
10 8,7 23,5
11 4,5 24,1 6 28
12 3,2 23,3 8 29
13 1,2 15 9 29
14 1,4 23,5 6 31
15 1,7 22,6 6 31
16 1 22,3
17 3,4 21,4
18 1,3 19,4 6 30
19 7,6 13 5 31
20 55 11,3 5 30
21 8,4 21,4
22 7,6 22,6 6 18
23 4,4 23 5 17
24 3,6 23,9
25 25 22,9
26 23,6 3 32
27 2 24,4 2 33
28 24,9 4 33
29 6,1 16,9 5 32
30 7,5 14,7 7 27
31 53 14,7
Promedio 4,4 21,5 5,5 29,1
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“Aplicaciones biotecnolégicas en el mejoramiento genético de cuatro especies de
Rhodophiala chilenas”

Junio
Invernadero Invernadero Campus
Panguilemo Lircay
Fecha Temperatura Temperatura | Temperatura Temperatura
Minima °C Méxima °C | Minima °C Maxima °C
1 7 13,3
2 4 22,5 6 17
3 4,6 23 3 18
4 1,7 12,3 4 28
5 7 19,3 4 16
6 3,2 21,7 5 19
7 1,1 215
8 15 16,3 4 21
9 8,7 2 30
10 14,2 6 25
11 8,7 17,4 6 26
12 9,4 25,1 4 16
13 8,2 14,1 6 14
14 8 11,9
15 6,5 24,7
16 24 24,4
17 3,7 15,3 4 28
18 7.4 17,7 5 20
19 9 21,1 7 24
20 11,3 19,5 11 32
21 9,9 17,9
22 12 21
23 8,7 22,7 5 26
24 1,9 20,6 6 20
25 0,1 22,7 1 30
26 0,6 14,1 4 32
27 5,6 22,7 5 24
28 8,1 14,4
29 6 13,4
30 7,6 15 4 33
31
Promedio 6,0 18,6 4,9 23,8
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Proyecto FIA cédigo Biot 01-A-71

“Aplicaciones biotecnolégicas en el mejoramiento genético de cuatro especies de

Rhodophiala chilenas”

Julio
Invernadero Invernadero Campus
Panguilemo Lircay
Fecha Temperatura Temperatura [ Temperatura Temperatura
Minima °C Maxima °C | Minima °C Maxima °C
1 6,7 19,3 6 14
2 6,9 11 8 22
3 9,7 14 7 16
4 5 21
5
6
7 9,7 14 6 24
8 10,2 23,4 5 16
9 0,9 21,9 -2 30
10 0 22,9 0 26
11 0 13,7 0 30
12 0 16,6
13 7 23,3
14 3,9 22,3 4 33
15 0 23,7 0 32
16 1,2 20 -2 30
17 1,7 17 3 22
18 6,1 21,9 5 21
19 3 23
20 23
21 12,5 24,4 2 32
22 04 23,5 3 29
23 0 23,2 1 22
24 0,7 23,3 2 21
25 1 2 22
26
27 23,1
28 1,9 23,7 4 29
29 22,4 1 24
30 11,3 14 26
31
Promedio 4,1 20,6 3,4 24,6

Informe Técnico Final




Proyecto FIA cédigo Biot 01-A-71
“Aplicaciones biotecnolégicas en el mejoramiento genético de cuatro especies de

Rhodophiala chilenas”

Agosto
Invernadero Invernadero Campus
Panguilemo Lircay
Fecha Temperatura Temperatura | Temperatura Temperatura
Minima °C Méxima °C | Minima °C Maxima °C
1 11,6 23,7 6 29
2
3 10 20,6
4 7,2 22,5 1 29
5 7,2 23,5 1 21
6 6,5 20,5 -2 30
7 6,8 19,7 4 30
8 3,9 21,2 1 33
9 6,8 20 3 30
10
11 0 31
12 10 7 17
13 23,7 5 21
14 6,5 25,1 8 28
15 1,1 25,1
16 6,8 24,1
17 3,9 24,8
18 6,5 20,7 5 35
19 9,1 24,1 4 26
20 1,1 24,4 4 30
21 0 23,9 2 27
22 0 23,9 2 28
23 0 25,4
24 0 24,9
25 0,9 25,6 1 33
26 4,9 24,5 8 26
27 0,9 24,9 4 32
28 8,7 27,2 4 28
29 12 25 7 26
30 10,6 24,5
31 11,3 23,9
Promedio 5,7 23,6 3,6 28,1

Informe Técnico Final




Proyecto FIA cédigo Biot 01-A-71
“Aplicaciones biotecnolégicas en el mejoramiento genético de cuatro especies de
Rhodophiala chilenas”

Septiembre
Invernadero Invernadero Campus
Panguilemo Lircay
Fecha Temperatura Temperatura | Temperatura Temperatura
Minima °C Méxima °C | Minima °C Maxima °C
1 6,3 26 6 33
2 8,2 27,2 5 34
3 10,2 19 10 40
4 4,2 23 7 23
5 1,7 22,1 10 36
6 6 26,1
7 6,3 20,1
8 1 34
9 0 33
10 2 34
11 4 37
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
Promedio 1,8 23,4 33,8

Informe Técnico Final




Proyecto FIA cédigo Biot 01-A-71
“Aplicaciones biotecnolégicas en el mejoramiento genético de cuatro especies de
Rhodophiala chilenas”

Octubre
Invernadero Invernadero Campus
Panguilemo Lircay
Fecha Temperatura Temperatura | Temperatura Temperatura
Minima °C Méxima °C | Minima °C Maxima °C
1 10 20
2 5 36
3 7 34
4
5
6 7 30
7 8 26
8 7 30
9 5 34
10 7 40
11
12
13 5 40
14 7,1 27,4 9 42
15 114 27 11 41
16 32,9 10 42
17 8,4 27,6 9 40
18 51 33,8
19 11,3 26,1
20 4,5 25,3 5 38
21 6 27,2 7 34
22 6,8 27,1 9 38
23 6,5 27,4 7 34
24 104 27,4 8 39
25 10,2 19,1
26 9 26
27 4,5 27,1 7 39
28 6,4 30,7 8 35
29 9,1 29 10 39
30 9,5 25,1 7 36
31 3,7 26,7 6 32
Promedio 54 27,4 7,6 35,6

Informe Técnico Final




Proyecto FIA cédigo Biot 01-A-71
“Aplicaciones biotecnolégicas en el mejoramiento genético de cuatro especies de
Rhodophiala chilenas”

Noviembre
Invernadero Invernadero Campus
Panguilemo Lircay
Fecha Temperatura Temperatura [ Temperatura Temperatura
Minima °C Méaxima °C | Minima °C Maxima °C
1 6 31,1
2 7,9 18,8
3 7,1 30,3 7 42
4 8,7 31,2 10 40
5 10 32,5 11 40
6 10,9 29,2 10 42
7 10,5 29,6 11 26
8
9 7,9 29,7
10 7,6 32 10 40
11 8,7 26,7 10 40
12 7,2 30,2 11 30
13 8,4 31,1 10 40
14 9,8 30,4 12 39
15 11,6 28,6
16 10,6 18,5
17 91 27,3 11 34
18 7 30,2 10 35
19 8 32 10 38
20 9,5 31,9 11 36
21 8,7 31,6 11 36
22 11 32,3
23 8,3 30,2
24 10,3 32,1 12 36
25 7,9 30,9 9 32
26 8 32,2 8 36
27 9,4 29,3 11 36
28 8,3 32,3 10 38
29 9,5 31,1
30 7,6 31,7
31
Promedio 10,6 29,8 6,8 36,8

Informe Técnico Final




Proyecto FIA cédigo Biot 01-A-71
“Aplicaciones biotecnolégicas en el mejoramiento genético de cuatro especies de
Rhodophiala chilenas”

Diciembre
Invernadero Invernadero Campus
Panguilemo Lircay
Fecha Temperatura Temperatura | Temperatura Temperatura
Minima °C Méxima °C | Minima °C Maxima °C
1 9 29,3 9 36
2 10 29,9 12 33
3 10 26,7 13 32
4 10,6 31,1 11 36
5 6,8 31,3 8 36
6 10,9 31,9
7 91 28,9
8 8,7 30,7
9 7,5 31 8 34
10 13,2 31 10 34
11 7,2 30,7 13 33
12 7,8 33,4 12 34
13 7,9 33,1
14 12 30,3
15 53 29,5 8 36
16 6,7 40,1 9 34
17 8,7 33,4 14 42
18 11 33,2 12 42
19 10,6 30,1 16 44
20 10,5 33,1
21 7,3 29,2
22 6 29,9 9 42
23 7,6 32,3 10 42
24 8,7 32,4 12 43
25 11,1 32,4 10 39
26 10,7 29,7
27 7,1 26,3
28 6 29,1
29 9,4 32,1 10 39
30 10,5 31,6 12 45
31 9,9 32,1 10 42
Promedio 11,6 31,2 7,4 37,8

Informe Técnico Final




Proyecto FIA cédigo Biot 01-A-71
“Aplicaciones biotecnolégicas en el mejoramiento genético de cuatro especies de
Rhodophiala chilenas”

Afio 2004
Enero
Invernadero Invernadero Campus
Panguilemo Lircay
Fecha Temperatura Temperatura | Temperatura Temperatura
Minima °C Méxima °C | Minima °C Maxima °C
1 9 32,6
2 11,4 33,9 13 45
3 11,3 33,8
4 12,4 35,4
5 8,3 30,2 10 40
6 10,6 32,6 13 38
7 12,7 33,3 13 39
8 10,6 33,1 10 38
9 9 31,7 11 37
10 9,1 30,9
11 9,1 34,2
12 11 33,3 12 35
13 11,7 34 12 40
14 12,7 32,7 13 38
15 12 31,1 10 38
16 13,6 32,6 14 40
17 11,1 33,5
18 114 33
19 10,9 30,7 15 41
20 12,2 33,2 12 39
21 10,3 33,2 12 38
22 11,3 33,3 10 37
23 10 32,6 10 35
24 9,9 33,3 12 38
25 11,7 34
26 13,6 32,5
27 10,6 32,8
28 11,6
29
30
31
Promedio 12,9 32,9 6,5 38,6

Informe Técnico Final




Proyecto FIA cédigo Biot 01-A-71
“Aplicaciones biotecnolégicas en el mejoramiento genético de cuatro especies de
Rhodophiala chilenas”

Febrero
Invernadero Invernadero Campus
Panguilemo Lircay
Fecha Temperatura Temperatura | Temperatura Temperatura
Minima °C Méxima °C | Minima °C Maxima °C
1 31,2
2 10,7 31,7
3 9,4 314
4 9,4 34
5 9,5 35,3
6 11,3 3,9
7 114 31,9
8 8,9 30,7
9 10,4 31,7 12 39
10 9,9 34,8 12 38
11 11 30,4 13 42
12 10,1 33 10 40
13 9,9 34,2 12 41
14 8,5 32
15 8,4 32,3
16 14,4 13 42
17 6,6 31,7 9 33
18 7,9 30,2 11 32
19 9,5 34,9 11 36
20 11,3 30,7 12 40
21 10,6 32,4
22 11,1 33,9
23 13,2 33,8 10 39
24 11,7 35 10 38
25 10,6 34,3 10 39
26 9 33,7 11 32
27 10,2 33,7 10
28 9,7 33,4
29 9 33,7
30
31
Promedio 11,8 31,8 59 37,9

Informe Técnico Final




Proyecto FIA cédigo Biot 01-A-71
“Aplicaciones biotecnolégicas en el mejoramiento genético de cuatro especies de
Rhodophiala chilenas”

Marzo
Invernadero Invernadero Campus
Panguilemo Lircay
Fecha Temperatura Temperatura | Temperatura Temperatura
Minima °C Méxima °C | Minima °C Maxima °C
1 11,3 20 10 21
2 10,4 29,3 9 30
3 9,4 32,7 10 29
4 9,6 33 10 28
5 12,9 29,3 10 29
6 11,2 25,5
7 10,9 27,1 12 30
8 8,7 28,2 12 3
9 9,2 26,8 12 39
10 9,9 28,2 12 40
11 12,4 19,6 12 40
12 115 26,2 12 36
13 12 22,4
14 13,3 41,9
15 9 28,2 11 33
16 8,4 28,4 11 36
17 10,6 25,6 12 39
18 59 27,1 8 34
19 7,1 27 9 35
20 9,5 32,1
21 8,7 27,8
22 9,8 27,8 8 36
23 7,9 27,4 9 35
24 9,8 25,8 10 36
25 9 26,4 9 34
26 9 25,7 8 33
27 6,9 26,2
28 10 18,2
29 9,9 23,2 8 35
30 9,9 24,1 12 30
31 12,4 31,4 14 35
Promedio 12,8 27,2 8,1 32,3

Informe Técnico Final




Proyecto FIA cédigo Biot 01-A-71
“Aplicaciones biotecnolégicas en el mejoramiento genético de cuatro especies de
Rhodophiala chilenas”

Abril
Invernadero Invernadero Campus
Panguilemo Lircay
Fecha Temperatura Temperatura | Temperatura Temperatura
Minima °C Méxima °C | Minima °C Maxima °C
1 114 24,5 10 30
2 9 25,4 12 38
3 6,8 27
4 9,4 24,9
5 10,6 24,5 6 32
6 10,5 25,3 12 29
7 7,2 22,6 8 30
8 11,2 25,7 11 33
9 8,1 22,6 9 32
10 7,9 26,3
11 10 22,8
12 10 16 5 32
13 9,6 17,3 9 28
14 6,9 23,7 9 26
15 5,6 21,4 5 26
16 4,5 24,4 6 25
17 7,9 21,3
18 5 31,8
19 3,3 215 5 26
20 4,1 15,3 8 24
21 7,7 17,5 7 20
22 7 22,7 6 22
23 4,7 22,1 5 22
24 52 22,6
25 24,2 4,5
26 20,5 4,5 6 27
27 15,5 8,5 5 30
28 20,3 6,9 5 28
29 22,9 5,6 4 22
30 20,4 3 4 26
31
Promedio 12,8 19,4 52 27,6

Informe Técnico Final




Proyecto FIA cédigo Biot 01-A-71
“Aplicaciones biotecnolégicas en el mejoramiento genético de cuatro especies de

Rhodophiala chilenas”

Mayo
Invernadero Panguilemo Invernadero Campus Lircay
Fecha [Temperatura Temperatura [Temperatura [Temperatura
Minima °C Méaxima °C Minima °C Méxima °C
1 25 23.1
2 10 23.4
3 4.9
4 0.4 23.6
5 7.5 25.4 5 28
6 2.9 22.6 5 30
7 7.5 124 5 26
8 6.5 21.7
9 7.1 14
10 8.8 154 4 26
11 6.4 14.9 5 14
12 1.2 22.8 4 21
13 1.2 22.9 5 21
14 0 23.4 1 22
15 0 20.2
16 3.8 23.1
17 1 23
18 7 16.9 7 19
19 6.1 21.1 7 27
20 6.7 13.7 4 25
21 6.7 15.3 5 22
22 1.2 24.8
23 1.1 21.4
24 3 22.2 5 29
25 2 21.8 4 22
26 4.6 10.3 6 20
27 4.1 21.7 5 22
28 7.1 16.1 6 22
29 7.5 22.7
30 3.3 22.3
31 3.4 22.2 5 25
Promedio 4.5 19.4 4.7 23.4

Informe Técnico Final




Proyecto FIA cédigo Biot 01-A-71
“Aplicaciones biotecnolégicas en el mejoramiento genético de cuatro especies de

Rhodophiala chilenas”

Junio
Invernadero Panguilemo Invernadero Campus Lircay
Fecha [Temperatura Temperatura [Temperatura [Temperatura
Minima °C Méaxima °C Minima °C Méxima °C
1 3.7 21.9 6 19
2 2.6 154 6 22
3 3.6 14.8 8 15
4 3.7 22.1 9 22
5 2.2 10.3
6 0.3 23.7
7 4.1 24.3 2 23
8 2 23
9 7.4 19.7 5 21
10 3.7 10 4 15
11 0.2 19.5 2 18
12 2 18.1
13 2.9 15.2
14 4.4 17 -1 16
15 10 19.5 7 19
16 6 20.2 10 20
17 4.9 14.5 8 20
18 8.3 19.7 7 19
19 8.3 174
20 4.4 19.5
21 1.4 13.9 4 26
22 5.6 20 5 18
23 2.6 155 4 19
24 4.5 10.7 8 19
25 7.5 18.9 4 10
26 8.5 175
27 6 21.9
28 2.2 174
29 25 19.7 5 26
30 0 20.1 0 25
31
Promedio 4.3 17.9 5.0 19.8
Julio

Informe Técnico Final




Proyecto FIA cédigo Biot 01-A-71
“Aplicaciones biotecnolégicas en el mejoramiento genético de cuatro especies de

Rhodophiala chilenas”

Invernadero Panguilemo

Invernadero Campus Lircay

Fecha [Temperatura [Temperatura [Temperatura [Temperatura
Minima °C Maxima °C Minima °C Maxima °C
1 0.9 19.3 3 22
2 0 17.4 3 14
3 7.2 21.6
4 6.4 20.4
5 7 20.4 8 28
6 7.6 20.4 7 23
7 1.3 19.9 6 22
8 5.7 17.9 0 21
9 3 15.9 4 22
10 0 16.6
11 0 14.7
12 6.2 11.1 -1 17
13 8.9 21.7 8 16
14 3.7 25 2 22
15 4.1 20.3 1 22
16 25 16.3 2 16
17 2.9 17.3
18 1.7 22
19 7.1 23.6 2 24
20 9.1 211 5 14
21 6 171 3 10
22 6.8 11.6 4 13
23 6.5 21.6 7
24 2.7 15.2
25 6.7 11.6
26 6.4 16.9 5 23
27 7.9 21.7 9 15
28 3.3 22.9 5 20
29 0 20.4 2 22
30 0 19.6 5 15
31 6.7 16.3
Promedio 4.5 18.6 4.1 19.1
Agosto

Invernadero Panguilemo

Invernadero Campus Lircay‘

Informe Técnico Final




Proyecto FIA cédigo Biot 01-A-71
“Aplicaciones biotecnolégicas en el mejoramiento genético de cuatro especies de

Rhodophiala chilenas”

Fecha [Temperatura Temperatura [Temperatura [Temperatura
Minima °C Méxima °C Minima °C Méxima °C
1 6.7 16.5
2 7.3 12.3 8 13
3 5.8 18.2 8 13
4 3.7 18.7 5 16
5 5.7 21.2 8 22
6 1.4 21.2 4 20
7 0 22.7
8 1 14
9 7.8 15.8 1 22
10 3.7 21.7 8 16
11 6.4 19 5 14
12 1.6 22 4 15
13 5.1 18.6 10 22
14 6.1 18.7
15
16 5.6 19.1 4 21
17 0.2 21 2 17
18 4.4 20 1 22
19 1.3 21.7 4 16
20 0.2 20.8 5 22
21 0.2 21.9
22 0.3 20.2
23 0 23.6 4 18
24 2.2 24.4 5 21
25 4.2 24.8 7 25
26 7.7 16.5 8 24
27 7.1 20.1 1 23
28 9.3 25.2
29
30 8.6 23.3 8
31 5.3 23.9 8 30
Promedio 4.1 20.2 5.4 19.6
Septiembre
Invernadero Panguilemo Invernadero Campus Lircay
Fecha [Temperatura Temperatura|[Temperatura emperatura
Informe Técnico Final




Proyecto FIA cédigo Biot 01-A-71
“Aplicaciones biotecnolégicas en el mejoramiento genético de cuatro especies de
Rhodophiala chilenas”

Minima °C Méxima °C  [Minima °C Méaxima °C
1 5.7 23.8 5 22
2 7 22.8 11 26
3 11.7 154 9 24
4 9.1 22.1
5 7.6 16
6 8.1 21.9 10 16
7 4.5 23.2 11 24
8 0 22.6 1 24
9 0 22.1 1 20
10 0 22.2 2 22
11 0.3 24.3
12 1.9 25.8
13 3.6 25.8 4 32
14 4.6 24.1 6 34
15 2.6 24.8 6 26
16 2.9 26.7 5 30
17 11 29
18 6 21
19 0.7 25
20 1.1 20.3 4 30
21 0.2 23.7
22 0.4 20.9
23 1.1 26.3
24 3 23.9
25 4.6 26.4
26 5.8 20.5
28
29 6.1
30
Promedio 3.8 22.9 6.1 25.6
Octubre
Invernadero Panguilemo Invernadero Campus Lircay
Fecha Temperatura [TemperaturalTemperatura Temperatura
Minima °C Maxima °C Minima °C Méaxima °C

Informe Técnico Final




Proyecto FIA cédigo Biot 01-A-71
“Aplicaciones biotecnolégicas en el mejoramiento genético de cuatro especies de
Rhodophiala chilenas”

1 4.3 2.4 7 34
2 4.9 25.9 12 39
3 5.9 25.2 12 33
4 9.9 24.4 12 28
5 7.3 19 10 27
6 10.3 21 12 26
7| 7.6 23.6 12 28
8 11.3 26.1 11 27
9 6.6 25.2
10 3.3 20.2
11 8.7 10.4 6 23
12 8.8 20.5 8 26
13 4.3 22.4 8 23
14 7.7 23.5 10 26
15 4.5 21.8 8 24
16 7 15.2
17 5.3 23.2
18 2 24.9 8 26
19 4 25.5 10 30
20 26.8 10 30
21 9.6 21.9 14 30
22 6.4 21.9 11 22
23 2 23.2
24 3.8 25
25 9.2 18.7 6 30
26 10 25.9 8 30
27 6.6 25.8 10 26
28 7.9 25.1 12 26
29 7.9 25.2 11 26
30 7.6 10 24
31 7.3 23.7
Promedio 6.7 22.1 9.9 27.7
Noviembre
Invernadero Panguilemo Invernadero Campus Lircay
Fecha Temperatura [TemperaturalTemperatura Temperatura
Minima °C Maxima °C Minima °C Méaxima °C
1 6) 31.1

Informe Técnico Final




Proyecto FIA cédigo Biot 01-A-71
“Aplicaciones biotecnolégicas en el mejoramiento genético de cuatro especies de
Rhodophiala chilenas”

2 7.9 18.8 11 28
3 7.1 30.3 14 14
4 8.7 31.2 8 23
5 10 32.5 10 25
6 10.9 29.2
7 10.5 29.6
8 10 29 11 35
9 79 29.7 11 24
10 7.6 32 10 26
11 8.7 26.7 15 34
12 7.2 30.2 16 24
13 8.4 31.1
14 9.8 30.4
15 11.6 28.6 8 26
16 10.6 18.5 11 26
17 9.1 27.3 10 26
18 7 30.2 12 32
19 8 32 10 33
20 9.5 31.9
21 8.7 31.6
22 11 32.3 14 32
23 8.3 30.2 15 34
24 10.3 32.1 12 34
25 7.9 30.9 15 30
26 8 32.2 14 30
9.4 29.3 15 28
28 8.3 32.3
29 9.5 31.1 15 33
30 7.6 31.7 15 35
Promedio 11.2 29.8 12.4 28.7
Diciembre
Invernadero Panguilemo Invernadero Campus Lircay
Fecha Temperatura Temperatura Temperatura [Temperatura
Minima °C Maxima °C Minima °C Maxima °C
1 9 29.3 15 36
2 10 29.9 15 19
3 10 26.7 17 30

Informe Técnico Final




Proyecto FIA cédigo Biot 01-A-71
“Aplicaciones biotecnolégicas en el mejoramiento genético de cuatro especies de
Rhodophiala chilenas”

4 10.6 31.1 14 26
5 6.8 31.3
6 10.9 31.9 15 34
7 9.1 28.9 14 34
8 8.7 3.7 16 34
9 7.5 31 15 36
10 13.2 31 14 39
11 7.2 30.7
12 7.8 334
13 7.9 33.1 14 39
14 12 30.3 15 35
15 5.3 29.5 14 37
16 6.7 40.1
17 8.7 334 14 36
18 11 33.2 11 35
19 10.6 30.1 14 36
20 10.5 33.1 14 34
21 7.3 29.2 11 37
22 6 29.9 14 34
23 7.6 32.3 14 38
24 8.7 32.4 14 37
25 111 32.4
26 10.7 29.7
27 7.1 26.3 15 40
28 6 29.1 18 38
29 9.4 32.1 14 32
30 10.5 31.6 16 34
9.9 32.1 37
Promedio 9.0 30.3 14.5 34.7
Afio 2005
Enero
Invernadero Panguilemo Invernadero Campus Lircay
Fecha Temperatura [TemperaturalTemperatura Temperatura
Minima °C Méaxima °C Minima °C Méxima °C
1 12 34.1 14 40
2 13.1 33
3 10.3 32.4

Informe Técnico Final




Proyecto FIA cédigo Biot 01-A-71
“Aplicaciones biotecnolégicas en el mejoramiento genético de cuatro especies de
Rhodophiala chilenas”

4 10.9 36.2 15 40
5 10.3 31.9 16 40
6 9.3 28.7 12 36
7 9.4 31.7 15 40
8 10.2 46.5 16 34
9 11.2 39.3
10 9.7 30.2 15 36
11 10.2 30.4 14 36
12 11.5 29.2 15 32
13 8.6 31.2 15 34
14 9.1 26.5 14 39
15 9.6 27.3
16 10.6 32.9
17 10.7 32.7
18 11 30.5
19 10 30.9
20 11 30.5
21 11.3 25.5
22 9.1 30.3
23 9.2 290.8
24 9.2 29 15 40
25 7.6 30.1 12 36
26 7.8 29.1 12 37
27 9.5 27.3 15 37.8
28 9.3 20.1 12 34
29 10.9 22.7
30 6.2 23.8
4.9 28.1 11 34
Promedio 9.8 30.7 14.0 36.8
Febrero
Invernadero Panguilemo Invernadero Campus Lircay
Fecha Temperatura [TemperaturalTemperatura Temperatura
Minima °C Maxima °C Minima °C Méaxima °C
1 6.8 30.2 11 36
2 7.7 30 13 40
3 7.7 29.9 14 44
4 8.7 30.2 13 39
5 9.4 28.9
6 9.5 28.5
7 8.7 28.5 14 36

Informe Técnico Final




Proyecto FIA cédigo Biot 01-A-71
“Aplicaciones biotecnolégicas en el mejoramiento genético de cuatro especies de
Rhodophiala chilenas”

8 10 20.1 14 34
9 9.8 32 16 42
10 11.2 30.5 16 43
11 11.6 20.7
12 14.3 26
13 11.2 20.1
14 9 27.6 14 36
15 9 26.6 14 33
16 9.9 29 14 34
17 11.1 27.3 14 36
18 10.7 26.6 15 35
19 10.2 28.3
20 9.5 27.5
21 9 20.1 15 38
22 9.3 28.8 15 40
23 11.3 28.4 15 40
24 10.3 27.7 16 38
25 9.5 20.1 16 40
26 12.3 26.2
27 11.4 20.5
28 15.8 20.9 16 39
29
30
31
Promedio 10.2 27.4 14.5 38.1
Marzo
Invernadero Panguilemo Invernadero Campus Lircay
Fecha [Temperatura [Temperatura[Temperatura [Temperatura
Minima °C Maxima °C Minima °C Méxima °C
1 13.4 24.7 14 38
2 9.6 27.9 16 36
3 11.4 30.1 15 34
4 13.4 26.8 20 40
5 7.3 25.5
6 5.5 22
7 7.8 21.2 10 32
8 6.4 24 11 26
9 4.3 24.8 9 31

Informe Técnico Final




Proyecto FIA cédigo Biot 01-A-71
“Aplicaciones biotecnolégicas en el mejoramiento genético de cuatro especies de
Rhodophiala chilenas”

10 5.3 28.5 13 33
11 9.3 23 14 31
12 13.6 25.5
13 9.7 29.6
14 10.2 28.6 16 34
15 9 25.1 14 30
16 9.3 26 12 32
17 9 26.5 12 32
18 6.3 24.9 12 35
19 7.3 23.3
20 13.9 27.3
21 6) 25.1 11 32
22 7.2 27.1 11 27
23 7.2 25.7 10 26
24 7 26.9 11 28
25 11.3 22.6
26 7 23.7
27 5.5 24.3
28 5.6 23 10 32
29 4.5 23.1 10 28
30 5 22.7 10 26
31 9 23.2 10 28
Promedio 8.3 25.2 12.3 31.4
Abril
Invernadero Panguilemo Invernadero Campus Lircay
Fecha [Temperatura [Temperatura[Temperatura [Temperatura
Minima °C Maxima °C  Minima °C Méxima °C
1 5.6 24.1 10 27
2 4.5 24.5
3 4.2 24.9
4 3.7 25 6 30
5 6) 23.9 5 27
6 2.3 24.1 6 28
7 7.9 23.1 7 25
8 2.7 24.7 5 26
9 3.1 23.6
10 3.3 24.9
11 8.2 24.3 4 30

Informe Técnico Final




Proyecto FIA cédigo Biot 01-A-71
“Aplicaciones biotecnolégicas en el mejoramiento genético de cuatro especies de

Rhodophiala chilenas”

12 3.5 24.1 5 31
13 4.6 24.4 5 26
14 6.1 24.1 6 25
15 4 235 5 29
16 5.9 24.4
17 5.4 23.2
18 4.3 23.9 12 32
19 5.3 22.3 10 30
20 3.6 235 8 29
21 2 23 7 28
22 2.2 24 7 29
23 7 175
24 3.7 23
25 3 24 5 26
26 4.7 23 5 26
27 5.4 22 4 24
28 7.2 23.3 4 25
29 3.2 23 4 22
30 1.2 23.4
31
Promedio 4.5 23.6 6.2 27.4
Mayo 2005
Invernadero Panguilemo Invernadero Campus Lircay
Fecha [Temperatura Temperatura [Temperatura [Temperatura
Minima °C Méxima °C Minima °C Maxima °C
1
2 3 25
3 5 22
4 5 21
5 5 18
6 5 25
7
8
9 10.3 13.9 6 30
10 8.7 16.9 4 25
11 1.4 10.9 7 20
12 6.1 9.4 4 19
13 4 14 5 19

Informe Técnico Final




Proyecto FIA cédigo Biot 01-A-71
“Aplicaciones biotecnolégicas en el mejoramiento genético de cuatro especies de

Rhodophiala chilenas”

14 0 15.7
15 4.1 16
16 4.5 14.7 4 18
17 6 10.6 3 18
18 6.1 10.5 5 20
19 7| 11.5 6 19
20 4.9 10.6 4 25
21 1.3 8.6
22 1 9.4
23 6.7 11
24 6.1 13.1 4 25
25 6 29
26 5 22
27 6 20
28
29
30 6 21
31 5 17
Promedio 4.9 12.3 4.9 21.8
Junio
Invernadero Panguilemo Invernadero Campus Lircay
Fecha Temperatura Temperatura [Temperatura Temperatura
Minima °C Méaxima °C Minima °C Maxima °C
1 3 18
2 6.7 20 4 13
3 6 22 4
4 1.7 23.9
5 0.3 20.4
6 3.3 24 4 15
7 9 10 3 14
8 1.7 12 3 12
9 6 20.5 5 10
10 7| 23.7 5 11
11
12
13 5.2 20.1 4 13
14 2 4.2 2 14
15 0.4 104 3 15
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16 7 10 5 11
17 8.3 12.4 8 10
18 6.4 14.3
19 9.4 16
20 10 17 9 12
21 9 17 6 12
22 6.5 16 4 10
23 7 17 5 12
24 7| 11.3 4 13
25 9 14.9
26 7.1 10.1
27 9.4 12.1
28 6.8 10.4 4 12
29 7| 22.7 2 12
30 7 13.3 1 13
31
Promedio 6.2 15.8 4.2 12.6
Julio
Invernadero Panguilemo Invernadero Campus Lircay
Fecha [Temperatura Temperatura [Temperatura [Temperatura
Minima °C Méxima °C Minima °C Maxima °C
1 10 16.7 4 22
2 9 24
3 6.1 17.1
4 4.9 20.7 2 25
5 5.1 14.7 6 15
6 4.2 16 5 16
7 0.1 15.3 4 14
8 6.4 19.4 4 10
9 6.6 20.6
10 3.7 23
11 4 14 2 11
12 4.1 214 2 11
13 4.1 13 5 10
14 0.7 12 4 9
15 2 14 3 12
16 1.9 15
17 6 18.7
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Proyecto FIA codigo

Biot 01-A-71

“Aplicaciones biotecnolégicas en el mejoramiento genético de cuatro especies de

Rhodophiala chilenas”

18 7 15.3 5 14
19 1.7 16 6 10
20 3.4 19 6 11
21 4.7 19.2 5 13
22 5 15.5 7 12
23 4.2 20
24 7.5 17
25 4.2 15 8 10
26 5.6 12 7 9
27 6.1 15 2 10
28 4.9 13.4 8 15
29 6.7 14 4 14
30 6.8 15.4
31 6.6 15.4
Promedio 4.9 16.7 4.7 13.0
Agosto
Invernadero Panguilemo Invernadero Campus Lircay
Fecha Temperatura Temperatura [Temperatura Temperatura
Minima °C Méaxima °C Minima °C Maxima °C
1 7 14 5 18
2 6.7 15.7 5 19
3 5.8 18.1 6 20
4 4.5 19.3 8 22
5 6.7 20.2 7 25
6 6.9 17.5
7 5.5 17.8
8 8 16 4 20
9 7.5 18 3 22
10 7 19 4 25
11 7.9 18.6 7 20
12 9 19.4 4 19
13 7 20
14 6.6 19.7
15 7.6 22.1
16 6 10.9 2 16
17 10 16 2 14
18 8 17 5 13
19 10.3 22.1 4 18
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20 9 20.3
21 9.6 19
22 7.8 20.5 3 19
23 9.5 18.5 5 20
24 6.6 19 7 21
25 7.8 19.7 8 20
26 7.7 21 8 24
27 7 20
28 8.1 18
29 9.2 17 4 20
30 10 18.2 4 21
31 9.5 18.5
Promedio 7.7 18.4 5.0 19.8
Septiembre
Invernadero Panguilemo Invernadero Campus Lircay
Fecha Temperatura Temperatura Temperatura Temperatura
Minima °C Méaxima °C Minima °C Méaxima °C

1 5 17

2 5 25

3

4

5 6 25

6 6 20

7 7 21

8 8 18

9 9 21
10
11
12 7 25
13 7.8 20.2 5 24
14 6.4 21 6 26
15 6.6 24.8 5 27
16 6 23 6 28
17 4 25
18 7 23
19 9.9 214
20 6.9 22.3 7 25
21 7.1 24.4 5 28
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22 10 24.7 6 30
23 10.5 25.1 5 30
24
25
26 5.2 26.2 10 32
27 6.1 21.1 15 30
28 11.9 19.7 10 25
29 7.3 23
30 4.3 22.6
31
Promedio 7.3 23.0 7.0 25.1
Octubre
Invernadero Panguilemo Invernadero Campus Lircay
Fecha [Temperatura [TemperaturalTemperatura Temperatura
Minima °C Méaxima °C [Minima °C Méxima °C
1 7.4 20.3
2 6.3 15.1
3 2.9 21.3
4 7.5 23.7
5 9 23
6 7.5 21
7| 9.3 18.8
8 9.4 17.4
9 9.1 14
10 8.1 15
11
12
13
14 11 25
15 13 20.1
16 5.9 25.1
17 7 24.7
18 7.1 25.9
19 9 28.9
20 8.8 35.7
21 9.5 25.6
22 10.3 26.8
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23 4.3 28.5
24 6.4 194
25 7.3 25.8
26 6.5 24.9
27 5.6 24.1
28 8.2 22.6
29 2.6 17
30 5.4 26.1
31 6) 26.2
Promedio 7.5 22.9 #iDIV/O! #iDIV/0!
Noviembre
Invernadero Panguilemo Invernadero Campus Lircay
Fecha Temperatura [TemperaturalTemperatura Temperatura
Minima °C Maxima °C [Minima °C Méaxima °C
1 6.5 22.1
2 7.5 25.9
3 9.5 23
4 5.1 24.1
5 6.7 25.4
6 5.3 24.8
7 6.9 24.5
8 10 22.2
9 5.5 25.6
10 7.7 29.8
11 9.6 24.5
12 7.1 26.8
13 6.1 24.9
14 7.4 21.4
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
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25
26
27
28
29 7.3 26.2
30 7.1 290.1
31
Promedio 7.2 25.0 #iDIV/O! #iDIV/0!
Diciembre
Invernadero Panguilemo Invernadero Campus Lircay
Fecha Temperatura [TemperaturalTemperatura Temperatura
Minima °C Méaxima °C [Minima °C Méaxima °C
1 7 27.9
2 10 28.4
3 7 25.3
4 9 24.4
5 5.4 26
6 6.9 27.5
7 6.5 27.3
8 10 29.5
9 9.3 28.7
10 9.5 32.7
11 10.6 33.4
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
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28
29 7.3 26.2
30 7.1 29.1
31
Promedio 8.1 28.2 #iDIV/O! #iDIV/0!
Afio 2006
Enero
Invernadero Panguilemo Invernadero Campus Lircay
Fecha Temperatura [TemperaturalTemperatura Temperatura
Minima °C Méaxima °C [Minima °C Méaxima °C
1 12.4 30.1
2 10.5 30.2
3 10.5 28.6
4 12.4 30.6
5 9.8 33.6
6 10 32.6
7 9.5 27.6
8 9.9 27.6
9 9.9 31.1
10 10 27.8
11 9.4 29.2
12 11 29.6
13 10.1 32.1
14 9 26.7
15 7.1 30.2
16 8.1 30.1
17 10.7 28.8
18 10.1 29.5
19 10 26.3
20 9.3 29.6
21 10 34.3
22 9.6 31.3
23 10 30.4
24 12 29.3
25 11.8 32.7
26 11.5 30.2
27 11.6 33.9
28 10.5 30.2
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29 12.5 27.6
30 11.5 32.7
31 8.8 30.4
Promedio 10.3 30.2 #iDIV/0! #iDIV/0!
Febrero
Invernadero Panguilemo Invernadero Campus Lircay
Fecha [Temperatura [Temperatura[Temperatura [Temperatura
Minima °C Méaxima °C [Minima °C Méaxima °C
1 11.1] 229.3
2 10.7 26.9
3 10 33
4 11.6 36.9
5 8.6 35.4
6 10 36.5
7 12.4 32.4
8 11.6 335
9 9.5 35.3
10 10.6 36.5
11 12.1 31.1
12 12.2 32
13 12 32.7
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
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Promedio 11.0 48.6
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