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La propuesta de proyecto deberad presentarse en este formulario, en tres
ejemplares (un original y dos copias) y en disquet. Aquellos postulantes que
no cuenten con medios computacionales, pueden transcribir el contenido
del proyecto directamente a este cuademillo.

Antes de iniciar la preparacion del proyecto y el llenado del formulario
se solicita leer con detencién todos los puntos del “Instructivo para la
Presentacion de Propuestas"”, a fin de evitar errores que dificultaran
posteriormente la evaluacién de la propuesta por parte de la Fundacion, o
que puedan ser motivo de rechazo de la propuesta en las etapas de
admision o evaluacion.

El formulario esta dividido en secciones, que incluyen cierto espacio para la
presentacién de la informacion. Si el espacio en una seccion determinada
no es suficiente, se podran agregar hojas adicionales, identificando la
seccién a la cual pertenecen. Podra adjuntarse ademas cualquier otro tipo
de informacién adicional o aclaratoria que se considere importante para la
adecuada descripcion de la propuesta.
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2.2 . Equipo Técnico del Proyecto
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3. BREVE RESUMEN DEL PROYECTO
(Completar esta seccibn al finalizar la formulacion del Proyecto)

En nuestro pais las especies nativas han sido poco valoradas y aun menos estudiadas; han
sido otros paises los que han extraido material para su estudio, mejoramiento y posterior
utilizaciéon comercial.

Existen plantas bulbosas o gedfitas que presentan un claro potencial ornamental, como son
las especies de Rhodophiala representadas por R. bagnoldii, R. montana, R. rhodolirion y R.
splendens. Sin embargo, en floricultura se busca que las plantas cultivadas posean grandes
flores y fuertes tallos. Esto ha llevado a la creacién de individuos poliploides, que, de no estar
disponibles en la naturaleza, son inducidos por medios artificiales. Las especies
mencionadas de Rhodophiala presentan varias caracteristicas que las hacen atractivas
(habito de crecimiento, altura de tallo, color de floracién, etc), sin embargo el aumentar el
tamafrio de la flor, intensidad de color, altura de tallo, etc., las haria mas atractivas para
diferentes mercados.

Con el mejoramiento y la creacién de nuevos cultivares se busca dar mayor valor al material
genético nativo para un amplio uso paisajistico, un posible desarrolio de produccién de
bulbos para uso en maceta o para flor de corte, ademas de un considerable potencial como
producto de exportacién y la posibilidad de patentar los cultivares obtenidos producto de tal
mejoramiento genético.

El mejoramiento de estas especies de Rhodophiala, como también el de otras especies
nativas con posible uso ornamental, implica enormes ventajas comerciales futuras, por lo
que, aumentando el nivel de ploidia de estas especies, en estos casos particulares la
obtencion de genotipos poliploides permitira alcanzar caracteristicas genéticas superiores
que se requieren para transformarlas en flores de corte con posibilidades de mercado, o
flores para maceta y jardin.

El presente proyecto seria realizado en un periodo aproximado de 4 afios, e incluye en
primer lugar la induccién de poliploidia en las cuatro especies mencionadas, para lo cual es
necesario determinar los cariotipos de las cuatro especies, establecer un protocolo para la
induccién de poliploidia en esas especies, la induccion de poliploidia y la evaluacion del
grado de poliploidia logrado. Posteriormente se realizara la multiplicacion masiva del material
in vitro y el material sera sometido a condiciones que favorezcan un crecimiento vegetativo
rapido en invernadero, ambos procesos aplicando protocolos establecidos durante el primer
afo de desarrollo del proyecto, con el fin de disponer de suficiente material que permita
hacer florecer en el menor tiempo posible los bulbos para su evaluacién ornamental.

En resumen este proyecto propone tomar especies endémicas chilenas, evitando su
extincion, aprovechar sus caracteristicas ornamentales, e induciendo la poliploidia sobre
ellas, para obtener finaimente clones poliploides con caracteristicas ornamentales
mejoradas, los cuales podrian traducirse en un nuevo cultivo comercial, no sélo de interés
para la exportacion, sino que también a nivel nacional, de vital uso para paisajistas, como
para ser disfrutado por los amantes de la jardineria.
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4. IDENTIFICACION DEL PROBLEMA A RESOLVER

A nivel mundial la floricultura presenta un potencial de desarrollo interesante, es por ello que
todos los esfuerzos se concentran en una intensa busqueda de nuevas especies con
potencial floricola, para su posterior producciéon a nivel comercial.

La biotecnologia aporta hoy en dia las herramientas necesarias para alcanzar caracteristicas
tanto agronémicas, como ornamentales superiores. Para lograr esto se debe contar con
material que presente un potencial interesante a ser investigado y mejorado. El
mejoramiento o la creacion de nuevos cultivares se ve favorecido en paises sudamericanos,
constituyéndose éstos en potenciales de nuevas caracteristicas genéticas. Es asi como al
patrimonio nacional pertenecen, entre otras, 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. El estudio de material nativo busca analizar
un material genético Gnico, evitandose la extincion de especies endémicas.

Recientemente en Chile se han realizado trabajos de investigacion orientados a la
recoleccién y multiplicacion de especies gedfitas chilenas con potencial ornamental. Estos
trabajos han generado importantes conocimientos, como por ejemplo la definicion de las
especies gedfitas que presentan un potencial ornamental definido. Dentro de ellas se
encuentran especies de Rhodophiala.

El género Rhodophiala, perteneciente a la familia Amaryllidaceae, posee especies chilenas
que se distribuyen mayoritariamente desde la Ill a la X region. Son plantas gedfitas, que
producen hermosas flores de destacados colores, presentan érganos de almacenamiento
que que les permiten permanecer en estado de dormancia o receso, cuando las condiciones
de humedad o temperatura no son las adecuadas. Dentro del género Rhodophiala existen
una serie de especies con caracteristicas que las hacen aptas para producir flores de corta,
con un tallo floral suficientemente largo y robusto y con un niumero de flores individuales
adecuado para producir una inflorescencia atractiva. Cuatro de estas especies: Rhodophiala
bagnoldii, R. montana, R. rhodolirion y R. splendens han sido colectadas dentro del marco
del proyecto “Rescate y multiplicacion de bulbosas nativas de valor comercial’, financiado
por la Fundacién para la Innovacién Agraria y la Universidad de Talca, y existe material
disponible para los inicios de un programa de mejoramiento, de modo de obtener
inflorescencias de mejor calidad para su uso como flores de corta y también como plantas
de jardin.

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. Segin MEEROW
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(2000), en Hippeastrum, planta muy cercana filogenéticamente a Rhodophiala, casi todos los
hibridos en cultivo son tetraploides, y la tetraploidia se asocia con plantas y flores mas
grandes y de mayor longitud de tallo.

En general se ha observado que las plantas poliploides pierden fertilidad. Por otro lado, las
plantas del género Rhodophiala, al presentar principalmente polinizacion cruzada, muestran
variabilidad y no mantienen las mismas caracteristicas, si son propagadas por semillas (si las
presentan), por lo cual es necesario propagar los individuos tetraploides obtenidos, por
medio de propagacién vegetativa. El mejor método de multiplicaciéon intensiva, que permite
la obtencion de gran cantidad de material en el menor tiempo posible, es el cultivo de tejidos
in vitro.

Hoy en dia se reconoce la induccién 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 dotacién cromosémica de diferentes individuos.
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 que 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. Sin embargo se desconoce la aplicaciéon de estas técnicas para
el caso especifico del género Rhodophiala. No obstante lo anterior, trabajos recientes han
demostrado la factibilidad de producir microbulbillos in vitro a partir de bulbos de Rhodophiala
montana (BASOALTO, 2001, comunicacion personal) asi como también la investigacion
realizada por MUNOZ (2001, tesis en publicacién) ha dejado de manifiesto la visualizacion
de la dotacién cromosémica perteneciente a la especie Rhodophiala rhodolirion, la cual
permite una clara visualizaciéon no soélo de la cantidad de cromosomas, sino que también de
la morfologia de los mismos.
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5. ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION DEL PROYECTO

Antecedentes generales

El rubro de las flores de corte y produccion de bulbos, es en la actualidad uno de los
negocios mas rentables y con mayor potencial de crecimiento en el mundo, prueba de ello
es que existen paises como Holanda y Nueva Zelanda que basan gran parte de su
economia en este rubro. Sin embargo, las exigencias del mercado son cada vez mayores,
es por ello que todos los esfuerzos se concentran en una intensa busqueda de nuevas
especies con potencial floricola, para su posterior produccién a nivel comercial.

La produccién de bulbosas no hubiese podido alcanzar su potencial sin los avances
biotecnolodgicos de las ultimas dos décadas. El estudio de la fisiologia in vitro, la
micropropagacion y la eliminacién de patégenos, el rescate de embriones y los avances
genéticos en relacion a la biodiversidad, han contribuido a la producciéon comercial de
gedfitas y continuaran haciéndolo en el futuro. Sistemas de propagacién a través del
desarrollo de ramillas axilares, organogénesis y embriogénesis somatica han sido utilizadas
alin para las especies mas resistentes (ZIV, 1897).

La biotecnologia vegetal es definida como la actividad cientifica que integra el cultivo de
células y la manipulacion de genes, para mejorar las plantas y generar variedades
comerciales, incluyendo dos disciplinas interrelacionadas: el cultivo de tejido y la biologia
molecular (ZIV, 1997).

La contribucion de la biotecnologia a la produccion de gedfitas incluye: propagacion clonal y
eliminacién de virus, mejoramiento y avances del cultivo a través de rescate de embriones,
fertilizacién in vitro, variacion somaclonal, aislamiento de protoplastos, hibridacion somatica y
produccién de haploides (ZIV, 1997) y poliploides (MEEROW, 2000).

Holanda es, mundialmente, el pais numero uno en produccién de lilium; este éxito se
atribuye a la investigacion en relacién al cultivo y mejoramiento, en combinacion con una
organizada industria floricola. La investigacion realizada ha traido consigo mejoramiento para
resistencia y caracteres de calidad como por ejemplo: longevidad de la flor, hibridacion entre
especies y nuevas técnicas de mejoramiento. La investigacion sobre hibridacién entre
especies resultd en nuevos grupos hibridos de lilium. Métodos de modificacion genética y
otras nuevas técnicas, como por ejemplo transformacion y fusién protoplasmatica se
encuentran en investigacion y prometen avances en el mejoramiento a futuro (VAN TUYL &
VAN HOLSTEIJN, 1996).

Holanda hoy en dia mantiene su propia produccién de bulbos de lilium, no dependiendo de
las importaciones provenientes de Japén; quince anos atras, los problemas existentes con €l
cultivo, indicaron la necesidad de investigacion para el mejoramiento de esta especie (VAN
TUYL & VAN HOLSTEIJN, 1996).

Una gran ventaja de Chile en el mercado internacional de las flores esta dado por la posicion
geogréfica de Chile en el hemisferio Sur, sumada a condiciones climaticas muy favorables
(frio y con heladas durante el invierno, principalmente importante para especies perennes y
bulbosas, que permite un mejor desarrollo de flores de buena calidad que ha permitido que
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elpais se haya transformado en un importante centro de produccion de flores de diversas
especies cuyo destino es principalmente Estados Unidos, Argentina y Japén. Con ello se ha
desarrollado ademas, la industria de la produccién de bulbos y semillas, constituyéndose en
una fuente de ingresos y trabajo para los agricultores nacionales, de especializacién para los
profesionales y de generacion de divisas para el pais. Asi, en la actualidad, la produccion de
flores en Chile es una actividad que genera importantes divisas y utiliza una gran cantidad de
mano de obra. Segun registros del Banco Central, solamente por el concepto de
exportaciones de flores ingresan al pais anualmente alrededor de US$ 3.000.000. Las
exportaciones de bulbo, por otro lado, van en claro aumento, segun datos de ODEPA el
volumen exportado se triplicé entre los afios 1998 y 2000; y llegé en este ultimo afio a un
valor de US$ 6.006.000.

Paises como Holanda, Nueva Zelanda y Estados Unidos han desarrollado cultivares
mejorados de especies nativas de Sudamérica y especialmente chilenas (como es el caso
de Alstroemeria, Salpiglossis, Schizanthus y Leucocoryne) existiendo entonces un gran
potencial en el germoplasma nativo hasta el momento no aprovechado por el pais, y ain
mas, se encuentra amenazado por causas antropogénicas.

En el plano internacional, en las décadas recientes ha habido un gran aumento en la
cantidad de cultivos de flores de corte. Se han evaluado muchas especies de flores nuevas
para la produccién comercial, y ha sido necesario emprender trabajos de investigacion
basica, pues algunas no son bien conocidas y el mercado exige cada vez mas variedad
(CHRISTIE Y NICHOLS, 1996).

HOFFMANN (1989) enfatiza el gran potencial ornamental de las gedfitas chilenas sefialando
que muchas especies han sido mejoradas y cultivadas en Europa y los Estados Unidos,
como por ejemplo, diferentes variedades de Alstroemeria, Rhodophiala y Leucocoryne.
Ademas agrega que especies como Zephyra elegans, Leontochir ovallei, Pasithea coerulea,
Conanthera, Herbertia, Calydorea xyphioides o Tigridia philippiana constituyen un valioso
material genético que puede contribuir a desarrollar la horticultura ornamental en el futuro.

Entre las especies chilenas que han tenido proyeccién internacional debido al trabajo
realizado en paises extranjeros se encuentran las pertenecientes al género Alstroemeria, las
cuales han llegado a ser muy populares como especies de flor de corte, flor de jardin y
plantas de maceta en paises tales como Inglaterra, Holanda, Estados Unidos y Japén. La
mayoria de los cultivares han sido originados desde la poliploidizacion e hibridacion de varias
especies parentales (TSUCHIYA & HANG, 1987). El género Alstroemeria consta de 60
especies nativas de Sudamérica, de las cuales A. aurea y A. pelegrina (nativas de Chile) son
intensamente usadas en mejoramiento genético como especies parentales para la
produccion de cultivares de flor de corte (LU & BRIDGEN, 1997).

Otras especies chilenas que han despertado interés en el extranjero son Zephyra elegans y
las pertenecientes al género Leucocoryne. La primera ha sido estudiada en Japon (KIM et
al., 1996; Kim et al., 1997, Kim y Ohkawa, 1997; Kim et al., 1998) y dichos autores estiman
que Z. elegans posee un gran potencial como planta ornamental comercial debido a la
belleza de sus flores, atractiva escencia y larga vida de postcosecha (sobre 10 dias). En el
caso del género Leucocoryne, sus especies han sido estudiadas (KIM & OHKAWA, 1998;
Kim et al., 1998) y mejoradas en el extranjero existiendo empresas como Green Harvest de
Nueva Zelanda que ofrece cultivares comerciales para la temporada 1999-2000.
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Estudios previos han permitido identificar grupos de especies que presentan un potencial a
mediano plazo por sus colores, tamario de flor, forma, etc. Dentro de las especies que se
destacan se encuentran Rhodophiala bagnoldii (Figuras 1 y 2), Rhodophiala splendens
(Figura 3), Rhodophiala rhodolirion (Figura 4) y Rhodophiala montana (Figura 5) y que han
sido seleccionadas para este estudio.

En Israel se ha trabajado en este género y se cultiva comercialmente como flor de corta una
“variedad” que han denominado Rhodophiala chilensis; este hecho permite destacar que
existe interés por el género y que Chile debe hacer grandes esfuerzos en el sentido de
desarrollar otras variedades.

Lo anterior, sumado a la necesidad de la agricultura chilena por diversificarse e incursionar
en nuevos rubros y cultivos que puedan incrementar las alternativas productivas del pais,
hace necesario el desarrollo de especies para el mercado aprovechando el germoplasma
nativo. Para esto, las plantas geéfitas son una buena alternativa ya que se trata de especies
endémicas que representan un recurso unico que debe ser estudiado.

Es importante ademas destacar que en el pais, el paisajismo es un area que esta tomando
importancia, y existe la tendencia hacia el disefio de jardines y areas verdes utilizando
especies endémicas que se encuentren en equilibrio con el medio ambiente.

BORTOLAMEOLLI (1999) sefiala que es muy importante realizar trabajos en el resguardo de
especies nativas. Actualmente existe un trafico de plantas que se hace recolectando
directamente de los bosques nativos, deteriorando el habitat, existiendo el riesgo de afectar
su dinamica, ademas del peligro de extincion de especies por su extraccion sin control.

El mismo autor indica que es primordial abrir el espectro productivo tradicional explorando
nuevas alternativas en la region, mas aun si existe potencial de exportacion.

Taxonomia del género Rhodophiala

El tratamiento taxonémico de las especies chilenas de Amarillydaceae es aun confuso, no
existiendo una revision moderna de los taxones especificos y genéricos. Asi, clasicamente,
muchas de las especies chilenas de Rhodophiala o Phycella han sido tratadas bajo el
género Hippeastrum (MARTICORENA Y QUEZADA, 1985). Por otra parte, Hippeastrum y
Rhodophiala son dos géneros muy relacionados filogenéticamente, es decir, muy
emparentados, siendo las especies e hibridos del género Hippeastrum (Hippeastrum x
hybridum) las mas estudiadas y utilizadas comercialmente de la familia Amaryllidaceae.
Debido a la cercania taxondémica y a las caracteristicas morfolégicas y florales similares entre
Hippeastrum y Rhodophiala, los estudios realizados en la primera nos sirven de modelo para
disefiar estudios de mejoramiento en la segunda.

El género Rhodophiala Presl. pertenece a la familia Amaryllidaceae. Cuenta con 31 especies
nativas de Chile, Bolivia, Argentina y Uruguay (Traub (1963) citado por MUNOZ, 1966).
Dentro de las especies mas comunes de la Familia Amaryllidaceae presentes en Chile se
encuentran Brodiaea violacea (KTH) ENGL., Mapolita azul, amapolita; Hippeastrum
advenum HERB., anafuca; Hippeastrum bicolor (R et PAV.) BAKER, amancay, afiafiuca,
azucena del diablo, corral del cerro, chupapoto; Hippeastrum phycelloides (HERB.) BAKER,
revienta ojos; Leucocoryne alliaceae LINDL., huilli de San Francisco; Leucocoryne purpurea
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GAY, cebollin; Leucocoryne ixioides LINDL., huille, huilli; Nothoscordum inodorum (AIT.)
ASCHERS et GRAEBN., lagrima; Nothoscordum striatum (JACQ.) KUNTH., huilli de perro,
cebolleta; Placea ornata MIERS, lagaiiosa; Placea arzae PHIL., macaya, macalla (MUNOZ,
19686).

Este género se caracteriza por presentar plantas con bulbos tunicados que se entierran
profundamente en el suelo; hojas lineares estrechas de 3-13(22) mm de ancho; escapo
(pedtnculo floral) hueco, delgado; inflorescencia con 2 bracteas libres o raramente 1; umbela
1-7-flora; flores cigomorficas, perigonio estrecho o ancho en forma de embudo, de variados
colores; pedicelos florales delgados, ovario tricarpelar muchos évulos por Iéculo; tubo del
perigonio corto, con 6 segmentos (tépalos 6); paraperigonio, si presente, compuesto de
escamas o ‘bristles’ en la base de los segmentos; estambres 6, insertados en la garganta del
tubo del perigonio; estambres y estilo fasciculado, encorvado hacia arriba; estambres de 4
sets de largo; anteras linear-oblongas, versatiles; estigma trifido o capitado (obscuramente
trilobado); fruto una capsula, trilocular, trigona, loculicida; numerosas semillas por celda,
aplanadas, aladas y de color negro (TRAUB, 1963).

Caracteristicas de las especies en estudio

Rhodophiala bagnoldii (=Hippeastrum bagnoldii). Lliamada vulgarmente “afiafiuca” es una
hierba de 40-60 cm de alto, con bulbo tunicado, pardo oscuro de hasta 7 cm de diametro.
Hojas 2-4, lineares, de 20-30 cm de largo por 0,3-0,4 cm de ancho. Flores 4-8 en una
umbela. Perigonio de 4,5-5,5 (6) cm de largo, en forma de embudo, formado por 6 tépalos
oblanceolados, los 3 externos mucronados en la punta de color amarillo hasta anaranjado
por lineas de este color siempre con la base verdosa. Estambres 6, encurvados hacia arriba,
como apoyados en el tépalo inferior y de menor largo que los tépalos. Ovario infero,
tricalpelar, estilo 1 terminando en un estigma cortamente trifido, mas largo que loas tépalos.
Fruto una capsula globosa, trilocular, que contiene muchas semillas aplanadas y negra
brillantes. Vive en las zonas arenosas de litorales e interiores desde el S de la Il Regién
hasta la IV Regién. Florece en primavera. Las caracteristicas ornamentales de esta planta
son las siguientes:

Largo de la vara : 40-60 cm

Follaje : Verde-glauco

Tipo de inflorescencia : Umbela

N¢inflorescencia porvara : 1

N°de flores por vara :4-8

Tamario de la flor : Mediano

Color de las flores - 1ario : amarillo, 2dario : lineas anaranjadas
Posicion de las flores . Hacia afuera

Rhodophiala montana (=Hippeastrum bakeri) Conocida con el nombre vulgar de “afafuca
de las montanas”. Hierba de 22,5-40 cm de alto, provista de un bulbo tunicado, pardo
brillante, de 1,9-5,4 cm de diametro. 3-8, lineares, de 11-21 cm de largo por 0,4-0,8 cm de
ancho. Flores, amarillas, de 2-7 (11) dispuestas en una umbela. Perigonio en forma de
embudo, formado por 6 tépalos oblanceolado-angostos, 3-4,2 cm de largo por 3-5,5 cm de
ancho. Paraperigonio presente de 0,05 cm de largo, escamoso y fimbriado. Estambres 6
algo desiguales, ocupando 2/3 del largo de los tépalos. Gineceo tricarpelar, de ovario infero,
estilo monoliforme rematando en un estigma trifido. Fruto una capsula tricoca, de
dehiscencia valvivida, con numerosas semillas de color negro brillante, aplanadas y portando
un ala papiracea. Endémica de los Andes de la VIl region. Florece en el verano, fructifica en
marzo y entra en receso en otofio.
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Las caracteristicas ornamentales de esta planta son las siguientes:

Largo de la vara :21-43 cm

Follaje : Verde glauco

Tipo de inflorescencia : Umbela

Ncinflorescencia porvara :1(2)

N°de flores por vara :3-7 (11)

Tamanio de la flor : Mediano

Color de las flores : 1ario : amairillo, 2dario : -
Posicion de las flores : Hacia afuera

Rhodophiala rhodolirion (=Hippeastrum rhodolirion). Vulgarmente conocida como “afiafuca
de cordillera”. Hierba de bulbo tunicado, pardo brilloso, de 1-4,1 cm de diametro. Hojas
lineares de 10-18 cm de largo por 0,25-0,35 cm de ancho. Flor cigomorfa, solitaria. Perigonio
ampliamente acampanado de 4-6 cm de largo, formado por 6 tépalos rosados con lineas de
color carmin y un tubo corto verde amarillento. Fruto una capsula tricoca, de 2,3-3,0 cm de
diametro, dehiscente, conteniendo 9-49 semillas negras, planas aladas. Habita las laderas
secas y asoleadas de la Cordillera de los andes y de la Costa en las provincias centrales (V-
VIl Region). También en Argentina. Florece en el verano, fructifica ocurre en marzo, para
luego entrar en receso. Las caracteristicas ornamentales de esta planta son las siguientes:

Largo de la vara :9-18 cm

Follaje : Verde

Tipo de inflorescencia : Flor solitaria

N¢inflorescencia porvara : 1

N°de flores por vara i

Tamaiio de la flor : Grande

Color de las flores : 1ario : rosado, 2dario : carmin
Posicion de las flores : Hacia afuera

Rhodophila splendens (=Hippeastrum splendens). Su nombre vernaculo es “afafuca
esplendorosa”. Hierba de 27-48 cm de alto, con un bulbo tunicado, pardo oscuro, de 1,4-3,3
cm de didmetro. Hojas lineares, de 15-90 cm de largo por 0,7-1,3 cm de ancho. Flores de
color rojo intenso, dispuestas en una umbela. Perigonio formado por 6 tépalos, reflejos de 8
cm de largo por cm de ancho; tubo del perigonio corto. Paraperigonio presente formado
por escamas fimbriadas de 0,05-0,07 cm de largo. Estambres 6, de filamento rojo brillante y
anteras dorsifijas, amarillas. Gineceo tricarpelar, ovario infero estilo monoliforme y estigma
trifido. Tanto los estambres como el estilo se curvan hacia arriba. Fruto una capsula tricoca,
pardo rojiza, de 1,1-2,3 cm de diametro, conteniendo 16-42 semillas, de color negro brillante,
aplanadas y aldas. Habita la precordillera de los andes de san Fernando a Talca (Viy VI
Regién). Florece en el verano, fructifica en marzo y entra en receso en otofio. Las
caracteristicas ornamentales de esta planta son las siguientes:

Largo de la vara 1 27-48 cm

Follaje : Verde

Tipo de inflorescencia - Umbela

N°inflorescencia por vara : 1

N°de flores por vara : 2-4(7)

Tamaiio de la flor : Mediano a Grande

Color de las flores : 1ario : rojo intenso, 2dario : -

Posicion de las flores : Hacia afuera




Rhodophiala bagnoldii

Rhodophiala montana



Rhodophiala splendens
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Los datos para cada una de las especies caracterizadas son originales y corresponden a los
resultados del proyecto FIA: Rescate y multiplicacién de bulbosas nativas de valor comercial
(SCHIAPPACASSE & PENAILILLO, 1998-2001).

FIGURAS 1-2-3-4-5

Caracterizacion citogenética del género Rhodophiala Presl y géneros afines de
Amaryllidaceae

Los recuentos cromosémicos realizados en especies chilenas de la familia Amaryllidaceae
arrojan un 2n= 16 y 18. Estas especies son del supragrupo de hojas angostas (TRAUB y
MOLDENKE, 1949), por lo cual pertenecen a los géneros Rhodophiala Presl. o Phycella
Lindl. PALMA-ROJAS (1999) establece las caracteristicas citogenéticas de los géneros
Rhodophiala Presl y Phycella Lindl. determinando y comparando los cariotipos de
Rhodophiala phycelloides, R. bagnoldii, R. advena, R. laeta, Phycella ignea y Phycella sp. El
autor llega a la conclusion que Rhodophiala Pres| posee un cariotipo 2n=18 y un nimero
basico x=9 y con una zona NOR en el brazo largo del par 7. Los cariotipos basicos para las
especies estudiadas son los siguientes:

Rhodophiala phycelloides 2n=18, 2m+1sm+6st, NOR par 7

Rhodophiala bagnoldii 2n=18, 2m+1sm+6st, NOR par 7

Rhodophiala advena 2n=18, 2m+1sm+6st, NOR par 7

En cambio, Rhodophiala laeta presenta un cariotipo 2n=16 y el cariotipo basico esta formado
por 4m+1sm+3st y zona NOR par 7. Este cariotipo es cualitativamente y cuantitativamente a
las especies anteriores.

UHLEMANN en colaboracién con PENAILILLO han realizado conteos cromosémicos en dos
poblaciones de Rhodophiala montana de la VIl Regién (Laguna de la Invernada y ca.
Laguna del Maule, Cuesta Los Céndores) encontrando un cariotipo 2n=18 y para una
poblacién de Rhodophiala splendens de la VIl Regién (Altos de Vilches) un cariotipo de
2n=18 (se adjuntan fotografias). En ambos casos, el cariotipo concuerda con los citados por
los autores anteriores para el género Rhodophiala. Estos estudios fueron realizados en el
marco del convenio Universidad de Talca-Dresden y proyecto FIA (SCHIAPPACASSE, F. y
PENAILILLO, P. 1998-2001; "Rescate y multiplicacion de bulbosas nativas con valor
comercial’).

Trabajos de estudios citolégicos de la especie Rhodophiala rhodolirion (tesis de pregrado
MUNOZ, 2001, en publicacién) utilizando la técnica de GRANT et al. (1984) indican que es
una especie diploide con un nimero cromosomico de 2n= 16 (Figura 6). Por presentar un
bajo nimero de cromosomas esta especie seria buena candidata para la produccion de
poliploides.

En resumen, se cuenta con antecedentes carioldgicos de las especies Rhodophiala
bagnoldii (PALMA-ROJAS, 1999), Rhodophiala montana, R. splendens (UHLEMANN &
PENAILILLO, datos no publicados) y R. rhodolirion. Las primeras tres especies citadas
poseen un cariotipo 2n=18, siendo el nimero basico x=9. Ademas, son entidades diploides.
También es diploide la especie R. rhodolirion, pero su cariotipo corresponde a 2n=16.

FIGURA 6

Mejoramiento genético
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El mejoramiento genético reviste vital importancia por cuanto los cultivares mejorados
poseen ventajas comerciales y de cultivo sobre el germoplasma silvestre. En el
mejoramiento de especies floricolas, la busqueda de la polipliodia ha determinado grandes
avances en el desarrollo de variedades comerciales debido a que estos individuos
poliploides pueden presentar caracteristicas ornamentales superiores como pétalos y flores
mas grandes o tallos méas gruesos que den un mejor sustento a la inflorescencia, entre otras
ventajas. La induccién de poliploidia representa una herramienta Gtil para mejoradores de
cultivos florales, especialmente en la bisqueda de caracteristicas ornamentales superiores.

El énfasis de los esfuerzos del mejoramiento comercial en el caso de Amaryllis,
tradicionalmente ha sido el aumento en el tamario de la flor, caracteristica atribuible a los
genes provenientes de Hippeastrum leopoldii € H. pardinum. Los esfuerzos del
mejoramiento comercial subsecuente se concentraron en los hibridos mismos, alcanzando
un parentesco complejo, con una consecuente desaparicion de caracteristicas Unicas de las
especies originales (MEERQOW, 2000).

El resultado de los avances en el mejoramiento comercial de Amaryliis fue similar al de
muchos cultivares hibridos modernos. Las flores grandes tendieron a alcanzar un tipo mas
ancho y plano, en forma de plato, con pequefias variaciones de forma y limitada variacién de
color, a pesar de repetidos llamados para renovar los programas de hibridizacién entre
especies (MEEROW, 2000).

Los hibridos de Amaryllis pudiesen ser mejorados a través de diferentes vias, incluyendo
nuevos atributos de formas florales (en forma de trompeta o perianto tubiliforme alargado e
incluso nuevos parametros de pigmentacion), reintroduccién de fragancia, follaje siempre
verde, repeticion de floracion, como también mejoramiento en el estricto sentido del cultivo
(resistencia a virus del mosaico de Hippeastrum o a Stagonospora curtisii quemadura roja
(hongo imperfecto) (MEEROW, 2000) .

Hay distintas etapas involucradas en el mejoramiento, entre estas estan la colecta del
material, su observacién, seleccién, propagacion, estudios de fitotecnia, sanidad, fisiologia,
mejoramiento genético y estudios de mercado, todo lo cual se integra para transferir esta
tecnologia a la industria y asi acceder al mercado con un cultivo nuevo

OKUBO (1993) destaca que en el mejoramiento genético son caracteristicas buscadas la
tolerancia al frio en las plantas y el color amarillo en las flores (que atin no se ha logrado). De
las especies escogidas para el presente proyecto, dos crecen en alta cordillera (R. montana
y R. rhodolirion) y una crece en precordillera y también se ha encontrado en alta cordillera (R
splendens), y dos poseen flores de color amarillo (R. bagnoldii y R. montana).

El mejoramiento genético a través de la produccion de poliploides requiere primeramente del
conocimiento exacto del cariotipo de una determinada especie, para ello se cuenta con
técnicas citolégicas que permiten determinar tanto el nimero, como la morfologia de los
cromosomas y como se menciono anteriormente se cuenta con estos antecedentes. Luego
es necesario contar con material vegetal suficiente, sobre el cual posteriormente inducir la
duplicacién cromosomal, para ello se utilizan técnicas de cultivo de tejido in vitro
ampliamente conaocidas, las cuales permiten multiplicar el tejido, obteniendo tejido
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meristematico sobre el cual inducir la poliploidia, el cual ademas se caracteriza por
encontrarse en condiciones asépticas. Finalmente hoy en dia se cuenta con diferentes
técnicas para inducir la poliploidia sobre el tejido en estudio, las cuales deben ser
estudiadas, y seqguramente modificadas para las diferentes especies.

Determinacion del cariotipo

Previo al inicio de induccién de poliploidia es necesario realizar estudios citolégicos que
permitan determinar el namero cromosomal y el nivel de ploidia en el que se encuentran
estas especies en su estado natural.

El procedimiento estandar para poder observar los cromosomas en plantas se lleva a cabo
en tejidos meristematicos en division celular muy activa. Por esta razén es muy importante la
seleccién del tejido que se utiliza y la condicion en que se encuentran creciendo las plantas
de las cuales se extraen los tejidos a utilizar. Generalmente se utilizan extremos de raicillas
o meristemos de hoja. Estos pequefios segmentos se someten a un tratamiento que
involucra las etapas de pretratamiento, fijacion, maceracién e hidrélisis, tincion,
aplastamiento (“squash”) y observacion. El tiempo y la concentracién de los reactivos
utilizados para efectuar los tratamientos antes mencionados dependen de la especie vegetal
y del tipo de tejido empleado.

Propagacion vegetativa in vitro

Para poder contar con el material necesario para realizar los estudios de inducciéon de
poliploidia y multiplicar aquellos clones que presenten una poliploidia estable se hace
necesario el poder contar con un sistema eficiente de multiplicacion.

La multiplicacién clonal es la aplicacion comercial mas utilizada de la biotecnologia. Las
técnicas del cultivo de tejido han sido usadas extensivamente para micropropagacion de la
mayoria de las gedfitas que se desarrollan comercialmente. La micropropagacion es factible,
alcanzando desarrollo axilar, organogénesis y formacion de raicillas adventicias o por
embriogénesis somatica. La regeneracion in vitro se basa en la totipotencia de la planta: la
habilidad de aislar células vegetales en cultivo para desdiferenciarlas y regenerar una nueva
planta. La organogenesis envuelve la regeneracion de meristemas unipolares sobre los
cuales se puede inducir la formacion de raicillas y brotes. La embriogénesis somatica
envuelve el desarrollo de meristemas bipolares, los cuales se pueden desarrollar en una
planta completa, o en gedfitas, directamente 6rganos perennes (ZIV, 1997).

Para cultivar células, tejidos u érganos in vitro se siguen una serie de principios basicos.
Primeramente es necesario seleccionar y separar de la planta el material que se desea
cultivar. El siguiente paso consiste en eliminar los microorganismos que se encuentran
contaminando el material vegetal. Por ultimo, se debe proporcionar a las células, tejidos u’
organos un medio ambiente apropiado a través de medios de cultivo sintéticos y condiciones
de incubacion adecuadas. Tanto la asepsia como la inoculacién del material vegetal se lleva:
a cabo en ambiente estéril (OCHOA, 1990).

Las etapas del método de cultivo de tejidos son: Etapa de establecimiento de un cultivo
aséptico, Etapa de multiplicacion de propagulos y Etapa de preparacion para el
reestablecimiento de la planta en el suelo.
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El medio nutritivo utilizado en las tres etapas de cultivo in vitro debe presentar una
composiciéon quimica y calidad fisica adecuadas. El medio frecuentemente debe ser
enrriquecido con sustancias para favorecer la ontogénesis, especialmente la formacién de
vastagos. El medio de la tercera etapa deberia contener sustancias rizogénicas si es
deseada la iniciacion radicular (MURASHIGE, 1974).

La practica observada generalmente ha sido mantener el cultivo en un ambiente en que la
temperatura se mantiene constante, la cual ha correspondido a la cercana alos 25°C. Los
maximos beneficios a través de la propagacion a través de cultivo de tejido es posible
alcanzarlos sélo otorgandole a la planta las necesidades térmicas requeridas. Los bulbos y
las plantas que se desarrollan producto del cultivo de escamas de o trozos de bulbos
adquieren dormancia con la transferencia al suelo. La dormancia puede ser prevenida
estableciendo plantas vigorosas en el suelo, cuando en la etapa lll, el cultivo es colocado en
oscuridad a 5° C durante 4 semanas. El comportamiento del cultivo de lilium y gladiolos
ejemplifica la importancia de satisfacer los requerimientos de temperatura estacionales de
algunas plantas. Es asi como cormos y plantas obtenidas de cultivo de tejidos ertenecientes
a la especie Gladiolus hortulans no son capaces de desarrollarse en plantas en el suelo, sin
antes haber sido expuestos a temperaturas de 2° C por un periodo de 4 a 6 semanas previo
a ser transferidas al suelo (MURASHIGE, 1974).

En el caso de Hippeastrum, segun OKUBO (1993), la forma de propagacion que permite la
mas rapida multiplicacion de las plantas es el cultivo in vitro, utilizandose principalmente
‘escamas” (mas bien bases de hojas). Se ha realizado extensivamente la propagacién por el
método de las “escamas gemelas”, que consiste en la divisiéon del bulbo en secciones
verticales, con la posterior subdivisién en trozos de dos escamas. (Huang et al. 1990, citados
por OKUBO, 1993) descubrieron que la necesidad de utilizar dos escamas esta en la
existencia de conexiones vasculares entre ambas, que permiten el desarrollo de bulbillos en
el punto de unién de las escamas.

Amaryllis puede ser multiplicada a través de técnicas asépticas de cultivo de tejido usando
medios especiales. El tipico material de micropropagacion incluye escamas dobles y tejido
de tallos florales desarrollados, para este caso los escapos son cosechados al momento de
emergencia desde el bulbo, donde una pequefia seccién de tejido de la base del pedicelo se
coloca bajo condiciones estériles. Por razones desconocidas este tejido presenta el potencial
de desarrollar bulbillos, pero se ha visto mas propicio a mutaciones espontaneas, en
comparacion con explantes del tipo escama doble (MEEROW, 2000).

En el caso de Rhodophiala, la propagacion a partir de bulbos en forma natural no es
eficiente, ya que este produce ninguno o muy pocos bulbillos hijos. Los métodos vegetativos
artificiales, como “vaciado”, “

cuatro escamas”, y “escamas gemelas” han sido probados en el proyecto “Rescate y
multiplicacion de bulbosas nativas de valor comercial” en bulbos de diferentes especies de
Rhodophiala., demostrando ser mas eficientes. El método de propagacion por escamas
gemelas resulté ser el mas exitoso en cuanto a nimero de bulbos nuevos a partir de un.
bulbo inicial. 2
BASOALTO, 2001 (en publicacion) propago R. montana por medio de escamas gemelas.in.
vitro. Se utilizaron bulbos de 10 a 11 cm de circunferencia y se obtuvo el mayor nimero de™-
bulbillos por bulbo madre al dividir el bulbo en 8 secciones verticales y posterior separacion
de escamas gemelas o dobles, que fueron cultivadas en medio MS sin hormonas, con
evaluaciones realizadas a los tres meses. Se logr6 obtener 57 bulbillos por

, ‘corte en cruz’, “seccionamiento y subdivision en trozos de tres a |-
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cada bulbo madre (de tamafio 10 a11 cm de circunferencia), en comparacion a 8 bulbillos
obtenidos en propagacion ex vitro por medio del método de dividir bulbos (de tamafioc 7 a 9
cm de circunferencia) en 4 secciones, que fue el tratamiento de mejor resultado en
diferentes temporadas de evaluaciones.

Poliploidia

En la naturaleza las primeras ventajas de la poliploidia, se cree que son una gran habilidad
para responder a un amplio rango de stresses ambientales (POLIPLOIDY: MORE IS
BETTER -BOTANY).

Las enzimas son proteinas responsables de todas las reacciones celulares que suceden
dentro de la célula y esencialmente determinan la respuesta de la planta al ambiente. En
especies tetraploides hay 4 genes para cada enzima o unidad enzimética, lo que significa
que un poliploide tiene el potencial no sélo de producir mayor cantidad de determinadas
llaves enzimaticas, sino también mayor cantidad de diferentes tipos de una determinada
enzima en el mismo tiempo. Producir diferentes tipos de una misma enzima significa
potencialmente ser capaz de responder a un amplio rango de condiciones ambientales, las
cuales esencialmente otorgan la capacidad de sobrevivir y reproducirse mejor. Asi
obtenemos plantas mas robustas y con mayores producciones de campo, lo cual sin lugar a
dudas es de interés agricola (POLIPLOIDY: MORE IS BETTER-BOTANY).

Especies poliploides producen flores de mayor tamaiio y tallos mas firmes; estos aspectos
positivos de las especies poliploides han preponderado en muchos casos sobre el lento
desarrollo, la baja fertilidad y el aumento en el crecimiento vegetativo (SPAARNALJ, 1979).
Es sabido que los individuos tetraploides exhiben multivalentes durante la meiosis, lo cual
esta tipicamente asociado a la autotetraploidia. Estos multivalentes producen una
segregacién cromosomica desigual y la formacién de gametos con nimeros cromosomicos
irregulares, esto da como resultado la formacién de gametos no viables o que participen en
la formacién de cigotos que posteriormente aborten. Por ejemplo, en Eustoma grandiflorum,
las plantas tetraploides presentan una reduccién del 80% de la viabilidad del polen con
respecto al polen originado desde plantas diploides (GRIESBACH & BHAT, 1990), sin
embargo esta baja fertilidad puede ser una ventaja en especies de multiplicacion vegetativa
para su posterior comercializacion.

Ejemplos de tetraploidia en especies agronomicas:

Las razones del uso de poliploidia en el mejoramiento del lilium son las flores de gran
tamaiio y los tallos de mayor firmeza. En hibridaciones entre especies, la esterilidad de la F1
a nivel diploide es restituida a nivel tetraploide. Los individuos tetraploides pueden ser
obtenidos a través de tratamiento de colchicina u oryzalina sobre células mitéticas (VAN
TUYL & VAN HOLSTEIJN, 1996).

Los efectos positivos de la tetraploidia han quedado de manifiesto en muchas especies. Un
ejemplo clasico es el caso de la tetraploidia en Anemone con el cultivar “Tetranemona” (de 6
colores). Esta variedad sintética presenta marcadas caracteristicas en términos estéticos y
de comportamiento agronémico. Los objetivos de mejoramiento perseguidos en este caso
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son: calidad y productividad respectivamente. Varias combinaciones hibridas fueron
identificadas en términos de balance estético/agronémico. El nivel tetraploide incremento el
tamarfio de la mayoria de los 6rganos vegetales y

reproductivos, entre ellos: tamafo de cotiledones, tamafio de tallo, didmetro y rigidez, largo y
diametro de pedunculo floral, diametro de flor, relacién largo-ancho de tépalo y grosor de
tépalo (JACOB et al., 1997).

Otro ejemplo importante son los nuevos cultivares de trigo sarraceno tetraploides, que
presentan un sistema radicular bien desarrollado, tallos mas gruesos y firmes y hojas mas
anchas. Las inflorescencias y semillas han sido incrementadas notablemente en nimero y
ademas las semillas han aumentado su tamafo. Es probable que la buena relacién de
coordinacion y balance, entre origen de flujo y almacenaje es una de las razones por las que
estas especies presenten mayor productividad por planta en comparacion con especies
diploides (ZHAO et al., 1995).

El trigo sarraceno tetraploide presenta caracteristicas superiores. Los contenidos de
proteinas, grasas, vitaminas, como los de aminoacidos son todos mas altos que los que se
encuentran en especies diploides, en los cuales la vitamina es la que se presenta en mayor
cantidad. Es por ello evidente que el trigo sarraceno tetraploide es una fuente de alimento
sana, alta en calidad y rica en nutriciéon (ZHAO et al., 1995).

Induccién de poliploidia en especies vegetales

La inducciéon de poliploidia puede lograse a través de métodos artificiales mediante el uso de
compuestos quimicos o por la aplicacién de tratamientos de frié, calor o frecuentes cortes de
tallo. El compuesto quimico mas comunmente utilizado es la colchicina, el cual es aplicado
en tejidos merestimaticos activos para interrumpir la formacién de las fibras del huso mitético
y evitar la divisidon de la célula . Las células resultantes tienen el doble del nimero
cromosomal original (NORTH, 1979 y WELSH, 1981). Otro compuesto quimico inductor de
poliploidia y utilizado en varios cultivos ornamentales ha sido el uso del herbicida Oryzalina.

Numerosos autores han inducido poliploidia en especies ornamentales a través del uso de
colchicina, entre éstos estan los trabajos realizados en Alstroemeria spp., y Sandersonia
aurantiaca, entre otras.

Las semillas, apices caulinares o esquejes se mojan en una solucion de colchicina. La
colchicina se disuelve primero en agua y debido a su termolabilidad debe ser esterilizada por
filtracion para su empleo in vitro (Griesbach (1981), citado por PIERIK, 1990). No se debe
tener en cuenta soélo la concentracion usada sino también el tiempo de accion: si se realiza
un tratamiento prolongado se debe usar una baja concentracion de colchicina, mientras que
si el tratamiento es corto se utilizan concentraciones mas altas (PIERIK, 1990).

La colchicina presenta la ventaja de encontrarse activa en un amplio rango de temperaturas.
El periodo necesario para la manifestacion de los efectos varia en diferentes grupos de
plantas y animales. El rango de concentracién a usar también es amplio entre 0,001y 1 %.
Sobre tejidos vegetales se aplica a través de sumergido o por inyeccion. También puede ser
aplicada en pastas de lanolina o agar. En cultivo in vitro la colchicina es aplicada al medio de
cultivo. En general la colchicina es excepcionalmente util en el estudio de estructuras
cromosomales y en la detencién de la metafase manteniendo controladas las
concentraciones a usar y los periodos de tratamiento (SHARMA Y SHARMA, 1994).
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Williams (1982, citado por MEEROW, 2000) describe un protocolo para el tratamiento de
semillas de Amaryllis, con una solucioén acuosa de 0.05% de colchicina mezclada con 7 g/L
de Agar. La solucién es calentada para disolver el Agar y colocada en pequeiios
contenedores. Las semillas, 3 a 4 dias después de germinadas son sumergidas en la
solucion, hasta el nivel de ser cubiertas las raicillas, donde son dejadas por 24 horas. Luego
son lavadas y cultivadas en un medio de crecimiento. De las semillas que sobrevivieron al
tratamiento (muchas veces la colchicina presenta un efecto fatal sobre semillas de
Amaryllis), algunas alcanzaron el nivel tetraploide.

Métodos para comprobar duplicacién cromosémica

Segin NORTH (1979), no siempre se conseguira duplicar el nimero cromosomal en los
tejidos tratados, por lo cual el material debe ser evaluado. Una forma segura de cerciorarse
de que se ha tenido éxito en duplicar el nimero cromosomal es mediante el conteo de los
cromosomas.

Este proceso envuelve la tincion y aplastado de tejido en division celular para su posterior
examen en el microscopio Optico. Esta técnica involucra gran cantidad de tiempo y requiere
entrenamiento y experiencia en la preparacion y aplastado de las células. En especies en
que los cromosomas son pequefios un conteo seguro y rapido resulta a menudo dificil. En
afnos recientes, la técnica conocida como citometria de flujo ha emergido para la
determinacién de ploidia y es reconocida como superior al conteo de cromosomas. Es
importante destacar que en estudios previos en Rhodophiala rhodolirion el conteo de
cromosomas no ha sido laboriosos pues la técnica no ha mostrado problemas en la especie
y los cromosomas de esta especie son lo suficientemente grandes para ser visualizados
(Figura 6).

Crecimiento o engorda de bulbos

De estudios morfolégicos en Hippeastrum hybridum se sabe que el volumen del bulbo esta
compuesto en su totalidad por el engrosamiento de bases de hojas, y no por escamas
verdaderas, como ocurre en muchas otras especies (OKUBO, 1993). Lo mismo ocurre en
Rhodophiala (SCHIAPPACASSE & PENAILILLO, observaciones no publicadas).

Los bulbos deben alcanzar un tamano (o peso) determinado para que sean capaces de
florecer; ese tamario lo alcanzan al cabo de una o varias temporadas de crecimiento, segun
la especie y condiciones ambientales (DE HERTOGH Y LE NARD, 1993). Dado que en el
presente proyecto es fundamental lograr hacer florecer el material transformado
genéticamente y multiplicado in vitro, el cual es muy pequefio, para la posterior evaluacion
de la floracién, este punto es abordado desde el primer afio de ejecucién del proyecto.

Segun VAN LEEUWEN (2000, comunicacién personal), para que los bulbos alcancen lo mas
luego posible el tamaiio floral, son importantes los siguientes factores: sanidad del material
(plantas libres de plagas y enfermedades, suelo desinfectado), nutricion (principalmente N, P
y K) y periodo de crecimiento (el cual debe ser lo mas largo posible).

En el caso de Rhodophiala, debido a la morfologia del bulbo, en el cual cada “escama”
corresponde a una base de hoja, se piensa que el método que permita obtener el mayor
numero de hojas posible es el que va a proporcionar bulbos de tamafos mayores.
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En R. montana son florales los bulbos de diametro superior a 2,5 cm; en R. rhodofm‘on:
florecen los bulbos de diametro superior a 2 cm, y en R. splendens son florales los de|
didmetro mayor a 1,6 cm (datos de terreno, proyecto Rescate y multiplicacion de bulbosas\
nativas de valor comercial). En R. bagnoldii no se conoce con exactitud el calibre floral, pero|
se estima que es superior al de cualquiera de las otras tres especies. '

Segun OKUBO (1993), en estados tempranos la planta no presenta altos
requerimientos nutricionales, pero éstos aumentan cuando se observa crecimiento
activo. Es deseable utilizar sustratos con materia organica, de buen drenaje y pH
entre 6 y 7. En el proceso de “forzado” para producir bulbos en maceta, al sacar los
bulbos del suelo se les elimina todas las hojas y se realiza un “curado” por 2 semanas

a 23-25°C con buena ventilacion. El objetivo de ese procedimiento es reducir la
humedad de los bulbos para su mejor conservacion en almacenamiento. Luego se
almacenan a 13° C y a 80% de humedad relativa por 8 a 10 semanas o a 5-9° C por
periodos mas largos. Se plantan en las macetas con la parte superior sobresaliendo
de la superficie del sustrato, y son deseables temperaturas de 24 a 27° C, para
florecer en 3 a 6 semanas.

Muchos bulbos presentan un periodo de receso o dormancia, periodo en el cual el
crecimiento visible es nulo. Para que los bulbos puedan crecer lo mas rapidamente posible
es deseable evitar el receso, o que sea lo mas corto posible. Segun OKUBO (1993),
Hippeastrum es una planta siempreverde que no presenta receso bajo condiciones
climéaticas 6ptimas, pero si las presenta al ser cultivada en lugares con amplias fluctuaciones
climaticas estacionales, y practicas horticolas determinadas. Por el hecho de tener un bulbo,
la planta necesariamente tuvo que haberse enfrentado en su evolucidon a condiciones
ambientales desfavorables, y el bulbo sirvié para sobrevivir tales condiciones. Segun
algunos estudios hormonales, habria una periodicidad interna en Hippeastrum, que no
responde a condiciones externas.

En el caso de la cuatro especies de Rhodophiala en estudio, en su ambiente natural
presentan receso a comienzos de invierno (excepto R. bagnoldii, que presenta receso
estival), pero bajo invernadero frio en Talca mostraron comportamientos diferentes, segun la
especie. Por ejemplo, R. bagnoldii, originaria de Huasco, mostré un follaje siempreverde y
floracion periédica, sin receso. Las otras tres especies, que crecen en la cordillera, en
algunos afos mostraron receso a partir de Diciembre, pero en la temporada 2000/2001
plantas pequefias no mostraron receso.

Cabe destacar que se piensa que es muy probable que las plantas de Rhodophiala montana
y R. rhodolinon, ambas cordilleranas, necesiten frio para emitir el tallo floral. Esto se
fundamenta en experiencias realizadas con escasa cantidad de material durante la ejecucion
del proyecto mencionado anteriormente.
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6. MARCO GENERAL DEL PROYECTO

La introduccién, junto al cultivo de nuevas especies, y la incorporacioén de nuevas zonas a la
produccién floricola, que anteriormente abarcaba sélo la V regién y la region metropolitana
constituyen la realidad imperante hoy en dia en el &mbito floricola nacional. Dentro de las
nuevas especies se incluyen las plantas bulbosas (liatris, lilium, tulipan, iris, entre otras). Las
plantas bulbosas, ademas de cultivarse para la exportacion de flores de corta, también se
han cultivado para la produccién y exportacion de bulbos; segin datos de ODEPA, entre los
afos 1998 y 2000 el valor de las exportaciones crecié de US$ 2,381,000 a US$ 6,006,000, y
se espera que se incremente en los préximos afos.

Deben ser consideradas las excelentes caracteristicas edafo-climaticas imperantes en el
pais, las cuales otorgan a Chile una ventaja comparativa en la produccién de especies
bulbosas. Las especies nativas presentan resistencia a las enfermedades presentes en el
medio, condicion favorable para su produccién comercial a nivel nacional. Cabe destacar al
respecto que la demanda de especies nativas en Chile, hoy en dia, se encuentra en
aumento, no encontrandose productores dedicados al rubro, muy por el contrario, se
observan a menudo extracciones desmesuradas, las cuales de continuar, sélo aportaran al
patrimonio nacional nuevas especies en extincion. Estas especies presentan un potencial
econdmico interesante, pudiendo constituir una alternativa innovadora para la agricultura
chilena, ademas de un rubro de exportacioén a considerar.

Por lo general en nuestro pais las especies nativas han sido poco valoradas y aun menos
estudiadas, han sido paises extranjeros los que han extraido material para su estudio y
mejoramiento, y finalmente han creado nuevas variedades, las cuales se comercializan a
nivel mundial.

Es por esto importante fomentar el estudio de las especies nativas, hacer de éstas un cultivo
de indole comercial, para finalmente promover la utilizacién de las mismas a nivel nacional.
El presente proyecto promueve estos aspectos al continuar con el estudio de plantas de
Rhodophiala nativas y al iniciar el mejoramiento genético por medio de la creacién de plantas
poliploides, para finalmente obtener variedades que respondan a las necesidades tanto
paisajisticas, como comerciales.
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7. UBICACION GEOGRAFICA DEL PROYECTO
(Anexar ademas un plano o mapa de la ubicacion del proyecto)

El cultivo de los bulbos se realizara en el invernadero de Floricultura del Campus Lircay
perteneciente a la Universidad de Talca, y en el invernadero de la Estacion Experimental de
la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad de Talca, ubicado en Panguilemo (6 km al
norte de la entrada norte de Talca).

La induccién de tetraploidia y la multiplicacion in vitro se realizaran en el Laboratorio de
Cultivo de Tejidos Vegetales del Instituto de Produccién y Sanidad Vegetal, y la aclimatacion
de plantulas se hara en el invernadero perteneciente a la Universidad Austral de Chile, en el
Campus Isla Teja, en la ciudad de Valdivia.
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8. OBJETIVOS DEL PROYECTO

8.1. GENERAL:

A traveés de la aplicacion de técnicas biotecnoldgicas inducir poliploidia en cuatro especies
del género Rhodophiala: Rhodophiala bagnoldii, Rhodophiala montana, Rhodophiala
rhodolirion y Rhodophiala splendens

8.2. ESPECIFICOS:

Para cada una de las cuatro especies de Rhodophiala:
1. Determinar cariotipos
2. Establecer un protocolo para la induccion de poliploidia
3. Inducir poliploidia
4. Evaluar el grado de poliploidia logrado
5. Desarrollar un eficiente sistema de multiplicacion de material in vitro
6. Desarrollar protocolos de micropropagacion y multiplicar el material in vitro
7. Evaluar métodos de crecimiento rapido de bulbos
8. Cultivar las plantas poliploides
9. Evaluar las plantas poliploides, esperandose evaluar también la floracion

10. Realizar publicaciones en revistas especializadas
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9. METODOLOGIA Y PROCEDIMIENTOS

(Describir en detalle la metodologia y procedimientos a utilizar en la ejecucion del
proyecto)

MATERIAL VEGETAL

El material vegetal a utilizar seran bulbos de Rhodophiala bagnoldii, R. montana, R.
rhodolirion y R. splendens, recolectados y multiplicados durante la ejecucion del proyecto
“Rescate y multiplicacion de bulbosas nativas de valor comercial’. También se recolectaran
semillas para promover la variabilidad genética de las especies, para disponer de mas
material, para realizar estudios de crecimiento de bulbos a partir de semillas y como parte de
los estudios cromosomales, los cuales se haran principalmente con bulbos.

1. DETERMINACION DEL CARIOTIPO DE DIFERENTES ESPECIES DE Rhodophiala

Para determinar el nimero cromosomal se utilizara la técnica citolégica propuesta por Grant
et al. (1984), la cual ha sido modificada en una de sus etapas finales, reemplazando el uso
de orceina acética por orceina lactico propiénico, segun trabajos adelantados realizados en
Rhodophiala rhodolirion y que muestra una mejor visualizacién de los cromosomas. Si es
necesario se valuaran los distintos parametros de manera de ajustar la técnica a cada una
de las especies en estudio.

La metodologia a seguir se describe a continuacion:

-Obtencién de meristemas radiculares desde raices jovenes en activo crecimiento o bien
extraccion del apice radicular de semillas en germinacion

-Colocacion de la punta de raiz (3 a 6 cm) en hielo durante 24 horas

-Fijacién del tejido: inmersion de la raiz en solucién cloroformo: etanol : acido acético glacial
(4:3:1) durante 1 hora

-Descarte del fijador y traslado del tejido a solucion de alcohol 70% (donde el tejido puede
ser mantenido por tiempo indefinido)

-Descarte del alcohol e hidrélisis (inmersion de la punta de la raiz) con HCI 1N a 60°C
durante 4-16 minutos

-Descarte de HCI y tinciéon con Reactivo de Shiff durante 30 minutos

-Digestién con pectinasa Aspergillus niger 5% durante 1 hora

-Lavado con agua destilada, evitando la deshidratacion

-Corte del extremo distal del trozo de raiz (mas intensamente tefido), bajo la lupa

-Montaje del tejido en portaobjeto previo remojo de éste en acido acético al 45%
-Colocacién de una gota de orceina lactico propiénico al 2% sobre el tejido

-Cubrimiento con cubreobjeto

-Percusion reiterada de la preparacién con la punta de un bisturi hasta disgregar las células
-Aplastado de las células (“Squash”). Esto se realiza aplastando la preparacion envuelta en
toalla absorbente con la palma de la mano, sin realizar movimientos horizontales.

-Examen de la preparacion al microscopio éptico

-Finalmente se obtendran microfotografias de las preparaciones

Para llevar a cabo el método anterior se deben tener presentes los siguientes reactivos:
Preparacién del reactivo de Shiff:

a) Calentar hasta ebullicion 200 ml de agua destilada

b) Agregar 1 g de fucsina basica diamante

c) Bajar la temperatura a 50° C y agregar 20 ml de HCI 1N
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d) Enfriar a 25° C y agregar 1 g de metabisulfito de sodio o potasio y tapar. Se debe dejar en

un frasco oscuro en refrigerador durante 24 horas )
e) Agregar carbon activado, filtrar y dejar en un frasco oscuro en el refrigerador, el cual

puede ser usado varias veces, no exponer a la luz

Preparacién de orceina lactico propiénica al 2%:

a) Preparar solucion de 20 ml de acido lactico y 20 ml de acido propiénico
b) Agregar 1 mi de orceina

c) Agitar durante dos horas y esperar 3 dias

d) Agregar 10 ml de agua destilada y filtrar

Duracion:
La determinacién del cariotipo de las especies se realizara durante Enero y Marzo del afio
2002.

2. ESTABLECIMIENTO DE UN PROTOCOLO DE INDUCCION DE POLILOIDIA EN 4
ESPECIES DE Rhodophiala

En esta etapa se procedera a inducir |a tetraploidia en las diferentes especies de
Rhodophiala estudiadas. Se trabajara tanto con los bulbos, como con las semillas de
Rhodophiala, sobre los cuales se aplicaran diferentes tratamientos en base a colchicina .

2.1 Induccién de tetraploidia en semillas germinadas de Rhodophiala bagnoldii, Rhodophiala
montana, Rhodophiala rhodolirion y Rhodophiala splendens:

Las semillas de las diferentes especies de Rhodophiala seran colectadas en los sitios
naturales de desarrolio de cada una, correspondientes a diferentes comunas de la VIl
Regién del Maule y en las respectivas épocas de fructificacion, las cuales se concentran en
los meses de febrero y marzo.

Las semillas recolectadas seran desinfectadas, para lo cual seran sumergidas
durante 5 segundos en Etanol al 70% primeramente, para luego ser mantenidas durante 10
minutos en una solucién de Hipoclorito de Sodio.

Luego se someteran a tratamientos de frio necesarios para estimular la germinacion
de acuerdo a los estudios realizados en el proyecto “Rescate y multiplicacion de bulbosas
nativas de valor comercial’. Para el caso de semillas de Rhodophiala rhodolirion, éstas se
sumergiran en agua durante 48 horas, después de lo cual se mantendran 3 semanas bajo
8°C de temperatura, para luego ser mantenidas a 20 °C, ya que esta especie presenta un
requisito de frio de 3 semanas para su germinacién, Las semillas de Rhodophiala montana
seran sometidas a un tratamiento de 4 semanas de frio. Posterior a la desinfeccion, se
inducira la germinacion de las semillas sumergiéndolas en agua destilada estéril, una vez
germinadas se sumergiran en una solucion de colchicina acuosa.

Se aplicaran diferentes dosis de colchicina:
-una concentracion de colchicina al 0.05%
-una concentracion de colchicina al 0.2%
-control: solo con agua destilada estéril

Se utilizaran ademas tres tiempos diferentes de accion de:

-4 horas de tratamiento
-12 horas de tratamiento
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Los diferentes tratamientos seran los siguientes:

CUADRO 1: Método de induccién de poliploidia sumergiendo semillas germinadas en una
solucién de colchicina
CONCENTRACION TIEMPO DE ACCION

4 Horas 12 Horas
0.05 % Colchicina  1* 2
0.2 % Colchicina 3 4
Agua desionizada 5 6

*Los nimeros representan el tratamiento respectivo

Se utilizaran 20 semillas por tratamiento con 2 repeticiones. Una vez finalizados los
tratamientos, las plantulas seran transferidas a macetas con sustrato arena turba 1:1
previamente esterilizado o a medios de cultivo in vitro, dependiendo de los resultados
obtenidos en ensayos realizados de cultivo invitro en etapa paralela.. Una vez que la planta
haya experimentado un crecimiento considerable, se evaluara la efectividad del tratamiento
de colchicina aplicado. El nivel de ploidia que presente cada individuo quedara determinado
a través de la técnica citoldgica propuesta por Grant et al. (1984) (véase: Determinacion de
cariotipo), la cual permitira la clara observacién de los cromosomas.

2.2 Método de induccién de tetraploidia sumergiendo las plantulas en una solucion de
colchicina

En este ensayo se utilizaran plantulas desarrolladas in vifro las cuales se sumergiran en una
solucién de colchicina acuosa, a diferentes concentraciones y por diferentes tiempos de
accioén. Se realizaran tratamientos con:

-una concentracién de colchicina al 0.05%

-una concentracion de colchicina al 0.2%

-control: solo con agua destilada estéril

Utilizandose ademas dos tiempos diferentes de accién de:
-4 horas de tratamiento
-12 horas de tratamiento

Se probara el total de combinaciones posibles y de este modo se generaran 6 tratamientos,
para cada uno de los cuales se realizaran 2 repeticiones con 20 explantes cada repeticion.
Finalmente los diferentes tratamientos quedaran esquematizados como lo expresa el
siguiente cuadro: CUADRO 3:

Esquema del: “Método de induccién de poliploidia sumergiendo las plantulas en una solucién
de colchicina”
CONCENTRACION TIEMPO DE ACCION

4 Horas 12 Horas
0.05 % Colchicina ™ 8
0.2 % Colchicina 9 10
Agua desionizada 11 12

*Los nameros representan el tratamiento respectivo
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El medio de cultivo a utilizar corresponde al propuesto por Murashige y Skoog (1962), el cual
comprende:

MACROELEMENTOS:

1. NH4NO3: 1650 mg/L

2. CaCi2 X 2 H20: 332.2 mg/L
3. MgS04 X 7 H20: 180.7 mg/L
4. KNO3: 1900 mg/L

5. H2KPO4: 170 mg/L

MICROELEMENTOS:

1. H3BO3: 6.2 mg/L

2. CoCl2 X 6 H20: 0.025 mg/L

3. CuS04 X 5 H20: 0.025 mg/L
4. Na2 EDTA: 37.26 mg/L

5. MnS04 X 4 H20: 16.9 mg/L

6. Na2Mo0O4 X 2 H20: 0.25 mg/L
7. Kl: 0.83 mg/L

8. ZnS04 X 7 H20: 8.6 mg/L
SUPLEMENTACION ORGANICA:
M-inositol: 100 mg/L

Acido nicotinico: 0.5 mg/L
Piridoxina-HCI: 0.5 mg/L
Tiamina-HCI:0.1 mg/L

Ademas se le agregara al medio 20 g/L de Sacarosa y fitohormonas en dosis a determinar
segun protocolo optimizado en ésta investigacion en forma paralela.

Las plantulas tratadas seran incubadas in vitro en una camara de crecimiento, bajo las
siguientes condiciones ambientales: 21°C de Temperatura, 3500 lux de intensidad luminica y
un fotoperiodo de 16 horas luz.

El medio de crecimiento se producira en base a una solucién de sales Murashige-Skoog
enriquecida con una dosis de fitohormonas a determinar, se agregara ademas al medio 20
g/L de sacarosa y 8 g/L de Agar ‘Merck'.

Se analizaran finalmente los meristemas de las raicillas en crecimiento, para determinar el
nivel de ploidia que han alcanzado, cuya evaluacion se medira a través de una modificaciéon
de la técnica citologica utilizada por Grant et al. (1984).
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2.3 Método de induccién de poliploidia agregando colchicina al medio de cultivo

A partir de plantulas desarrolladas in vifro en etapa paralela, se colocaran los meristemas en
un medio de cultivo en base a la solucién de sales MS, enriquecido con 20 g/L de sacarosa,
al cual se adicionaréd 8 g/L de Agar ‘Merck’, sobre esta solucion base se adicionaran
diferentes dosis de colchicina:

-una concentracién de colchicina al 0.05%

-una concentracién de colchicina al 0.2%

-tratamiento control solo con agua destilada estéril

Aplicandose ademas diferentes tiempos de accién segun lo siguiente:
-4 horas de tratamiento
-12 horas de tratamiento

Se probara el total de combinaciones posibles y de este modo se generaran 6 tratamientos
para cada uno de los cuales se realizaran 2 repeticiones con 20 explantes cada repeticion.
Finalmente los diferentes tratamientos quedaran esquematizados como lo expresa el
siguiente cuadro:CUADRO 4: Esquema del “Método de induccion de tetraploidia agregando
colchicina al medio de cultivo®.

CONCENTRACION TIEMPO DE ACCION

4 Horas 12 Horas
0.05 % Colchicina 13 14
0.2 % Colchicina 15 16
Agua desionizada 17 18

*Los numeros representan el tratamiento respectivo

Los explantes tratados luego se cultivaran in vitro hasta alcanzar el crecimiento deseado. El
medio de crecimiento optimo se determinara en otros ensayos en forma paralela en esta
investigacion( ver mas adelante).

Para finalizar se realizara la evaluacion: se observaran las raicillas desarrolladas in vitro,
determinando si éstas presentan o no nivel de poliploidia, a través de una modificacion de la
técnica citolégica utilizada por Grant et al. (1984).

Los datos obtenidos como resultado de estos ensayos seran analizados estadisticamente.
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Duracion
Los cuatro ensayos para establecer un método optimo de induccién de poliploidia tendran
una duracién de 10 meses.

3. APLICACION DE PROTOCOLO OPTIMIZADO PARA LA INDUCCION DE POLIPLOIDIA
en Rhodophiala bagnoldii, Rhodophiala montana, Rhodophiala rhodolirion y Rhodophiala
splendens:

Con los resultados obtenidos de los ensayos anteriores se establecera un protocolo que sera
ocupado en la induccién de poliploidia en las 4 especies en estudio. En todos los
tratamientos de estos ensayos se incluira controles con los cuales se comparan los posibles
poliploides producidos.

Duracion
Esta etapa comenzara a mediados de Agosto de 2002 y terminara a mediados de Abril de
2005.

4. DETERMINACION DEL NIVEL DE PLOIDIA

El nivel de ploidia de los individuos tratados se analizara utilizando meristemas de las raicillas
en crecimiento, a través de una modificaciéon de la técnica citolégica utilizada por Grant et al.
(1984) (ver inicio metodologia). Los resultados obtenidos en esta etapa seran comparados
con los cariotipos originales de las especies en estudio.
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Duracién
Estas valuaciones comenzaran con los primeros poliploides producidos que se estima sera a
comienzos de 2003 y se extendera hasta Junio de 2005.

BIBLIOGRAFIA
GRANT, J., BROWN, A. y GRACE,J. 1984. Cytological and Isozyme Diversity in Glycine
tomentella Hayata (Leguminosae). Australian Journal of Botany. 32:665-677.

5. CULTIVO IN VITRO

Los ensayos de micropropagacion seran realizados en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos
Vegetales del Instituto de Produccion y Sanidad Vegetal de la Universidad Austral de Chile,
en base a material vegetal correspondiente a bulbos de diverso calibre de cada especie en
estudio, suministrado por la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad de Talca.

El procedimiento para el montaje de los estudios consta de las etapas de lavado y
esterilizaciéon del material vegetal, la seleccion de los explantes mas adecuados para lograr
una buena tasa de regeneracion, las condiciones de incubacion y finalmente las condiciones
para la aclimatacion de los nuevos propagulos. Ademas se considera el procedimiento para
la preparacion de medios de cultivo variables segun el objetivo a lograr.

1-Limpieza y esterilizacion de material vegetal

Los bulbos de las diferentes especies, una vez ingresados en el laboratorio, seran lavados
con agua corriente y unas gotas de detergente, para romper la tension superficial. A
continuacién seran sometidos a una desinfecciéon con fungicidas (Captan 80 + Benomylo) en
agitacion durante 20 a 30 minutos, antes del tratamiento en camara de flujo laminar. En ésta,
los bulbos seran desprendidos de 2 o 3 catafilos exteriores para ser desinfectados en Etanol
70% por 5 segundos, seguido de una solucién de Na CIO al 2% de ClI activo por 10 minutos,
antes de cortar los explantes.

2-Obtencién de explantes

Finalizado el proceso de esterilizacion externa de los bulbos, se cortaran en 4, 8 o 16 partes,
segun el tamanfo, para obtener cufias de bulbos, a partir de los cuales se obtengan los
explantes. Estos consistiran de catéafilas individuales o gemelas, unidas por un segmento de
disco basal, con presencia de meristemas, que seran insertados en los medios de cultivo.
Los explantes podran variar en tamafio, segln la especie o calibre de bulbo disponible y
segun el grosor de las catafilas. Estas eventualmente también podran ser segmentadas,
utilizando sélo la parte basal o también la porcién apical del bulbo, para estudiar la
potencialidad de regeneracion a partir de diferentes tipos de explantes de escamas. Una vez
obtenidos los brotes neoformados, se repicaran a medio fresco para su aumento de tamafo
y la induccién de bulbillos. Ademas se pretende utilizar semillas para germinarias in vitro e
inducir a partir de estas plantulas nuevos brotes y bulbillos.

En funcién de lo anterior surgiran diversos grupos de ensayos de tamano y tipo de explante,
dificil de planificar a priori, en tanto no se conozca la exacta disponibilidad de material vegetal
y calibre de bulbos. Se estima, sin embargo, que por cada especie se podra desarrollar un
ensayo de tamano de segmento de bulbos: 1/4, 1/8 y 1/16, combinado con catafilas simples
y gemelas, resultando un experimento de tipo factorial 3 x 2, con al menos 10 repeticiones
por tratamiento.
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Un segundo grupo de ensayos se referira a la ubicacion del explante en la catafila: base de
catéfila vs. apice de catéfila, 2 tratamientos con 10 a 12 repeticiones, para cada especie. En
cada ensayo se determinaran los siguientes parametros: % de sobreviviencia, % de
brotacién, % de bulbificaciéon, % de enraizamiento, nimero de brotes por explante, nimero
de bulbillos por explante, nimero de raices por explante (a los 30 dias post siembra de
explantes). Eventualmente se podra determinar tamafio de brotes y bulbillos y longitud de
raices, como parametros importantes de determinar en el transcurso de los ensayos.

Como sustrato para estos ensayos se utilizara un medio de cultivo standard de MS mas los
suplementos organicos necesarios para una organogénesis equilibrada, 0,1 mg/L de ANAy
1,0 mg/L de BAP, 20 a 30 g/L de sacarosa y 2 g/L de gelrite, regulando el pH a 5,8.

3-Composicién de medios de cultivo

Previo o paralelo a los ensayos anteriores, es necesario determinar el tipo y concentracion
de reguladores de crecimiento para cada respuesta organogénica. Para ello sera necesario
comparar las fuentes de auxinas, ANA y AIB (u otras) en concentraciones de 0, 0,05, 0,1,
0,2 y 0,4 mg/L en presencia de una citocinina (BAP, 1,0 mg/L). Las dosis podran variar en
funcién de los resultados observados en los ensayos paralelos con las fuentes de explante
sobre un medio standard, y podran variar también de acuerdo a la disponibilidad de material
vegetal.

Otro grupo de experimentos comparara las fuentes y concentraciones de citocininas, BAP u
Kinetina, en concentraciones de 0, 0,05, 0,1, 0,2y 0,4 mg/L en presencia de una auxina
(ANA, 0,1 mg/L).

Un tercer grupo de ensayos combinara los tipos y las concentraciones optimas de ambos
grupos de fitorreguladores con el fin de lograr un protocolo de organogénesis éptima para
cada especie en estudio. En los ensayos planteados no se podréa considerar, en esta etapa,
el factor genotipo, que podria ser una importante fuente de variacion de los resultados que
se obtengan. Una vez obtenido un genotipo definido y adecuado, deberéan afinarse los
protocolos de micropropagacion para cada caso.

Estos experimentos, independientes para cada especie en estudio, se estableceran en un
disefio completamente al azar, ordenados como experimentos factoriales en que los factores
estaran dados por los respectivos fitorreguladores, auxinas o citocininas, y sus respectivos
noveles o concentraciones, estableciéndose con un minimo de 10 repeticiones por
tratamiento. Los parametros que se determinaran son los mismos indicados anteriormente.

Adicional a lo anterior, sera necesario estudiar el efecto de diferentes carbohidratos y sus
respectivas concentraciones, en especial sobre la intensidad de bulbificacion, de modo que
se estableceran ensayos comparando sacarosa, glucosa y fructosa (u otros carbohidratos)
en concentraciones de 2, 3, 6 y 8%, utilizando un medio standard (MS) con la combinacion
de fitorreguladores mas adecuada para cada especie.

4-Incubacion

Todos los experimentos que se lleven a cabo se incubaran en una sala ad hoc con
condiciones reguladas de fotoperiodo, intensidad y calidad de luz y temperatura. El
fotoperiodo que se proporcionara sera un ciclo de 16 horas luz y 8 de oscuridad, con una
intensidad luminica de 2500 a 3000 lux provenientes de tubos fluorescentes de luz dia con
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longitudes de onda con peaks de luz azul, 440 nm, y luz roja, 660 nm. La temperatura de la
sala de incubacion sera de 22 [1 2°C durante la fase de iluminacioén. De ser necesario, el
material vegetal podra ser previamente sometido a vernalizacién a 4°C durante algunas
semanas, previo al inicio de algin ensayo en particular.

5-Aclimatacion

Este proceso suele ser el mas critico en la fase de micropropagacion, por cuanto implica
maximizar la tasa de sobrevivencia del material micropropagado, al transferirlo a condiciones
no asépticas como las que se tendran en un invernadero con substratos horticolas
normales. Para ello es necesario someter las plantulas desarrolladas bajo condiciones in
vitro. A un proceso de aclimatacion gradual a las nuevas condiciones, consistentes en
aumentar la intensidad luminosa a unos 10.000 lux, disminuir la temperatura a unos 15-18°C,
y disminuir la humedad relativa a valores cercanos a 50%. Posterior a ello, las plantulas
seran transplantadas a substratos de turba/arena (1:1), perlita o vermiculita, para su
desarrollo posterior y aumento de calibre de bulbillos. Este proceso se llevara a cabo en
invernaderos de la Universidad Austral de Chile, en Valdivia. La tltima etapa, o engorda del
material, se llevara a cabo en Talca, bajo condiciones de invernadero frio en instalaciones de
la Universidad de Talca.

Duracion: el establecimiento del protocolo del cultivo in vitro tendra una duraciéon de 8 meses,

P
6. CULTIVO EN INVERNADERO
1. Eleccién de mejores condiciones térmicas para el crecimiento y desarrollo de los
bulbos
En enero de 2002 se sacaran 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 separaran por calibre y
se dejara una parte en el invernadero de la Estacion experimental de la UTALCA y otra parte
en el invernadero de Floricultura del Campus Lircay. En el invernadero de la Estacion
experimental se mantendran sin calefaccion y con enfriamiento del aire en verano por medio
de paneles evaporativos y extractores. En el invernadero de Floricultura se mantendran
también sin calefaccion y sin climatizacion en verano. Esto permitira ver si hay diferencias en
la emisién de hojas (y, por lo tanto, en el tamaiio de los bulbos) y en la induccién del receso
en las plantas. Para esto se eligira, para cada especie, un minimo de 20 bulbos de un mismo
calibre, tomando al menos un calibre, para ser puesta la mitad en un invernadero y la mitad
en el otro, en bolsas individuales. En el mes de julio se registraran los tamaros de bulbos
alcanzados y nimero de hojas. Se haran las comparaciones y en el lugar donde se
obtuvieron los mejores resultados se haran los siguientes experimentos.
Se analizara el pH del sustrato a utlilizar (tierra de hojas y arena en proporcion 1:1) y se
ajustara entre 6 y 7, si fuere necesario. También se realizara un analisis mineral completo,
mas una medicién de la conductividad eléctrica y pH, previo a la plantacion. Los bulbos
seran plantados en contenedores y el sustrato se regara con un fertilizante soluble completo
con microelementos, de ‘Soquimich’, elaborando una solucién de 80 ppm de nitrégeno.

En este caso y en todos los experimentos siguientes con los datos obtenidos se efectuara el
andlisis de varianza y, cuando corresponda, para la separacion de medias se aplicara un
test, en principio el test LSD.

2. Experimentos de duracion y calidad de la luz
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En enero de 2002 se realizaran siembras con todas las semillas disponibles de cosechas
realizadas en afios anteriores. Las siembras se realizaran en el invernadero de la Estacion
experimental.

En marzo de 2002 y de los afios siguientes se realizaran nuevas colectas, principalmente de
semillas, pero también se colectaran nuevos bulbos en todas las especies en estudio, a
excepcion de R. bagnoldii, que se colectara en noviembre. Las semillas se sembraran en el
invernadero de Floricultura en un sector de doble capa de polietileno.

Se utilizaran calibres pequenos, de entre 0,5 a 5 cm de circunferencia para los ensayos de
crecimiento de bulbos, que comenzaran en agosto de 2002. Se utilizaran un minimo de 15
bulbos (idealmente 25 bulbos) de un mismo calibre por repeticion, con un total de 4
repeticiones por tratamiento. Los tratamientos seran la exposicion a condiciones de 12 horas
de luz (con ampolletas incandescentes que se programaran para encenderse en la mitad de
la noche con un timer o reloj programador) y la exposicion a fotoperiodo natural. Las plantas
iluminadas seran rodeadas de polietileno grueso negro para evitar iluminar a las otras
plantas.

En otro grupo de bulbos, en igual nimero de bulbos por repeticién y nimero de repeticiones
se evaluara el crecimiento bajo dos condiciones de luz; luz natural y luz artificial
complementaria a la luz natural, por medio de tubos fluorescentes o luces incandescentes.

En los dos experimentos mencionados se evaluara el nimero de hojas (evaluaciéon mensual)
y el peso y calibre inicial y final de los bulbos en abril de 2003.

3. Experimentos de exposicion al frio

En diciembre de 2002 (o en el periodo de dormancia de cada especie, que puede 0 no
coincidir con ese mes) se seleccionaran un minimo de 20 bulbos de similares calibres
capaces de florecer (tamafios grandes) y se expondra la mitad a temperaturas de 7°C y 80%
de humedad por 8 semanas (segun la metodologia descrita por Okubo, 1993) y la otra mitad
a temperatura ambiental. Se evaluara la capacidad de florecer de los bulbos, registrandose
el numero de inflorescencias, numero de florecillas por inflorescencia y longitud del escapo
floral, en el periodo comprendido entre febrero y noviembre de 2003.

4. Manejo de bulbos poliploides

A comienzos del afio 2003 se espera recibir los primeros individuos con aumento de
poliploidia y multiplicados in vitro y se pondran en la situacion mas favorable para el
crecimiento que se haya logrado en los experimentos de los meses anteriores.

Se plantaran los bulbos poliploides en un sustrato compuesto por tierra de hojas y arena, o
turba y arena en proporcion 1:1. Se analizara el pH de la mezcla y se ajustaraentre 6y 7, si
fuere necesario. También se realizara un analisis mineral completo, mas una medicion de la
conductividad eléctrica y pH, previo a la plantacion. Los bulbos seran plantados en
contenedores y el sustrato se regara con un fertilizante soluble completo con
microelementos, de ‘Soquimich’, elaborando una solucién de 80 ppm de nitrégeno en la
primera fase de crecimiento de las plantas, y luego con una solucion de 150 ppm de
nitrégeno en la fase de crecimiento activo.

El material no poliploide disponible se continuara cultivando y se hara crecer bajo las
condiciones mas favorables para tener material suficiente a la hora de comparar el material
poliploide con el no poliploide.
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5. Registros del comportamiento de material poliploide y no poliploide
Desde el aiilo 2003 en adelante en el material poliploide y no poloploide de bulbos de

similares tamafios se ira registrando mensualmente el nimero de hojas y el ancho promedio
de las hojas maduras. Cuando las plantas emitan la flor, se medira la longitud del escapo
floral cuando abra la primera florecilla, se contara el nimero de florecillas por inflorescencia,
se determinara el color por medio de la tabla de colores de la Royal Horticultural Society y se
medira la longitud y el ancho promedio de los tépalos de las florecillas, asi como la longitud
del pistilo y de los estambres. Cada registro se relacionara con el tamario del bulbo. También
se registraran datos fenoldgicos, como fecha de inicio de brotaciéon y de senescencia del
follaje (si ocurre), fecha de floracion y de fructificacion.

Las semillas de las plantas poliploides se sembraran para evaluar su fertilidad.
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10. ACTIVIDADES DEL PROYECTO (adjuntar Carta Gantt mensual para la
totalidad del proyecto)

~

ANO

Objetivo
Especif. N°

Actividad
NO

2002

Descripcion

Fecha
Inicio

Fecha
Término

1

1

Obtencién de raicillas a partir de bulbos,
obtencién de raicillas a partir de semillas
germinadas, para posterior adaptacion de
protocolo para determinar el cariotipo

01/01/2002

31/03/2002

Adaptacién de protocolo existente para
determinar cariotipo

01/01/2001

31/03/2002

Aplicar protocolo adaptado- observacion de
cromosomas — determinacion de cariotipo —
fotografias de cariotipos

01/02/2001

31/03/2002

Determinar protocolo de induccion de
poliploidia: germinacién de semillas para
posterior aplicacién de colchicina

01/01/2002

31/11/2002

Determinar protocolo de induccion de
poliploidia: ingreso in vitro de explantes de
bulbo para posterior aplicacion de
colchicina

01/01/2002

31/11/2002

Determinar protocolo de induccion de
poliploidia: ingreso de explantes en medio
que contenga colchicina

01/01/2002

31/11/2002

Evaluar protocolo de induccién de
poliploidia: aplicado sobre semillas
germinadas

01/01/2002

31/11/2002

Evaluar protocolo de induccién de
poliploidia: aplicado a explantes sumergidos
en colchicina y desarrollados
posteriormente in vitro

01/03/2002

31/11/2002

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

01/04/2002

31/11/2002

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

01/11/2002

31/12/2002

Determinacion de un sistema eficiente de
multiplicacion de material in vitro: montar
ensayo diferente tamafo de explantes para
las 4 especies de Rhodophiala

01/01/2002

31/06/2002
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10. ACTIVIDADES DEL PROYECTO (adjuntar Carta Gantt mensual para la
totalidad del proyecto)

AR

Objetivo
Especif. N°

Actividad
NB

Descripcion

Fecha
Inicio

Fecha
Término

5

2

Determinacioén de un sistema eficiente de
multiplicacion de material in vitro: montar
ensayo del efecto de la posicién del
explante para las 4 especies de
Rhodophiala

01/01/2002

31/06/2002

Determinacion de un sistema eficiente de
multiplicacion de material in vitro: montar
ensayo de utilizacion de fuente de
carbohidratos para las 4 especies de
Rhodophiala

01/01/2002

31/06/2002

Determinacién de un sistema eficiente de
multiplicaciéon de material in vitro: montar
ensayo de composicion del medio de
cultivo para las 4 especies de Rhodophiala

01/01/2002

31/08/2002

Determinacion de un sistema eficiente de
multiplicaciéon de material in vitro: montar
ensayo del efecto de concentraciones
evaluadas de auxina y citoquinina en
combinacion sobre explantes de las 4
especies de Rhodophiala

01/05/2002

31/08/2002

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

01/01/2002

31/03/2002

Evaluar resultados de multiplicacioén in vitro
de ensayo de la posicion del explante

01/01/2002

31/04/2002

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

01/01/2002

31/04/2002

Evaluar resultados de multiplicacién in vitro
ensayo de composicion del medio de
cultivo

01/01/2002

31/05/2002

10

Evaluar resultados de multiplicacion in vitro
ensayo del efecto de concentraciones
evaluadas de auxina y citoquinina en
combinacién

01/05/2002

31/08/2002

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

01/09/2002

31/10/2002

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

01/10/2002

31/12/2002

Evaluacién de crecimiento y desarrollo de
bulbos en invernadero climatizado versus.
no climatizado, y siembra de semillas

03/01/2002

31/07/2002
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antiguas
1,2,3,5,6,7 1 Colecta de material en ambiente natural y|01/01/2002 | 31/12/2002
siembra de semillas nuevas
10. ACTIVIDADES DEL PROYECTO (adjuntar Carta Gantt mensual para la
totalidad del proyecto)

afo

Objetivo | Actividad Descripcion Fecha Fecha
Especif. N° N° Inicio Término
7 2 Experimentos de duracion y calidad de luz| 15/08/2002 | 31/12/2002
en bulbos diploides
7 3 Experimentos de exposicién al frio de|01/12/2002 |31/12/2002
bulbos
8 4 Aclimatacion de plantulas poliploides 01/08/2002 | 31/12/2002
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10. ACTIVIDADES DEL PROYECTO (adjuntar Carta Gantt mensual para la
totalidad del proyecto)

Ao

Objetivo | Actividad Descripcion Fecha Fecha
Especif. N° N° Inicio Término
3 1 Aplicacion de tratamiento de induccién de | 01/01/2003 | 31/12/2003
poliploidia en base a colchicina sobre
semillas germinadas, explantes sumergidos
en solucion colchicina y explantes
desarrollados en medio conteniendo
colchicina
4 1 Evaluacion del grado de poliploidia logrado- | 01/03/2003 | 31/12/2003
Aplicacién de protocolo modificado para
determinar cariotipo
6 2 Multiplicar material de diferentes especies|01/01/2003 |31/12/2003
de Rhodophiala e ingreso in vitro para
posterior induccion de poliploidia
1,2,3,5,6,7 1 Colecta de material en ambiente natural y|01/01/2003 | 31/12/2003
siembra de semillas nuevas
7 2 Experimentos de duracion y calidad de luz|01/01/2003 | 31/04/2003
en bulbos diploides
7 3 Experimentos de exposicion al frio de|01/01/2003|31/11/2003
bulbos
8y9 1 Plantacion y cultivo de bulbos poliploides | 01/03/2003 | 31/12/2003
junto con diploides
8 4 Aclimatacion de plantulas poliploides 01/01/2003 | 31/12/2003
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10. ACTIVIDADES DEL PROYECTO (adjuntar Carta Gantt mensual para la
totalidad del proyecto)

~

ANO

Objetivo
Especif. N°

Actividad
No

2004

Descripcién

Fecha
Inicio

Fecha
Término

3

1

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

01/01/2004

31/12/2004

Evaluacién del grado de poliploidia logrado-
Aplicacion de protocolo modificado para
determinar cariotipo

01/01/2004

31/12/2004

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

01/01/2004

31/12/2004

1,2,3,56,7

Colecta de material en ambiente natural y
siembra de semillas nuevas

01/01/2004

31/11/2004

8y9

Plantacion y cultivo de bulbos poliploides
junto con diploides

01/01/2004

31/12/2004

8

Ensayos complementarios de composicion
de medios y/o condiciones de incubacién
con genotipos poliploides con problemas de
regeneracion

01/01/2004

31/12/2004

Multiplicacién y aclimataciéon de poliploides
selectos

01/08/2004

31/12/2004

oo

Aclimatacion de plantulas poliploides

01/01/2004

31/12/2004

w0

—_—

Evaluacion de caracteristicas ornamentales
de plantas poliploides inducidas

01/09/2004

31/12/2004
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10. ACTIVIDADES DEL PROYECTO (adjuntar Carta Gantt mensual para la
totalidad del proyecto)

~

2005

Objetivo Actividad Descripcion Fecha Fecha
Especif. N° N° Inicio Término

3 1 Aplicacion de tratamiento de induccion de | 01/01/2005 | 31/07/2005
poliploidia en base a colchicina sobre
semillas germinadas, explantes sumergidos
en solucién colchicina y explantes
desarrollados en medio conteniendo
colchicina

4 1 Evaluacion del grado de poliploidia logrado- | 01/01/2005 | 31/11/2005
Aplicacion de protocolo modificado para
determinar cariotipo

6 2 Multiplicar material de diferentes especies |01/01/2005 | 31/04/2005
de Rhodophiala e ingreso in vitro para
posterior induccion de poliploidia

8y9 1 Plantacion y cultivo de bulbos poliploides | 01/01/2005 | 31/11/2005

junto con diploides

8 3 Multiplicacién y aclimataciéon de poliploides [ 01/01/2005 | 31/10/2005
selectos

8 5 Establecimiento de banco de germoplasma | 01/01/2005 | 31/10/2005

de Rhodophiala

9 1 Evaluacion de caracteristicas ornamentales | 01/01/2005 | 31/11/2005
de plantas poliploides inducidas

10 1 Publicacion en revista divulgativa 01/01/2005 | 31/12/2005

10 2 Publicacién en revista especializada 01/01/2005 | 31/12/2005
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Re A00S esperados por obje 0
Obj. Esp. Resultado Indicador Meta Parcial
N° Final Meta Plazo
1 Determinacion de cariotipo | Fotografias | Cariotipo de | Cariotipo | 31/03/200
las 4 2
especies
2 Protocolo induccién de Numero de Protocolo Protocolo | 31/11/200
poliploides en Rhodophiala | individuos | desarrollado | desarrolla 2
poliploides d
producidos
3 Clones de posibles Numero de | 15 clones de | 15 clones | 31/07/200
poliploides de las 4 especies | posibles | cada especie de 5
clones cada
poliploides especie
4 Determinacion de cariotipo | Numero de | Determinacié | Determ. 31/11/200
de los poliploides cromosoma | n cariotipo cariotipo 5
s
5 Montaje de sistema de|Explantes | 60 explantes | Explantes | 01/06/200
cultivo in vitro de 4 especies|de las 4| porespecie |sembrado 2
de Rhodophiala especies s
sembrados
5 Cultivos asépticos de las 4 |Plantulas o|1 cultivo de|Cultivos 31/08/200
especies brotes cada especie | limpios 2
libres  de|establecido
bacterias u
hongos
obtenidos
5 Ensayos de tamafo de|Plantulas 6 ensayos por | Plantulas | 31/08/200
explante, posicion de |de material | especie producida 2
explante, composicién de|diploide de s
medios y concentraciones |las 4
de auxinas y citocininas | especies
montados establecida
S
6 Multiplicacion  intensiva  de | Posibles 1 protocolo | Plantulas 31.12.03
materiales poliploides modificacio- | para obtenidas
nes al | poliploides
cultivo  de|desarrollado
poliploides
establecidas
6 Aclimatacion de plantulas en|Sistema de|100 plantulas o|Plantulas o| 31.08.-
invernadero aclimatacion | bulbillos de | bulbillos 31.10.03
de plantulas|cada especie
desarrollado | entregadas
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11. RESULTADOS ESPERADOS E INDICADORES
11.1. Resultados esperados por objetivo
Obj. Esp. Resultado Indicador Meta Parcial
N° Final Meta Plazo
6 Ensayos de afinamiento de |Modificacion |20 plantulas de | Plantulas 31.12.04
técnicas para genotipos | es de |cada genotipo | producidas
selectos protocolos de calidad
para mejorada
diferentes
genotipos
desarrollada
s
6 Entrega masiva de plantulas de | Sistema de[100 o mas|Plantulas o| 31.08.05
cada especie 0 genotipo envio y | plantulas o | bulbillos
entrega de |bulbillos  por | producidos
plantulas ofcada genotipo
microbulbillo | producidas
-]
desarrollado
6 Establecimiento de banco de|Sistema de|15 tubos por|Plantulas 31.08.05.
germoplasma de Rhodophiala |almacenaje |genotipo sembradas
a mediano | incorporado en el banco
plazo
establecido
7 Evaluacion de crecimiento | Cuadros 4 cuadros 4 cuadros | 31/07/200
en invernaderos diferentes | comparativ 2
0s
Evaluacion de crecimiento | Cuadros 4 cuadros 4 cuadros | 31/04/200
7 bajo fotoperiodo natural vs|comparativ 3
dias largos 0s
¥ Evaluacion crecimiento bajo | Diametro | Analisis datos | Cuadro | 31/04/200
luz artificial vs luz natural bulbo / n° compara- 3
hojas tivo
7 Determinacion de % de Definir en 3|Definir en|30/11/200
requerimientos de frio de| bulbos que |especies si|3 3
bulbos para florecer en 3| florecen |existe especies
especies requerimiento |si  existe
de frio requerimie
nto de frio
8 Floracién de plantas | Sobreviven |Floracién del R. 3111/2001=10 0;
poliploides cia y|80% de Ilas| bagnoldii: 5
floraciéon de | plantas en| 60%;
plantas cada especie | otras 90%
Evaluacion plantas Mediciones | 1 evaluacién | Confecci6 | 31/11/200
9 poliploides | fotografias| por cada n de 5\,
individuo fichas
diploide
Publicaciéon en revistas 4 Articulos | 2 articulos 4 31/12/200
10 especializadas enviados | divulgativos; | Borradore 5
parasu | 2 articulos en s
revision y revista
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| publicacion | especializada | J |

11.2. Resultados esperados por actividad

Obj. Esp. | Activid. Resultado Indicador Meta Parcial
N° N° Final Meta Plazo
1 1-3 Determinacién del | Fotografias | 4 cariotipos 4 31/03/0
nivel de ploidia de | de cariotipo cariotipos | 2
las especies
1-8 Protocolo de Individuos 15 individuos 15 31/11/0
2 Induccién de poliploi-des poliploides |individuop 2
poliploidia oliploide
1 Clones de N° de clones 15 15 31/07/0
3 posibles poliploi-des 5
poliploides
1 Determinacién | N° cromoso- 15 clones 15 clones | 31/11/0
4 nivel de ploidia en mas evaluados evalua- 5
clones dos
1-5 Siembra de Explantes | 6 ensayos por Expl. 01/03/0
5 explantes bajo |sembrados y especie Sembr. Y 1
diferentes limpios limpios | 01/07/0
ensayos y 2
establecimiento de
cultivo aséptico
6-10 Resultados Sistema de | 1 protocolo final | Plantulas | 31/08/0
5 evaluacion ensayo ind. de por especie produci- 2
brotes y listo das
raices
establecido
6 1 Protocolo Protocolo Protocolo Protocolo | 31/09/0
establecido escrito escrito escrito 2
2 Multiplicacion Sistema Individuos Plantulas | 31/04/0
6 intensiva de implemen- ingresados | obtenidas 5
material diploide tado
Evaluacién de Cuadros 4 Cuadros |4 cuadros| 31/07/0
7 1 crecimiento en | comparativo 2
invernaderos ]
diferentes
Evaluacion de Cuadros 4 cuadros 4 cuadros | 31/04/0
T 2 crecimiento bajo | comparativo 3
fotoperiodo natural s
vs dias largos
7 2 Evaluacion de Cuadros 4 cuadros 4 cuadros | 31/11/0
crecimiento bajo | comparativo 3
luz artificial vs luz s
natural
7 3 Determinaciéon de | % de bulbos | Definiren 3 | Definiren | 31/11/0
requerimientos de | que forecen | especies si 3 3
frio de bulbos para existe especies
floreceren 3 requerimiento | siexiste
especies de frio requerimi
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entos de
frio
8 1-4 Floracion de Sobrevivienc| Floracion del R. 31/11/0
plantas poliploides | ia y floracién | 80% de las bagnoldii 5
plantas en 60%,
cada especie | otras 90%




CARTA GANTT DEL PROYECTO
ANO 2002

Obj

Act

Descripcion E

1,23
5.6,7

Colecta de material en ambiente natural y X
siembra de semillas nuevas

Obtencion de raicillas a partir de bulbos. [X
obtencion de raicillas a partir de semillas,
adaptacion de protocolo existente para

estudios de cariotipo

Adaptacion de protocolo existente para X
determinar cariotipo |

Aplicar protocolo adaptado — observacion de |
cromosomas — fotografias de cariotipo

Determinar protocolo de induccion de X
poliploidia: Germinacion de semillas para
posterior aplicacion de colchicina '

Determinar protocolo de induccion de X
poliploidia: ingreso in vitro de explantes de
bulbo para posterior aplicacion de colchicina |

(&)

Determinar protocolo de induccion de X |

poliploidia: ingreso de explantes en medio
que contenga colchicina

Evaluar protocolo de induccion de X
poliploidia: Aplicado sobre semillas
germinadas

[S¥]

Evaluar protocolo de induccion de
poliploidia: aplicado a explantes sumergidos
en colchicina y desarrollados posteriormente
invio ) |
Evaluar protocolo de induccion de
poliploidia: aplicado sobre explantes
desarrollados en medio de conteniendo
colchicina

Aplicacion de tratamiento de induccion de
poliploidia en base a colchicina sobre
semillas germinadas. explantes sumergidos
en solucion colchicina v explantes
desarrollados en medio conteniendo
colchicina

Determinacién de un sistema eficiente de X
multiplicacién de matenal in vitro: montar
ensayo diferente tamafio de explantes

n

2

Determinacion de un sistema eficiente de X
multiplicacion de material in vitro: montar
ensavo del efecto de la posicion del explante |

Determinacion de un sisiema eficienie de X
multiplicacion de material in vitro: montar
ensayo de utilizacion de fuente de

carbohidratos

Determinacién de un ensayo eficiente de X
multiplicacion de material in vitro: montar
ensayo de composicién del medio de cultivo |




el

el

ANO 2002 |E
Determinacion de un sistema eficiente de :
multiplicacion de material in vitro: montar
ensayo del efecto de concentraciones
evaluadas de auxina y citoquinina en
combinacion sobre explantes

Evaluar resultados de multiplicacion in vitro | X
de ensavo de diferente tamaiio de explante

Evaluar resultados de multiplicacion in vitro | X
de ensayo de la posicién del explante

Evaluar resultados de multiplicacién in vitro | X
de ensayo de utilizacion de fuente de
carbohidratos ‘

9

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

10

Evaluar resultados de multiplicacién in vitro |
ensayo del efecto de concentraciones [
evaluadas de auxina v citoquinina en
combinacién

Desarrollar protocolos de micropropagacion

realizadas

6

|

|

en base a ensayos de multiplicacion in vitro |
i

|

|

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

|

|
Evaluacion de crecimiento y desarrollo de | X
bulbos en invernadero climatizado versus no |
climatizado, siembra de semillas antiguas

Experimentos de duracion v calidad de laluz |
en bulbos diploides

fad

Experimentos de exposicion al frio

Aclimatacion de plantulas poliploides

bl




CARTA GANTT DEL PROYECTO
ANO 2003

Obj.

Act.

Descripcion

123
5.6.7

Colecta de material en ambiente natural ¥
siembra de semillas nuevas

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

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

6

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

Experimentos de duracion y calidad de luz
en bulbos diploides

8.9

Experimentos de exposicion al frio de
bulbos

Plantacion v cultivo de bulbos poli p'loia"&s_
junto con diploides

Aclimatacion de plantulas poliploides




' CARTA GANTT DEL PROYECTO
' ANO 2004

MESES

Obj.

Act. | Descripcion

AMJ‘J

123,
5.6.7

1

| Colecta de material en ambiente natural y
siembra de semillas nuevas

| Aplicacion de tratamiento de induccion de

| poliploidia en base a colchicina sobre
semillas germinadas. explantes sumergidos
en solucion colchicina v explantes
desarrollados en medio conteniendo
colchicina

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

6

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

| Plantacién y cultivo de bulbos poliploides

| junto con diploides

»

| Aclimatacion de plantulas poliploides

| Ensayos complementarios de composicion
de medios v/o condiciones de incubacion
con genotipos poliploides con problemas de
| regeneracion

| e

wl
SIS

b
b P
>

El e
Pl
bt

il |

P P Y

Multiplicacion y aclimatacion de poliploides
selectos

Evaluacion de caracteristicas ornamentales
de plantas poliploides inducidas




| Carta GANTT DEL PROYECTO
ANO 2005

MESES

Obj

Act

Descripcion
|

J A

| Aplicacion de tratamiento de induccion de

| poliploidia en base a colchicina sobre semillas
germinadas, explantes sumergidos en solucion
colchicina y explantes desarrollados en medio
conteniendo colchicina

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

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

8.9

| Plantacién y cultivo de bulbos poliploides
| junto con diploides

P

| Establecimiento de banco de germoplasma de
| Rhodophiala

>
~

| Multiplicacion v aclimatacion de poliploides
selectos

P

b I

| Evaluacion de caracteristicas ornamentales de
| plantas poliploides inducidas

b

e

10

.

Publicacion en revista divulgativa

10

| Publicacién en revista especializada

bl E s s s s
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INNOVACION AGRARIA

12. IMPACTO DEL PROYECTO

12.1. Economico
El proyecto se espera que tenga un impacto econémico al permitir la obtencién de genotipos
mejorados de las cuatro especies de Rhodophiala. Este material, posteriormente, y después
de un periodo de evaluaciéon mayor podra dar origen a nuevos cultivares, que deberan ser

inscritos en el Registro de Variedades del SAG y que seran puestos a disposicion de los
floricultores interesados, tanto del pais como del extranjero.

_y?” Pagina 2
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El generar variedades cultivadas a partir de plantas nativas y endémicas de Chile, puede
abrir las puertas a una actividad de mejoramiento de plantas ornamentales hasta ahora no
realizada en Chile, complementando el trabajo iniciado en otros centros de investigacion, con
otras especies bulbosas. Por tratarse de especies de propagacion vegetativa, la posterior
multiplicaciéon de estos materiales debera hacerse con un criterio técnico y comercial que
permita que el mejoramiento de estas especies sea una actividad econémicamente
sustentable.
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12.2. Social

Inicialmente, el proyecto propuesto no tendra un gran impacto social, por tratarse de una
fase exploratoria en que se realizara investigacion aplicada. Sin embargo, en el futuro,
cuando se hayan desarrollado nuevos cultivares que puedan ser incorporados a la actividad
floricola comercial, el impacto social sera proporcional al nimero de empleos que se puedan
generar.

La incorporacion de gedfitas nativas al entorno urbano de nuestro pais, ya sea publico
(parques, bandejones, plazas, etc,) o privado (jardines de casas particulares) apunta a
desarrollar valores estéticos por las plantas nativas y también ayuda a su conocimiento,
valoracion, propagacion y conservacion.
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12.3. Otros (legal, gestion, administracion, organizacionales, etc.)

Es importante considerar que la creacién de nuevos cultivares constituye un patrimonio
cientifico-técnico que es necesario proteger, por lo que hay que tomar las medidas de
caracter legal que amerite esta creacion, en términos de inscripcidon en los registros
pertinentes, de gestion de comercializacion de material vegetal, de cobro de royalties a
eventuales propagadores, y todos los aspectos asociados a la liberacion de nuevos
cultivares.
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13. EFECTOS AMBIENTALES

13.1. Descripcion (tipo de efecto

El resultado de este proyecto en ninglin caso podra generar un impacto ambiental negativo,
al quedar su producto inicialmente restringido al ambito de laboratorios, invernaderos y
campos experimentales. En todo caso, la creacion de cultivares mejorados de las especies
en estudio podria disminuir el interés por colectar material de la naturaleza, disminuyendo asi
la accion antropica predadora sobre los recursos genéticos de las especies en estudio. Se
estima, por tanto, que el efecto ambiental sea mas bien positivo. EI manejo posterior de
eventuales plantaciones comerciales, en todo caso no diferira significativamente de la
situacion de otros cultivos de especies bulbosas, como por ejemplo los cultivos de tulipanes,
Lilium y otras gedfitas ornamentales.
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13.2. Acciones propuestas

Se desarrollara en este proyecto sistemas de multiplicacién intensiva de los materiales
previamente duplicados cromosomalmente, de modo de generar genotipos mejorados de las
especies en estudio. El manejo que se haga de estos materiales se mantendra en un ambito
restringido, en tanto no se registren los materiales genéticos que se obtengan.




Pagina 53
GOBIERNO DE CHILE Namero

FUNDACION PARA LA
INNOVACION AGRARIA

13.3. Sistemas de seguimiento (efecto e indicadores)

Los materiales mejorados que se obtengan deberan ser evaluados por un tiempo mayor al
del presente proyecto a fin de poder liberar nuevas variedades de Rhodophiala. Sélo
después de una estricta seleccion de los materiales obtenidos se podran presentar a registro
de variedades e inscribirlas legalmente para iniciar su propagaciéon comercial con fines de
cultivo extensivo. En ese momento sera necesario tomar las precauciones de seguimiento
del eventual impacto que como cultivo pudiesen ejercer sobre el medio ambiente.
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4, COSTO OTA D PRO O ADRO R
ANOS
ITEM 2002 | 2003 | 2004 2005 2006 TOTAL
'! I

Recursos |
humanos

Profesionales y
obrero agricola
Especialistas y
Fsecretaria

|
\Equipos V
Maquinaria
Equipos
Audiovisuales

Infraestructura

Movilizacion
viaticos y
combustibles

Materiales e
insumos

Servicios a
terceros

aporte contraparte
aporte solicitado

Difusion

Gastos Generales
y de
administracion

Imprevistos

iLOTAL .
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15. FINANCIAMIENTO DEL PROYECTO

15.1. Aportes de contraparte: Cuadro Resumen (Universidad de Talca)

Si hay mas de una institucion que aporta fondos de contraparte se deben presentar los valores
en cuadros separados para cada agente

item de Gasto

ITEM 2002 | 2003 | 2004 2005 2006 TOTAL

I

1.Recursos humanos |

Especialistas y secretaria

2. Equipos y
Maquinarias
Equipos audiovisuales ?

3. Servicios a Terceros
Uso de Laboratorio

Uso de Invernadero
Campus Lircay

Uso de oficinas '

Total _ _ .
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ITEM "

1.Recursos humanos
Coordinador alterno

Secretaria
Sub total

APORTE UNIVERSIDAD DE TALCA 2002 |

| Co-investigador (Patricio Pefiaililo)

2. Equipos y Maquinarias
'Subtotal

3. Servicios a Terceros
|Uso de Laboratorio o Eg—
Uso de Invernadero Campus Lircay

Uso de oficinas
Sub Total

Total

|
|
| kL
1 1
- 2

~ Cantidadimes  Unidad | Valor/unitario ($) | Totalimes ($)

_ Totallafio |
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APORTE UNIVERSIDAD DE TALCA 2003

| Cantidadimes  Unidad  Valor/unitario () Totalimes (S) Totaliafio |

mEm
1.Recursos humanos — = 7 -
Coordinador afterno - Horas
Co-investigador (Patricio Pefiailillo) 1o Horas
Secretaria S | 4 | Homs
Sub total |
2. Equipos y Maquinarias B -
Subtotal -
3. Servicios a Terceros B B B
Uso de Laboratorio ——— 05 mes
Usode Invemadero Campus Lircay | 1 _mes
Uso de oficinas. B -z mes
Sub Total -

|
Total

| g e —

o e

=L
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APORTE UNIVERSIDAD DE TALCA 2004

ITEM Cantidad/mes|  Unidad Valor/unitario (§) | Totalimes (§) | Total/afio
1.Recursos humanos

Coordinador general 26 Horas
Co-investigador {Patricio Pefiailillo) 10 Horas
Secretaria 4 Horas
Sub total

2. Equipos y Maquinarias

Subtotal

3. Servicios a Terceros

Uso de Laboratorio 05 mes
Uso de Invernadero Campus Lircay 1 mes
Uso de oficinas 2 mes
Sub Total

Total . F—
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APORTE UNIVERSIDAD DE TALCA 2005

Sub Total

Total

ITEM Cantidad/mes Unidad Valorfunitario ($) |Total/mes {$§) Totallaiio
1.Recursos humanos
Coordinador alterno 26 horas St T T
Co-investigador (Patricio Pefiailillo) 10 Horas i
Secretaria £ Horas i
Sub total )
2. Equipos y Maquinarias
Subtotal Il_
3. Servicios a Terceros :
Uso de Laboratorio 0,5 mes 3
Uso de Invernadero Campus Lircay 1 mes )
Uso de oficinas 2 mes )
}

el 1
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APORTE UNIVERSIDAD DE TALCA 2006

ITEM Cantidad/mes| Unidad | Valor/unitario (§) | Total/mes ($) Total/aiio

1.Recursos humanos ]
Coordinador alterno 2% horas i
Co-investigador (Patricio Pefailillo) 10 Haoras ]
Secretaria 4 Horas b

Sub total

2. Equipos y Maquinarias

Subtotal

3. Servicios a Terceros

Sub Total

Total

WD 00D
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15.2. Aportes de contraparte: criterios y métodos de valoracion (Universidad
de Talca)

Detallar los criterios utilizados y la justificacion para el presupuesto por item y
por ano, indicando los valores unitarios utilizados y el numero de unidades por
concepto.

(para cada uno de los items de gasto se deberan especificar los criterios y
metodologia de valoracion utilizada)

1.- Recursos Humanos.

En el item Recursos Humanos, el valor hora del co-investigador se determiné segin la escala
utilizados por la Universidad para sus académicos. Este valor se multiplic6 por el tiempo (horas/afio) de
dedicacion del especialista al proyecto, a fin de complementar todas las areas necesarias para su buen
funcionamiento.

La escala de valores determinada por la Universidad es la siguiente:

Categoria académica Valor ($/hora)
Académico 15.883 (correspondiente a 1 UF)

Valor UF del dia 11 de Mayo del 2001, $ 15.883

Categoria Funcionarios Valor ($/hora)
Secretaria 4.000

2.- Servicios a terceros

e Uso de laboratorios y oficina: Esto se valoré considerando un laboratorio con equipamiento
completo. El laboratorio es el lugar donde el Agréonomo contratado como asistente de investigacion
realzaré sus labores.

e Uso de invernadero: Esto se valoré considerando depreciacion, proporcionalmente al tiempo de
uso y espacio ocupado.

Los valores se calcularon en base a estimaciones realizadas por la Facultad y que se utilizan en la
elaboracion de todos los proyectos presentados por la Faucltad.
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15. FINANCIAMIENTO DEL PROYECTO

15.1. Aportes de contraparte: Cuadro Resumen (Universidad de Austral)

5%

Si hay mas de una instituciéon que aporta fondos de contraparte se deben presentar los valores en

cuadros separados para cada agente

tem de Gasto ANOS

ITEM 2002 2003 2004 2005 2006

TOTAL

1. Recursos Humanos
Especialistas y secretaria

2. Equipamiento
Equipos audiovisuales

3. Servicio de Terceros
Uso de laboratorio de
cultivo de tejidos

Uso laboratorio de
semillas

Uso de Invernadero

Uso de instalaciones
estacion Experimental
IUso de oficinas

TOTAL
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APORTE UNIVERSIDAD AUSTRAL 2002 B [ I |
| |

ITEM Cantidad/mes  |Unidad Valor/Unitario | Totalimes (§)  Total/afio ($)

1. Recursos Humanos | I

Coordinador general 0 2homs

Co-investigador (Peter Seemann) B 26 horas

Secretaria 4/ horas Y

Subtotal =

2. Equipamiento B

|Equipos audiovisuzles 3 equipp +

| Subtotal . B B

8. Servicio de Terceros I T

Uso de laboratorio de cultive de tejidos | —— 1) mes

Uso Iaboratorio de semillas | 1/mes L

Usodelnvernadero I . tjmes |

Uso de instalaciones estacién Experimental I 1/mes |

Uso de oficinas 2 mes |

Subtotal

Total .
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[APORTE UNIVERSIDAD AUSTRAL 2003 EE. ) : |

I |
ITEM Cantidad/mes | Unidad ValoriUnitario | Totalmes (§) | Totallafio (§)
1. Recursos Humanos | 1 1 i
Coordinador general e 26 horas [
Co-investigador (Peter Seemann) 26 horas i
Secretaria 4 horas T
Obrero agri 14| horas 3|
Subtotal - i
2. Equipamiento i [ i
Equipos audiovisales (3 cportunidades/anio) 3 equipo i
| Subtotal N enalion) R )
8. Serviciode T - | i
Uso de laboratorio de cultiva de tejidos 1/ mes |
Uso laboratorio de semillas 1. mes i
Uso de Invernadero o 1/ mes E
|Uso de instalaciones estacion Experimental 1/mes }
Uso de oficinas 2 mes i
Subtotal - I i
Total {

J—
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[APORTE UNIVERSIDAD AUSTRAL 2004 _

|

ITEM Cantidadimes | Unidad Valor/Unitario Totalimes (§) Total/afio (§)
1. Recursos Humanos | B
Coordinador General 26lhoras T T T
Co-investigador (Peter Seemann) o _ horas |
Secretaria - 4 horas I 1|
Obrero agricola | 14 |horas H
Subtotal | | )

|

| o |
2. Equipamient | p
Equipos audiovisuales (3 oporfunidades/afio) 3 equipo i
Subtotal - | EE e S — Y
6. Servicio de Terceros I | j
Uso de laboratorio de cultivo de tejidos 1 mes il
Uso laboratorio de semillas 1 mes |
Usodelnvernadero g [ Imes | |
Uso de instalaciones estacion Experimental o 1 mes | |
Uso de oficinas i 2/mes | !
Subtotal - - | j

|

Total o ] | ai
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APORTE UNIVERSIDAD AUSTRAL 2005

ITEM o - - 'Cantidad/mes _ Unidad [Valor/Unitarioc | Totalimes (§) |Totaliafio {s)

1. Recursos Humanos - Kl B i i R | A

Coordinador general o 26homas ./ T 7
| Co-investigador (Peter Seemann) | 26horas i
Secretaria I | 4horas | i
| Obrero agricola | 14 horas | i
Subtotal B I [l i
2. Equipamiento ‘> R o _ ]
| Equipos audiovisuales (3 oportunidades/afio) ' 3 equipo I
Subtotal | b
8. Servicio de Terceros | I |
Uso de Iaboratorio de cultivo de tejidss | 1/mes [ |
Uso laboratorio de semillas i | ~ilmes | )
jUsode Invernadero _— 1/mes 4 il
Uso de instalaciones estacion Experimental | ) Aimes [ i
Uso de oficinas S | 2|mes | 1l
Subtotal I — !

Total

PR |
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RTE UNIVERSIDAD AUSTRAL 2006

) Cantidad/me{Unidad Valor/Unitari¢ Total/mes ($] Total/afio ($)
cursos Humanos

dinador general 26{horas

westigador (Peter Seemann) 26|horas

otaria 4|horas

ro agricola 14]horas

otal

Eipamiento

Hos audiovisuales (3 oportunidades/afio)

otal

rvicio de Terceros

de laboratorio de cultivo de tejidos

aboratorio de semillas

de Invernadero

de instalaciones estacion Experimental

e oficinas

otal
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15.2. Aportes de contraparte: criterios y métodos de valoracion (Universidad
Austral)

Detallar los criterios utilizados y la justificacion para el presupuesto por item y
por ano, indicando los valores unitarios utilizados y el numero de unidades por
concepto. '

1.- Recursos Humanos.

En el item Recursos Humanos, el valor hora del co-investigador se determind segun
la escala utilizados por la Universidad para sus académicos. Este valor se multiplico por el
tiempo (horas/afo) de dedicacion del especialista al proyecto, a fin de complementar todas
las areas necesarias para su buen funcionamiento.

La escala de valores determinada por la Universidad es la siguiente:
Categoria académica Valor ($/hora

Académico 15.883 (correspondiente a 1 UF)
Valor UF del dia 11 de Mayo del 2001, $ 15.883

Cateqgoria Funcionarios Valor ($/hora
Secretaria 4.000

2 .- Equipos y Maquinarias.

o Uso de equipos audiovisuales: consistente en proyector de diapositivas, retroproyector de
transparencias, valorado al precio de arrendamiento en el mercado que seran usados en
las distintas reuniones y actividades de difusion del proyecto.

3.- Servicios a terceros

e Uso de laboratorio de Cultivo de tejidos y de semillas: Se considero un laboratorio con
equipamiento completo, el cual se valoriza en $ 330.000 mes, éste sera utlizado en forma
permanente

¢ Uso de oficinas: Se consideré el uso de dos oficinas correspondiente al coordinador del
proyecto (Ximena Henzi) y al coinvestigador (Peter Seemann). Estas oficinas cuentan con
computadores, teléfonos, etc. Y ha sido evaluado su aporte en $ 30.000/mes.

e Uso de invernaderos y laboratorios de la Estacién Experimental Sta. Rosa: En estas
instalaciones se mantendra material vegetal para los estudios de poliploidia y
micropropagacion. Esto ha sido valorizado en $ 20.800 al mes.
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15.1. Cuadro Restimen Aportes de Contraparte y Asociado: (Universidad de Talca y Universidad

Austral)

(utilizar valores reajustados por ario segun indice anual)

Si hay mas de una institucion que aporta fondos de contraparte se deben presentar los valores en
cuadros separados para cada agente

item de Gasto

ITEM

2002

2003

2004

2005

2006

TOTAL

Recursos humanos

Esoecialistas y secretaria

| Equipos y maquinaria |
[Equipos audiovisuales

Servicios a terceros

Uso laboratorio de
cultivo de tejido '
\Uso de laboratorio de |
semillas |
Uso de invernadero |
Uso de instalaciones Est,i

|

Experim.

Uso de laboratorio

Uso de invernadero
Campus Lircay

\Uso de oficinas (UTAL)
Uso de oficinas (UACH)

TOTAL
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APORTE UNIVERSIDAD AUSTRAL Y UNIVERSIDAD DE TALCA 2002

[ITEM

Cantidad/mes |

Unidad

Valor/Unitario

 Totalimes ($)

Totaliafio ($)

1. Recursos Humanos

Coordinador general

Co-investigador (Peter Seemann)

26
26

Coordinador alterno

| Co-investigador (Patricio Pefiaililo)
Secretaria

2. Equipamiento

Equipos audiovisuales

Subtotal

6. Servicio de Terceros

Uso de laboratorio de cultivo de tejides
Uso laboratorio de semillas

Uso de Invernadero

Uso de instalaciones estacidn Experimental

Uso de Laboratorio

Uso de Invernadero Campus Lircay

Uso de oficinas

Uso de oficinas

{Subtotal

Total
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[APORTE UNIVERSIDAD AUSTRAL Y UNIVERSIDAD DE TALCA 2003

| 1

ITEM S — P!?!_l’1i_ﬂ_iﬂl‘i'ﬂ_e.-"-___'.-'1"?}_'5??' [ValoriUnitario | Totalimes (§) | Total/afio (3
1. Recursos Humanos I | | v
"Cno rdinador —-mﬂ - -l | 26 horas | - == ===
Co-investigador {Peter Seemann) _ 1 26 horas |
Secretaria | . dhoras
| Coordinador alterno 1 26 | Hoas |
| Co-investigador (Patricio Pefiaifilo) B 1 10 | Horas
| Secretaria B . o 1 4 Horas
| Obrero agricola = Adhoras
Subtotal o | F— . i
2. Equipamiento I I -
Equipos audiovisuales (3 oportunidadesiafio) I 3 equipo |
Subtotal B .

|
6. Servicio de Terceros — |
Uso de laboratorio de cultivo detefidos | u 1|mes i
\Uso laboratorio de semillas . 1  1imes i
|Uso de Invernadero - - ~1.mes | |
| Uso de instalaciones estacién Experimental 1 1lmes | |
|Usa de Laboratorio { 5 mes | !
Uso de invernadero Campus Lircay o ! 1 _mes | i
Uso de oficinas - o | 2 | mes | !
|Uso de oficinas S ————| B - _2/mes ! !
Subtotal i 1 '

|

Total | |
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[APORTE UNIVERSIDAD AUSTRAL Y UNIVERSIDAD DE TALCA 2004

ITEM

Cantidadimes

1. Recursos Humanos

Unidad ValoriUnitario JITDIaI!mes B]__[Totaliano (3)
|

Coordinador General

Co-investigador (Peter Seemann)

Secretaria

26
26
4|

Coordinador general

Horas

Co-investigador {Patricic Pefaililio)

Horas

Secretaria

Horas

Obrero agricola

Subtotal

2. Equipamiento

Equipos audiovisuales (3 oportunidades/ario)

Subtotal

6. Servicio de Terceros

Uso de laboratorio de cultivo de tejidos

Uso laboratorio de semillas

Uso de Invernadero

Uso de instalaciones estacion Experimental

i f et |t |

Uso de Laboratorio

0.5

Uso de Invernadero Campus Lircay

-

Uso de oficinas

Uso de oficinas

A TTRERR TR TR
33

Subtotal

Total

e e v o oy — ) —

T Bl e A Tl ] B 1 Y o Y Y R T &2
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APORTE UNIVERSIDAD AUSTRAL Y UNIVERSIDAD DE TALCA 2005

Total

ITEM Cantidad/mes  |Unidad Valor/Unitario Totalimes (§) Totallafio ($)
1. Recursos Humanos

Coordinador general 26| horas
Co-investigador (Peter Seemann) 26 |horas
Secretaria 4|horas
Coordinador alterno 26 horas
Co-investigador (Patricio Pefiailillo) 10 Horas
Secretaria 4 Horas
Obrero agricola 14|horas
Subtotal

2. Equipamiento

Equipes audiovisuales (3 oportunidades/anio) 3lequipo
Subtotal

6. Servicio de Terceros

Uso de laboratorio de cultivo de tejidos 1|mes

Uso laberatorio de semillas 1|mes

Uso de Invernadero 1|mes

Uso de instalaciones estacidn Experimental 1|mes

Uso de Laboratorio a5 mes
Uso de Invernadero Campus Lircay 1 mes
Uso de oficinas 2 mes
Uso de oficinas 2|mes
Subtotal
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APORTE UNIVERSIDAD AUSTRAL Y UNIVERSIDAD DE TALCA 2006

ITEM Cantidad/me|Unidad Valor/Unitari{ Totalimes ($] Total/aiio (§)
1. Recursos Humanos [

Coordinador general 26|horas

Co-investigador (Peter Seemann) 26|horas

Secretaria 4|horas

Coordinador alterno 26 horas

Co-investigador (Patricio Pefiailillo) 10 Horas

Secretaria 4 Horas

Obrero agricola 14|horas

Subtotal

2. Equipamiento

Subtotal

6. Servicio de Terceros

Subtotal

Total
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15.3. Financiamiento Solicitado a FIA: Cuadro Resumen (Universidad de Talca y Universidad
Austral (utilizar valores reajustados por afo segun indice anual)

(desglosado por item y por afio)
item de Gasto

ltem 2002 2003 | 2004 2005 | 2006 | TOTAL

Recursos
humanos

Equipamiento

Infraestructura

Movilizacion
viaticos y |'
combustible j
Materiales e
insumos

Servicios de
terceros

Difusion

Gastos Generales

Imprevistos

TOTAL

Ty U sy v E) et g E g B8 Pt Rt Rehueiond il L IR | e Rt e Rt R
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Namero

15.3. Financiamiento Solicitado a FIA: Cuadro Resumen (Universidad de Talca)

(utilizar valores reajustados por afio segtn indice anual)

(desglosado por item y por afo)
Item de Gasto

Iltem

12002 2003 | 2004

2005

61

2006

TOTAL

Recursos
humanos |

l

Equipam

iento |

I
Infraestructura

Movilizacion
viaticos y
combustible

insumos

Materiales e

terce ros

Servicios de

Difusion

Gastos Generales

Imprevistos

TOTAL
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15.4. Financiamiento solicitado a FIA: Universidad de Talca
criterios y métodos de valoracion

Detallar los criterios utilizados y la justificacion para el presupuesto por item y
por ano, indicando los valores unitarios utilizados y el numero de unidades por
concepto.

1.- Recursos humanos

El Ingeniero Agrénomo sera contratado por 35% de jornada con un sueldo bruto
mensual de $ 200.000. Esto equivale a una jornada de 15,4 horas semanales.

El Ingeniero Agronomo estara encargado de desarrollar las actividades del proyecto
llevadas a cabo en la Universidad de Talca, ademas estara encargado de parte de la
administracion del proyecto y logro de los objetivos 7, 8 y 9; elaboracion de informes y
preparacion de actividades de difusion.

El obrero agricola se consideré para realizar todas las actividades de apoyo como
riego y labores culturales en general, mantenimiento de los invernaderos. Para estas
actividades se consideré un valor bruto mensual de $ 150.000.-

El coordinador alterno percibird un estimulo de $50.000 por las actividades que
realizara en el proyecto.

2.- Equipamiento

Se contempld la actualizacion y la compra de una impresora para
la elaboracion de informes, boletines divulgativos, publicaciones y otros.

En el afio 2002 se comprara un equipo de riego por espagueti que es el
recomendado para regar plantas en maceta. Este valor es un valor estimativo segun
consultas realizadas a un especialista en riego. Se adjunta cotizaciéon de espagueti. También
en este afio se comprara una camara fotogréafica digital para la obtencién de fotografias de
alta calidad y resolucion de los diferentes estados de desarrollo de las plantas.

También se incluyé en este ltem el mantenimiento anual del sistema de riego.
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15.4. Financiamiento solicitado a FIA: Universidad de Talca
criterios y métodos de valoracion

Detallar los criterios utilizados y la justificacion para el presupuesto por item y
por ano, indicando los valores unitarios utilizados y el numero de unidades por
concepto.

3.- Infraestructura tecnolégica

Se consideré un valor de arrendamiento del invernadero segun cotizacion entregado
por el administrador de la Estacion Experimental de la Universidad. El valor para el afio
2001 es de alrededor de $ 450.000.- anuales para un médulo de 320 m?, pero para
desarrollar las actividades se utilizaran 80 m2. Se debe agregar el valor del consumo de
electricidad que para el primer afio es de alrededor $ 55.- por KWH para 3202 con un
consumo promedio por mes de 600 KWH. A partir del segundo afio el costo por
arrendamiento es de $600.000.-. Se adjunta cotizacion.

4.- Movilizacion, viaticos y combustibles

El subitem pasajes corresponde al costo de viajes realizados solo por el coordinador
general fuera de la regién a Valdivia o Santiago. El viaje a Valdivia en avion tiene un costo
de $ 80.000 aproximadamente ida y vuelta y un viaje a Santiago en bus tiene un costo de $
7000 ida y vuelta.

El subitem viaticos nacionales corresponde a los gastos del coordinador general del
proyecto durante sus estadias en Valdivia o Santiago.

Para el célculo de todos los viaticos se considerd el valor asignado por la Universidad que es
de $6000 por una salida a terreno de medio dia y $ 20.000 por una salida a terreno de dia
completo mas alojamiento. Los valores son aproximados.

Para las salidas a terreno se consideré sélo el valor del combustible, ya que se utilizara la
camioneta del proyecto Proteas. Se consideré un valor de combustible de $400.- y un
rendimiento de la camioneta de 8 kilbmetros por litro de bencina.

5.- Materiales e insumos

En este ltem se consideraron valores aproximados de los insumos como material
bibliografico, pesticidas y papel filtro. En el caso de los fertilizantes se utilizaran fertilizantes
solubles como los de la linea Ultrasol, que tienen un costo de $ 15.000 el saco
aproximadamente, la cantidad a utilizar dependera del nimero de plantas que finalmente se
logre establecer y las necesidades de cada especie.
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15.4. Financiamiento solicitado a FIA: Universidad de Talca
criterios y métodos de valoracion

Detallar los criterios utilizados y la justificacion para el presupuesto por item y
por ano, indicando los valores unitarios utilizados y el niumero de unidades por
concepto.

Para el calculo de costos de materiales de libreria se tomo como referencia el gasto
mensual en este tipo de materiales que realizan otros proyectos que actualmente se
desarrollan en la Facultad. El material de libreria considera gastos en papel, carpetas,
cuadernos, diskettes, etc. El mismo criterio anterior se utilizé para el calculo de los gastos en
material fotografico donde se considerd la compra y revelado de rollos fotograficos para
diapositivas.

El subitem herramientas contempla gastos en baldes o macetas, mangueras y otros
utensilios necesarios para realizar las actividades.

En el afio 2002 y 2004 se considerd un cambio de polietileno al invernadero del
Campus Lircay. El valor del kilo de plastico es de aproximadamente $1410.- y se requieren
alrededor de 200 kilos. Se adjuntan cotizaciones.

En el aflo 2002 se instalara un sistema de iluminacién al interior del invernadero para
los diferentes ensayos de fotoperiodo y de luz complementaria a las plantas en crecimiento,
ademas se instalara un timer para regular tiempo y frecuencia de iluminacion. Todo esto
tiene un costo de alrededor de $100.000 .-

6.- Servicio de terceros

Los costos de andlisis de suelo y fitopatologicos se calcularon segln los precios
establecidos por los laboratorios de Suelo y de Fitopatologia de la Facultad de Ciencias
Agrarias de la Universidad. El valor aproximado de un analisis de suelo completo es de $
20.000 y de un andlisis fitopatolégico es de $ 10.000.

El subitem envios corresponde a encomiendas que se deberan enviar desde Talca a
Valdivia con semillas o bulbos obtenidos de cultivo en el invernadero del Campus Lircay, y
de semillas colectadas en las diferentes salidas a terreno.

7.- Difusion

En el afo 2003 se realizara un dia de campo cuyo costo se estimé considerando la
cantidad de asistentes y los materiales a utilizar (carpetas, lapices, material de apoyo, etc.).

En el aflo 2005 se realizaran publicaciones con un costo de $ 680.000.- estimados de
acuerdo a los valores promedio establecidos por las revistas con este objetivo.
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15.3. Financiamiento Solicitado a FIA: Cuadro Resumen (Universidad Austral)
(utilizar valores reajustados por afio segtin indice anual)

(desglosado por item y por ario)
Item de Gasto

ltem B 2002 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | TOTAL
| |

Recursos humanos

Equipamiento

Infraestructura

Movilizacion
viaticos y
combustible
Materiales e
insumos
Servicios de
terceros
Difusion

Gastos Generales

Imprevistos

TOTAL



Biblioteca
Rectángulo
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15.4. Financiamiento solicitado a FIA: Universidad Austral
criterios y métodos de valoracion

Detallar los criterios utilizados y la justificacion para el presupuesto por item y
por ano, indicando los valores unitarios utilizados y el numero de unidades por
concepto.

(para cada uno de los items de gasto se deberan especificar los criterios y
metodologia de valoracion utilizada)

1.- Recursos humanos

El Ingeniero Agrénomo sera contratado por 75 % de jornada con un sueldo bruto
mensual de $ 400.000. Esto equivale a una jornada de 26 horas semanales.

El Ingeniero Agronomo estara encargado de desarrollar las actividades del proyecto y
objetivos propuestos, ademas estard encargado de la administracion del proyecto,
elaboracién de informes y preparacién de actividades de difusién.

Se considera un Técnico de Laboratorio por 75% de jornada con un sueldo bruto
mensual de $ 200.000. Esto equivale a una jornada de 33 horas semanales.

El Técnico de Laboratorio estara encargado de apoyar y desarrollar todas las
actividades de laboratorio (de Cultivo de Tejido y de Semillas).

El Auxiliar de Laboratorio sera contratado por un 75% de jornada, que equivale a 33
horas semanales con un sueldo bruto de $70.000.- El Auxiliar estara encargado de
apoyar las labores y actividades del Técnico.

El coordinador génere L percibira un incentivo de $100.000 por las actividades a
realizar en el proyecto.
proy 2 w
2.- Equipamiento

En el afio 2002 se considero la compra de tres equipos fundamentales para el
desarrollo del proyecto como un Microscopio binocular necesario para las actividades de
laboratorio, una balanza analitica para conocer de manera exacta el peso de semillas y
bulbos y un refrigerador para almacenar y mantener el material vegetal. Se adjuntan
cotizaciones.

3.- Infraestructura tecnolégica
En el afio 2002 y 2003 se contempla el acondicionamiento de un invernadero, que
incluye cambio de plastico, polines, tablas o maderas y otros elementos necesarios para

mantener el invernadero en 6ptimas condiciones. También se incorpord la mano de obra.

4.- Movilizacion, viaticos y combustibles
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Para el calculo de todos los viaticos se consideré el valor asignado por la Universidad que es
de alrededor de $40.000 por una salida a terreno de dia completo mas alojamiento.

Los viaticos nacionales corresponden a los costos de alojamiento de los viajes realizados
por los coordinadores a Santiago para participar de las reuniones en FIA o a Talca para
participar en las salidas a terreno. El subitem Pasajes incluye el valor del pasaje en avién
desde Valdivia a Santiago y el valor de los pasajes en bus desde Santiago a Talca.

Se consideran viajes cada afio del proyecto en donde se programaran y discutiran
con los investigadores e integrantes del proyecto los avances y las distintas actividades a
realizar y la programacion trimestral

5.- Materiales e insumos

En este ltem se consideraron valores estimativos de insumos como medios de cultivo,
reactivos, esterilizantes, material bibliografiico.

6.- Servicio de terceros

Los costos de los anélisis bacteriolégicos se calcularon segun los precios
establecidos por la Universidad. El valor aproximado de un anlisis es de $8.750.

El subitem envios corresponde a encomiendas que se deberan enviar desde Valdivia
a Talca con semillas o bulbos para ser plantados en el invernadero del Campus Lircay.

7.- Difusion

En el afio 2004 se realizara un seminario donde participaran algunos expositores.
Los gastos del seminario incluyen la estadia de los expositores en Valdivia, la organizacién y
un resumen con las diferentes charlas dictadas en el seminario que se les entregara a todos
los asistentes. Los valores se calcularon en base a otros seminarios dictados por la
Universidad.

En el afo 2005 se hara una publicacién con los resultados finales del proyecto para lo que
se considerd un costo de $ 120.000.- estimados de acuerdo a los valores promedio
establecidos por las revistas con este objetivo.

8.- Gastos generales y de administracion

El material de fotocopias se estimé en base a las necesidades. Los gastos en
mantenimiento de equipos incluye el mantenimiento anual que se debe realizar a los equipos
de aire acondicionado y las camaras de flujo laminar. Ademas se consideré la reposicion de
elementos de algunos equipos menores (electrodo para pehachimetro, instalaciones
eléctricas, camaras de incubacion y revision del destilador de agua) y mantenciones
rutinarias del resto de los equipos del Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales.

También en este item se incluyen los gastos en administracién que realiza la universidad.
Este item no supera el 10% de los costos del proyecto.
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9.- Imprevistos

Se calcularon en base a la reglamentacion de FIA donde este item no supera el 5%
de los gastos totales del proyecto.
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16. ANALISIS ECONOMICO DEL PROYECTO

16.1. Criterios y supuestos utilizados en el analisis

Indicar criterios y supuestos utilizados en el calculo de ingresos (entradas) y
costos (salidas) del

Dada la naturaleza de la presente propuesta, en que todos los esfuerzos se concentran en
crear material poliploide, multiplicarlo y evaluarlo, y no existen beneficios en el corto plazo, no
corresponde realizar un andlisis econémico de rentabilidad.
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17. RIESGOS POTENCIALES Y FACTORES DE RIESGO DEL PROYECTO

17.1. Técnicos

Aunque el género Rhodophiala esta estrechamente emparentado a Amaryllis (incluso
antiguamente las especies de Rhodophiala estaban incluidas en Amaryllis), se estima que la
obtencion de teraploides no debiera ser un problema, mas aun, la metodologia propuesta es
la generalmente aplicada para duplicacion cromosomal.

Sin embargo, no se puede descartar a prioni el riesgo de que no resulte la induccidn de
tetraploides o bien que estos no sean estables y reviertan a individuos diploides, y que por
ello no se logre uno de los objetivos principales del proyecto. En ese caso, se continuaria
desarrollando la fase de micropropagacion de los genotipos sembrados, incluso se podria
pensar en una siembra de semillas bajo condiciones estériles, a fin de multiplicar
intensivamente los individuos resultantes y someterlos a un proceso de seleccion de
aquellos que demuestren las mejores caracteristicas.

En cuanto a la fase de micropropagacion, es posible que se presenten fallas en el protocolo,
para lo cual se realizaran diversos ensayos en donde se evaluaran un adecuado numero de
parametros que afectan la micropropagacion,, de manera de garantizar un protocolo
adecuado.

En la etapa de aclimataciéon y engorda de bulbos el riesgo radica en una posible baja sobre
vivencia de las plantas, o bien, condiciones ambientales desfavorables para su desarrollo.
Para la prevencion de esta situacién se contara con personal para mantener un adecuado
control de las condiciones ambientales existentes en invernaderos e instalaciones en donde
se mantenga el material vegetal.

17.2. Econdomicos

Entre los riesgos econdmicos que se corren es que se produzca un alza desmedida del valor
del dolar que impida la adquisicion de los equipos que se solicitan o que no permita contar
con todos los insumos necesarios para realizar los trabajos comprometidos en la propuesta.

En ese caso, no quedaria otra alternativa que disminuir la intensidad de trabajos y reducir
costos, especialmente en recursos humanos, para continuar con una alternativa de proyecto
reducida.




Pagina 71
GOBIERNO DE CHILE Namero

FUNDACION PARA LA
INNOVACION AGRARIA

17.3. Gestion

No se corre riesgos de gestion por cuanto la investigadora principal dispone de una vasta
experiencia en el manejo de proyectos FIA. Adicionalmente, todos los investigadores
involucrados también disponen de la suficiente experiencia como para asumir el liderazgo del
proyecto en caso de producirse algun problema que lo pudiese poner en situacion de riesgo.

Mas aun, ambas universidades involucradas en esta propuesta, dan suficiente garantia de
solvencia como para permitir una adecuada gestion del proyecto.

17.4. Otros

No se vislumbran otras situaciones que pudiesen poner en riesgo la realizaciéon o concrecion
de este proyecto, por cuanto existe el suficiente nivel de conocimiento sobre el tema,
implementacién de laboratorios e instalaciones experimentales como para garantizar el éxito
del presente proyecto.
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17.5. Nivel de Riesgo y Acciones Correctivas

Riesgo Nivel Acciones
Identificado Esperado Propuestas

Falla en obtencion de Medio Realizar selecciones de material diploide

poliploides en alguna en aquella especie problema

especie

Fallas en el protocolo de Bajo Realizar mayor niumero de ensayos para

micropropagacion afinar las técnicas especificas para cada
especie.

Aclimatacion Medio Adecuado control de condiciones
ambientales de invernadero

Engorda de bulbos Bajo Ensayos de engorda debidamente
planificados

Alza en el valor del dolar Bajo Disminuir la intensidad de trabajos

que indirectamente comprometidos.

cause un aumento en los Ajustar el equipo de colaboradores.

costos

De gestion Muy bajo Realizar ajustes en las responsabilidades
de cada miembro del equipo.
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18. ESTRATEGIA DE TRANSFERENCIA DE RESULTADOS

Durante el tercer afo del proyecto, probablemente en octubre o noviembre de 2003. Se
realizara un dia de campo para floricultores y para profesionales y técnicos interesados, a fin
de dar a conocer los avances logrados en términos de induccion de poliploidia, de
establecimiento de protocolos de micropropagacién, de aclimatacion de materiales y del
proceso de cultivo de los mismos.

Adicionalmente, se considera la publicacién de al menos dos trabajos en revistas de caracter
cientifico con comité editor y otras dos en revistas de divuigaciéon. Aparte se dara a conocer
los alcances del proyecto mediante reportajes de periodistas de revistas del agro (Revista
del Campo, Revista del Campo Surefio, etc.)
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19. CAPACIDAD DE EJECUCION DEL PROYECTO

19.1. Antecedentes y experiencia del agente postulante y agentes asociados
(Adjuntar en Anexo B el Perfil Institucional y documentacion que indique la naturaleza
juridica del agente postulante)

Tanto el agente postulante (Universidad de Talca) como el agente asociado (Universidad
Austral de Chile) son instituciones de educacién superior con una trayectoria tal que no
debiera arrojar dudas sobre la capacidad institucional de llevar a cabo proyectos de esta
naturaleza. Los investigadores a cargo, por su parte, todos con estudios de posgrado,
poseen la suficiente experiencia para llevar a cabo el proyecto propuesto. La documentacion
probatoria se anexa a la presente propuesta.

RESUMEN DE LA EXPERIENCIA DE LA UNIVERSIDAD AUSTRAL DE CHILE EN
INVESTIGACION Y TRANSFERENCIA TECNOLOGICA AGROPECUARIA

La Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Austral de Chile fue creada junto
son la fundacién de la Universidad en 1954, habiendo desarrollado desde entonces una
fructifera labor de docencia, de investigacion y de extension agraria. La Facultad esta
actualmente compuesta por la Escuela de Agronomia que ha gradauado a mas de 1200
Ingenieros Agrénomos, la Escuela de Ingenieria en Alimentos de mas reciente creacién, con
varias generaciones de titulados y la Escuela de Graduados, creada en 1982, y que ofrece 4
programas de Magister, 8 programas de Especializacion en diversas areas y el primer
Programa de Doctorado en Ciencias Agrarias que se ha comenzado a ofrecer en el pais, y
que actualmente cuenta con 9 estudiantes matriculados.

El cuerpo académico de la Facultad de Ciencias Agrarias esta compuesto por 43
académicos a jornada completa, la mayoria de ellos con estudios de postgrado a nivel de
Doctorado o Magister y que en su devenir han desarrollado numerosos proyectos de
investigacién nacionales e internacionales. Inserta en ella, esta el Instituto de Produccion y
Vegetal , donde se desarrollara parte del presente proyecto. Esta unidad académica cuenta
con un cuerpo de 13 profesores en diversas especialidades y para llevar a cabo las
actividades de investigacion y docencia posee cinco laboratorios bien equipados en el
Campus Isla Teja, ademas de las instalaciones respectivas en la Estacion Experimental
Santa Rosa, ubicada en las afueras de la ciudad de Valdivia.

La actividad cientifica desarrollada por medio de proyectos y convenios de
investigacion, llevada a cabo durante el afio 2000 por los miembros del Instituto de
Produccién y Sanidad Vegetal en sus respectivas areas de competencia de indica a
continuacion:

Proyectos de investigacion realizados en el Instituto de Produccion y Sanidad
Vegetal durante el afio 2000

S — 98 - 23: Fitopatdgenos asociados a murtilla (Ugni molinae Turcz.) y rosa mosqueta
(Rosa Eglanteria L.)

Investigador principal: Prof. Nancy Andrade S.

Co —investigador: Prof. Peter Seemann F.
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S -98-21 Determinacion de resistencia a virus: PVX, PVY, PVS, y PLRV en acciones del
germoplasma chileno de papas y poblaciones dihaploides de S. tuberosum ssp. tuberosum y
spp. andigena.

Investigador responsable: Prof. Andrés Contreras M.

S-97-16 Aceites esenciales y acidos de cadena corta en el control de Varroa jacobsoni
Oud., que parasita en Apis melifera L.

Investigador principal: Prof. Juan Fuentealba A.

PE F — 99 — 01 Biodisponibilidad temporal de sulfunilureas en suelos agricolas del sur de
Chile

Investigador principal: Prof. Ricardo Fuentes

S —-199914 Transformacion genética de papas ( Solanum tuberosum) mediante
agrobacterium tumefaciens para introducir resistencia a bacterias fitopatégenas

Investigadores responsble: rof. Ximena Henzi
Co — investigador: Prof. Andrés Contreras M.

S —199949 Mejoramiento genético cultural de hortalizas y leguminosas de grano.
Investigador Principal: Prof. Aage Krarup H.

F-97-10 Desamargado de harina de lupino amargo utilizando extraccion de fluidos
supercriticos.

Investigador responsable: Tec. Académico Nimia Manquian T.

S-97-03 Multiplicaciéon de Gesneriéceas nativas con potencial de cultivo, mediante
micropropagacion (ampliado a 4 afos).

Investigador principal: Prof. Peter Seemann F.

FONDECYT 1990135: Potencialidd productiva de esparrago (asparagus officinalis L.) en
Chile.

Co - investigador: Prof. Aage Krarup

CIMM 1999 — 2001 Encapsulacion of copper based compunds: a new delivery sistem for
the development of new fungicides to control soil borne plant pathogens. 1999- 2001.
Investigador principal: Prof. Luigi Ciampi P.
Co — investigador: Prof. Ricardo Fuentes P.

FIA 96 —1 A — 060 Introduccién tecnoldgica y produccion de especies bulbosas
ornamentales en la XI Region de Aysén. Desarrollado en el Centro Universitario de la
Trapananda. Coyhaique. (Finalizado en enero 2000).
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Co — investigador: Prof. Peter Seemann F.

Fondo SAG 71  Acciones Sanitarias de prospeccion, control y vigilancia como bases para
un programa de manejo integrado de enfermedades en abejas para incrementar la
produccion de miel en la region de la Araucania y de Los Lagos.

Investigador responsable: prof. Miguel Neira C.

Co — investigador: Prof. Nancy Andrade S.

Co — investigador: Tec. Académico Nimia Manquian T.

Colabordor: Tec. Académico Ramén Mansilla T.
Convenios de investigacion o desarrollo realizados en 2001.

LEVADURAS COLLICO S.A.: Reciclaje de efluentes de industria de levadura como
fertilizante forestal.

Co — investigador: Prof. Laura Béhm S.

BAYER/UACH: Estudio de la eficacia de los preparados Gaucho 70% WS y otros
insecticidas cloronicotilinos desinfectantes de semilla para el control de afidos en remolacha.

Investigador responsable: Prof. Roberto Carrillo LI
INIA/CRI/REMEHUE: Mc KNIGHT FOUNDATION/UACH. Obtaining Potatoes Less
Dependent on Insecticides Trough a Type of Broad Spectrum Resistance Mediated by
Glandular Trichomes and Leptines.

Investigador responsable: Prof. Roberto Carrillo LI.
FONDEF Uso de probiéticos en ostion Argopecten purpuratus. Universidad de Antofagasta.

Co — investigador: Prof. Luigi Ciampi P.

FONTEC Deteccion y control de Botrytis cinerea y disefio de un sistema productivo de
infeccion del hongo en un huerto de arandano alto en Gorbea, X Region.

Investigador responsable: Prof. Luigi Ciampi P.

UACH/EAA Cooperacion Mutua entre la Universidad Austral de Chile y Estudios Agrarios
Ancud. :

Investigador responsable: Prof. Andrés Contreras M.
NESTLE/UACH Multiplicacién y estudio de variedades de papa con aptitud industrial.
Investigador responsable: Prof. Andrés Contreras M.

UACH/FNDR/BIP/20111608-0. Capacitacion a la produccion silvoagropecuaria para 10
comunidades indigenas de San Juan de |la Costa.

Investigador responsable: Prof. Andrés Contreras M.
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UACH/SEMILLAS SZ. Estudio de técnicas de laboratorio y de campo para establecer
parametros de calidad en papa certificada.

Investigador responsable: Prof. Andrés Contreras M.

DOW AGROSCIENCES UACH. Evaluacién de la eficiencia de herbicidas port — emergentes
en el control de malezas latifoliadas y su selectividad en praderas.

Co —investigador: Prof. Ricardo Fuentes P.

SOC. VETERINARIA TRESVET LTDA/UACH Cuantificacion de la Materia Grasa en
Muasculos de Salmén y Analisis proximal de Alimentos.

Investigador responsable: tec. Académico Nimia Manquian T.
Colaborador: Tec. Académico Ramén Mansilla T.

JUNAEB/UACH Convenio de Raciones servidas. Direccion de Asuntos Estudiantiles.

Investigador colaborador: Tec. Académico Nimia Manquian T.
Colaborador: Tec. Académico Ramén Mansilla T.

Semillas SZ S.A. / UACH 2000 — 079 — E — DID — A Micropropagacion y conservacion de
cultivares comerciales de papa.

Investigador responsable: Prof. Peter Seemann F.
Colaborador: Sra. Sandra Ascencio H.

RESUMEN DE LA EXPERIENCIA DE LA UNIVERSIDAD DE TALCA EN
INVESTIGACION Y TRANSFERENCIA TECNOLOGICA AGROPECUARIA:

La universidad de Talca es producto del funcionamiento de los entonces Campus
Talca de la Universidad de Chile y la Universidad Técnica del Estado.

Desde entonces se le otorga a esta institucion la calidad de Universidad por Decreto
Ley N° 36, el 3 de Octubre de 1981. Es asi como se desarrollan las carreras de ingenieria
Forestal y Agronomia, respaldadas por una fuerte investigacion y docencia en el area
biologica, generando la Licenciatura en Biologia.

La universidad participa de la mayoria de los comités de desarrolio regional y de un| ” P

sinnimero de proyectos realizados en conjunto con los organismos privados vy
gubernamentales del sector silvoagropecuario, tomando en cuenta que en la regiéon se
cataloga como eminentemente agricola. Dentro de esos organismos, se destaca la
cooperacion en proyectos conjuntos como el INDAP y actuaimente con el FIA, secretaria
regional ministerial de agricultura, la intendencia regional, etc. :

El Cuerpo Docente de la Facultad de Ciencias Agrarias, ha presentado propuestas de
proyectos con las cuales a obtenido fondos nacionales publicos provenientes principalmente
de los siguientes organismos: del Instituto de Desarrollo Agropecuario (INDAP), la Secretaria
Regional Ministerial de Agricultura, la Intendencia Regional (F.N.D.R.), la Oficina de Estudios
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y Politicas Agrarias (ODEPA), FONDECYT, Ministerio de Agricultura, etc. Del mismo modo,
ha obtenido financiamientos privados de proyectos que han permitido desarrollar algunas
lineas de investigacion y de transferencia tecnoldgica, de instituciones como Corporacién de
Desarrollo del Maule, DOLE S.A., Unifrutti AGREVO, SHELL Chile, SOQUIMICH, Berries La
Unién, ABBOTT Chile, Fundacién Chile, CHILEVID, entre otros; y de organismos
internacionales como FULBRIGHT, Certified Pure Ingredients Inc., U.S. Agency for
International Development, etc.

Ademas, cebe destacar que la universidad de Talca, como parte de las universidades del
pais, es una de las instituciones de educacion superior y de investigacién mas importante del
pais, con una de las proporciones mas altas de postgraduados, considerando sélo sus 70
académicos-investigadores de jornada completa.

ALGUNOS DE LOS PRINCIPALES PROYECTOS EJECUTADOS O EN EJECUCION
POR LA UNIVERSIDAD DE TALCA.

Entre los proyectos en el 4rea de produccion agricola, los de éareas afines a la del presente
proyecto y que presentaron mayor relevancia son los siguientes:

1. “Desarrollo de nuevas oportunidades de negocios en el sector agricola™.
Financiamiento : $83.598.506

Entidad : ODEPA

Duracion : 17 meses

2. “Estrategias de Desarrollo Agricolas del AREA”
Financiamiento : $8.000.000

Entidad : INDAP

Duracion : 12 meses

3. “Desarrollo de Tecnologia para mejorar la calidad de la fruta de exportacién en pomdceas”
Financiamiento :$317.400.000

Entidades : FONDEF, Sector Privado Fruticola y Universidad de Talca

Duracion : 48 meses

3. "Estudio del Potencial productivo y desarrollo agroindustrial y comercializacién de los pequefios
productores agricolas del Valle de Pencahue”

Financiamiento : $7.000.000

Entidad : INDAP

Duracion : 12 meses

4. “Centro de Gestion Empresarial”
Financiamiento : $180.000.000
Entidad : INDAP

Duracion : 48 meses

5. “Desarrollo de tecnologias para mejorar la compeltitividad de la vitivinicultura de exportacién”
Financiamiento :$433.000.000

Entidades : FONDEF, CHILEVID, Universidad de Talca

Duracion : 48 meses
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6. “Desarrollo y Ejecucion de un sistema de validacién y transferencia de tecnologias de riego, en el

sector regado por el Canal Melado, Provincia de Linares, VII Region”.
Financiamiento :$ 237.141.000

Entidad : ODEPA
Duracion : 54 meses

Otros estudios, proyectos y asesorias pueden encontrarse detalladamente en las Memoria
Anuales que publica la universidad, que son de conocimiento publico en general, ya que se trata de una
institucion del estado.

19.2. Instalaciones fisicas, administrativas y contables
1. Facilidades de infraestructura y equipamiento importantes para la ejecucion del proyecto.

1.1.  Universidad de Talca.

Posee instalaciones docentes y de investigacion en su Facultad de Ciencias Agrarias y en el
Instituto de Biologia Vegetal que garantizan el desarrollo del proyecto. Destacan las
facilidades de laboratorio con el equipo correspondiente para realizar las determinaciones
que se requieren. Posee ademas, invernaderos en el campus Lircay y en su Estacién
Experimental Panguilemo, que permiten el cultivo de plantas sin restriccion.

Se cuenta con el laboratorio de Andlisis de Suelo y Foliar, para los analisis de suelo
requeridos, y del Laboratorio de Fitopatologia, para determinacion de patégenos que
ataguen a los cultivos y recomendacion de control.

1.2. Universidad Austral de Chile.

Dependiente del Instituto de Produccién y Sanidad Vegetal de la Facultad de Ciencias
Agrarias, posee un Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales muy bien implementado que
permite hacer los estudios de micropropagacion y de andlisis y transformaciones genéticas
que se requieren. Este esta equipado con destilador y desionizador de agua, dos autoclaves,
dos camaras de flujo laminar, tres salas de incubacion, agitadores orbitales, equipamiento de
preparacion de medios de cultivo, lupas estereoscopicas y demas implementacion necesaria
para la micropropagacion de plantas y analisis genéticos. Igualmente, se hara uso parcial de
las instalaciones del Laboratorio de semillas, incubadoras de diverso tipo para anélisis de
germinacion y equipamiento para andlisis de pureza de semillas. Ademas, se hara uso del
invernadero de la Facultad, para el proceso de aclimatacion de plantulas.

Como complemento a lo anterior, se cuenta con el Laboratorio de Fitopatologia, equipado
para hacer determinaciones bacteriologicas, entre otros, y del apoyo del Instituto de
Microbiologia de la Facultad de Ciencias. Se cuenta también con los servicios del
Laboratorio de Suelos para eventuales analisis quimico o fisico de sustratos.




