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. RESUMEN EJECUTIVO

La produccién de flores en Chile representa un rubro de gran potencial. Sin
embargo, uno de de los principales problemas que enfrenta esta relacionado con la
obtencion de material vegetal de alta calidad genética y sanitaria. Esta dificultad radica en
parte importante en la baja o nula tasa de propagacién que se obtiene en vivero, y
también a que en condiciones de cultivo in vitro convencional presentan complejidades
dadas por el alto grado de contaminacién, produccién de compuestos fendlicos y
vitrificacién, baja de respuesta y tasa de multiplicacién, requisitos especificos de
temperatura e iluminacion. Recogiendo estas necesidades, y con la certeza de impulsar la
actividad de investigacién aplicada en ornamentales, la Pontificia Universidad Catdlica de
Chile a través del profesor Eduardo Olate y equipo, se planted el presente proyecto para
desarrollar nuevas metodologias de cultivo in vitro para especies vegetales ornamentales
de alto impacto econdémico vy dificil de propagacion denominado “Unidad especializada de
propagacion in vitro en especies ornamentales de dificil multiplicacion”.

Para el logro de este objetivo se definieron cuatro lineas de trabajo: 1) Fase Experimental
en la que se desarrollaron protocolos y metodologias no convencionales para las distintas
etapas del cultivo in vitro; 2) Fase Modelo Técnico Precomercial, en la que se realizaré
una integracion de los resultados experimentales; 3) Fase Modelo Escalamiento
Comercial para implementar en un laboratorio comercial los desarrollos de protocolos, y
establecer los parametros comerciales de operacion como voliumenes dptimos, precios,
presentaciones, etc., y la generacion de un servicio de propagacién para los productores;
4) Unidad de transferencia tecnoldgica, que se encargara de la difusiéon y desarrollo de
servicio, y de estructurar la demanda de los productores para integrarla a esta unidad
especializada de propagacién in vitro. Para el desarrollo de esta iniciativa se han
seleccionado tres grupos de especies modelo debido a su alto interés econdmico, que
estan en una etapa inicial de establecimiento comercial en el pais (peonias y proteas), o
enfrentando problemas de desarrollo serios (alstroemerias). Es en la etapa de
establecimiento en la cual mas se requiere de material de vegetativo, y justamente en
estas especies se han presentado graves dificultades de propagacién. Las proteas
representan al grupo semilefiosas y cubren zonas agroecoldgicas con pocas alternativas
de produccién (secano costero central); alstroemerias, son especies de importancia
economica mundial cuyo centro de origen es Chile, por lo cual el pais presenta ventajas
de adaptacién productiva que no ha podido utilizar; y peonias, al igual que proteas, cubre
una zona agroecoldgica extrema donde las alternativas productivas intensivas son
escasas (extremo sur y patagonia).

Los productores asociados a la iniciativa han estado directamente involucrados en la
produccién y busqueda de soluciones a la problematica ornamental, lo cual contribuye a
enriquecer el proyecto. Ellos son Cristina Gregorczyk (productora de proteaceas y
especies exoéticas), Ménica Musalem (productora de alstroemerias y especies nativas) y
Consuelo Saez (Asesor de Productores de Peonias), los cuales en conjunto aportaron
M$32.286. Paralelamente, otros productores como representantes del rubro de viveristas
han manifestado su interés en el desarrollo del proyecto: Fernando Toledo (Vivero San
Enrique), Carlos Titze (Vivero Las Brujas) y René Cueva (Vivero La Querencia).

Mediante este proyecto y mediante la seleccién de especies modelo, tanto por su interés
comercial, como por su dificultad de ser propagadas de forma tradicional y con problemas
en la implementacion de tecnologias tradicionales de propagacién in vitro, se generor una
plataforma de conocimiento y tecnologia destinada al fortalecimiento del sector floricola
nacional.




El proyecto fue planificado para realizarse en 48 meses, con un costo total de
$183.007.301.- solicitando a FIA un aporte de $ 99.918.674.

INFORME TECNICO (TEXTO PRINCIPAL)

1. Objetivos del Proyecto:

Obijetivo General

Desarrollar nuevas metodologias de cultivo intensivo in vitro para especies
vegetales ornamentales de alto impacto econémico y complejas de propagar.

Objetivos Especificos

1. Desarrollar e implementar técnicas intensivas de cultivo in vitro a nivel
experimental, que permitan solucionar las dificultades de propagacién de
productores de especies ornamentales de alto impacto econémico, estableciendo
con esto, una plataforma base de conocimiento y transferencia tecnologica para la
propagacién de plantas y el desarrollo de nuevos protocolos.

2. Integrar, adaptar y evaluar las etapas y metodologias no convencionales a un
modelo técnico precomercial de propagacion in vitro.

3. Transferir y difundir los resultados a todos los componentes del sector
productivo y red de biotecnologia nacional.



2. Metodologia del Proyecto:

. Descripcion de la metodologia efectivamente utilizada (aunque sea
igual a la indicada en la propuesta de proyecto original).
. Descripcion detallada de los protocolos y métodos utilizados, de

manera que sea facil su comprension y replicabilidad (se pueden incluir
COMo anexos).

Para el desarrolio de técnicas intensivas de cultivo in vitro a nivel experimental, que
permitan solucionar las dificultades de propagacién de productores de especies
ornamentales de alto impacto econémico, se escogieron tres grupos de especies o familia
botéanica que sirvan de modelo para el desarrollo de esta plataforma de conocimiento para
la propagacion de plantas.

Alstroemeria cv. Sweet Laura (Alstroemeriaceae). La incorporacion de técnicas de
multiplicacién en la produccién de Alstroemeria, permite elevar el nimero de
plantas obtenidas en un menor tiempo, asegurando una calidad sanitaria y
nutricional éptima. Lo anterior, permite a los productores iniciar el cultivo comercial
con material vegetal que asegure su establecimiento, esto constituye grandes
ventajas debido a que este cuitivo es de tipo perenne. Por otra parte, el desarrollo
de esta técnica corresponde a una necesidad al momento de iniciar un programa
de mejoramiento genético para la obtencién de nuevas variedades comerciales,
tanto a nivel nacional como internacional. No existia un programa de estas
caracteristicas para Alstroemeria en nuestro pais, por lo que los productores
nacionales han debido abastecerse con variedades producidas en otras partes del
mundo (principalmente europeas), teniendo que pagar royalties ademas de los
elevados costos de importacion que esto conlleva. Este programa sera de vital
apoyo para el programa de mejoramiento que se inicié en esta especie nativa,
catalogada dentro de las 10 especies de corte de importancia mundial, y que
presenta la mayor diversidad de especies existentes en su centro de origen. Asi,
aprovechando las ventajas antes mencionadas a partir del afio 2006 se dio inicio al
primer programa de mejoramiento genético en Alstroemeria en Chile, en la
Facultad de Agronomia e Ingenieria Forestal de la PUC a cargo del profesor
Eduardo Olate Mufoz.

Paeonia lactiflora, Peonia (Paeoniaceae) (3 cultivares): El aumento en la superficie
plantada de esta especie, debido al interés del mercado internacional y nacional a
acceder a las flores de peonias, hacen necesaria la busqueda de alternativas
tecnoldgicas que permitan a los productores abastecerse de material vegetativo
con la cantidad y calidad necesarias para competir en el mercado.

Banksia coccinea, Protea ‘Lady Di’, y Leucospermum ‘High Gold" (Proteaceae):
La creciente importancia del cultivo de proteas en nuestro pais hace necesario
superar la dificultad de propagacion que varias especies de la familia poseen. De
esta forma se ha seleccionado a Banksia coccinea por el aumento en el interés de
los productores por aumentar su superficie de cultivo debido a la demanda por las
atractivas flores de esta especie, su larga vida en poscosecha y su exclusivo color
rojo dentro del género. Protea ‘Lady Di’ por el atractivo de sus flores, similares a
las de Protea ‘Pink Ice” pero con cabezas florales mas pequenas, lo que
constituye una ventaja desde el punto de vista de la exportacion ya que es posible
aumentar el volumen de exportacion sin incrementar el costo de este. Se ha
incluido el género Leucospermum, debido al atractivo de sus flores las que poseen
tonalidades que van desde el naranjo al amarillo y floracién primaveral la que
permite acceder al hemisferio norte con productos de apariencia otonal en la
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época de mayor demanda en esos mercados de destino. El cultivar seleccionado
para esto es "High Gold’, debido a su productividad y buenas caracteristicas como
flor de corte.

Los criterios de seleccién de estos grupos modelos se resume a continuacion:

Especies seleccionadas
Criterios de Alstroemeria Peonia Proteaceae
Seleccién 1 . . .
(Alstroemeria spp.) (Paeonia lactiflora) Banksia Protea Leucospermum
coccinea | “Lady Di” | “High Gold”
Estructura
de Rizoma Raiz Tuberosa Estacas Semilenosas
propagacién
Importancia Flor de corte: media a alta
en el Planta en maceta: media y
en aumento .
::gicz)a:a? Plgntz_a para parques y Alta Media -Alta
viveristas jardines: bajay en
aumento
Importancia Flor de corte: media a alta
en el Planta en maceta: media y
en aumento . \ .
r::(:ic:\nda? P[anta para parques y Media a baja Baja y en aumento
flores jardines: bajay en
aumento
. Baja
Imp:;t:lnma Puede llegar a ser alta
mercado para <_al mercad.o ((jje Alta Media y en aumento
para genética a partir del
exportacion Programa de
Mejoramiento

1.1. Preparacion vy seleccidn de material de propagacién: Obtencidon de material donante

en estado nutricional, sanitario y fisioldgico 6ptimo. Las actividades de realizaran para
Alstroemeria, Peonia y Proteaceae.

1.1.1. Implementacioén de invernadero y sombreadero PUC
Contratacién de servicios

Limpieza

Habilitacién de estructura de aislamiento

Habilitacion de riego basal (goteo)

Habilitacién de mesones o separacién del suelo (caso de plantas madres de mayor
envergadura)

Adquisicion de sustratos

Mezcla sustrato crecimiento normal (mezcla maceta o similar)
Macetas

Sustrato inerte en caso de gedfitas (perlita)

Adquisicion de insumos

Fertilizantes solubles

Insecticida amplio espectro

Fungicida y bactericida de amplio espectro

1.1.2. Implementacién de camara de crecimiento ex vitro PUC
Contratacion de servicios



Limpieza y despeje de area
Realizacion de trabajos
Inspeccién de avances
Verificaciéon de requisitos técnicos
Operacion de prueba

Arreglos de puesta en marcha
Operacion a régimen

1.1.3. Obtencién de Coleccién de plantas madres como material de multiplicacion:

Seleccién de plantas madres utilizando pruebas fitopatologicas (indexing) y
nutricionales.

Seleccion de plantas: adquisicion de plantas y/o gestion para su obtenciéon desde
Productores Asociados.

Mantenimiento de una coleccidén de material inicial (CMI).

Esto corresponde a la mantencién de la coleccion de plantas madres en
invernaderos PUC y/o en terreno segun sea el caso de cada especie. La
necesidad de mantener una coleccién de material inicial, bajo condiciones de
invernadero, surge del requerimiento permanente de material vegetal para iniciar
los diversos ensayos durante todo el periodo de desarrollo del proyecto,
especialmente para el establecimiento del protocolo de iniciaciéon y multiplicacién,
con plantas en las mejores condiciones posibles desde el punto de vista sanitario y
de la mayor produccion de explantes para in vitro posibles. Por otra parte, se
requiere mantener plantas de los cultivares seleccionados en terreno (productores
asociados), con el fin de realizar un seguimiento comparativo del estado fenolégico
que las plantas poseen bajo condiciones naturales de produccion. Ademas cabe
sefalar que tanto peonias como los distintos géneros de protedceas, poseen
requerimientos ambientales que no se encuentran en Santiago, por Io que de esta
forma se logra minimizar el riesgo de no contar con material vegetal para los
distintos ensayos.

La Facultad de Agronomia e Ingenieria Forestal de la PUC, cuenta con
cuatro nuevas naves de invernaderos, con una superficie de 104 m? cada una, de
estructura de metal galvanizado y aluminio con cubierta de policarbonato doble. La
coleccién de material inicial constara de plantas dispuestas en macetas, sobre
mesones en altura con el fin de proporcionar un aislamiento de la superficie.

Las plantas mantenidas por los distintos productores constaran de plantas
en terreno, con un area de mantencién debidamente senalada.

Especies seleccionadas
Proteaceas
Alstroemeria Peonia Leucosper
(Alstroemeria spp. cv. (Paeonia lactiflora) Banksia Protea mum
Sweet Laura) N « - Lys
coccinea Lady Di High
Gold”
Rizoma Raiz Tuberosa Especies lefiosas
30 plantas o material 5 plantas 5 plantas 10 plantas
equivalente (trozos de disponibles disponibles disponibles
Nimero de - raiz tuberosa) de cv. para para para
plantas a 20 p:z:igz Z?]rtitnac;)(so Top Brass. colectar colectar colectar
mantener P 10 plantas de cuitivar 2 material de material de material de
(a determinar). iniciacion, iniciacion, iniciacion,
10 plantas de cultivar 3 | durante todo | durante todo | durante todo
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(a determinar).

el transcurso
del proyecto.

el transcurso
del proyecto

el transcurso
del proyecto

Flores de la Patagonia u

Fuente de . . otro productor de la Flores del Flores del Flores del
obtencion Vivero Pumahuida Asoc. de Productores Fynbos Fynbos Fynbos
de Peonias.

FACL,
establecimie 26.12.05 T : 26.12.05 26.12.05 26.12.05
Cultivares 2 y 3 durante
nto de CMI
2007.
cv. Top Brass: 5 plantas
sorr?grlenavdeer?oag%(l):-ouc Todas las Todas las Todas las
10 plantas anuales en Cvs. 2y 3: 2 plantas de plantas e plantas se plantas se
Lugar de . mantendran | mantendran | mantendran
.- invernadero FAIF-UC cada en Invernadero o . . ’
mantencion sombreadero o camara | " elpredio | enelpredio | en el predio
de frio FAIF-UC de Flores de Flores de Flores
) del Fynbos del Fynbos del Fynbos
Plantas al Plantas al Plantas al
aire libre, en | aire libre, en | aire libre, en
iguales iguales iguales
condiciones | condiciones | condiciones
Forma Plan.tas en maceta, en mapclzzrt];zseipi\rl'n'\:/_el:r?asgro que elresto | queelresto | que el resto
‘e invernadero o del cultivo, del cultivo, del cultivo,
especifica de . 0 sombreadero o
.- sombreadero segun . ; marcadas marcadas marcadas
mantencion . - camara de frio
época del ano (rizomas) en terreno en terreno en terreno
) para su facil | para su facil | para su facil
identificacié | identificacio | identificacid
ny ny ny
monitoreo. monitoreo. monitoreo.

1.1.1 Desarrolio de un programa de Limpieza y Sanitizacion

germoplasma

1.1.2.1 Analisis fitopatolégicos:

* Recoleccidn y preparacién de muestras s6lo en el caso de
presentar problemas de tipo visibles, lo cual no fue necesario dada la buena
condicion sanitaria de las plantas madres.

1.1.2.2 Andlisis nutricionales

* Recoleccién y toma de muestras
= Toma muestras analisis nutricional plantas invernadero
* Toma muestras analisis nutricional plantas campo
* Busqueda de parametros nutricionales, forma y momento fenoldgico
optimo de analisis.
= Analisis nutricional completo
1.1.2.3 Disminucién de carga de patdgenos superficiales en plantas madres

e Aplicacion de

tratamientos fitosanitarios

(fungicidas de contacto y sistémicos)

a plantas

intensiva del

madres

1.1.3 Evaluacién del estado fenoldgico éptimo para iniciacion de explante in vitro.

e Descripcién de los estados fenolégicos de la planta.

e Determinacion del momento 6ptimo para la iniciacion del explante in

vitro.




e Utilizacién de invernadero habilitados para obtener condiciones
ambientales que permitan un estado fenolégico apropiado para el
crecimiento jn vitro.

1.1.4 Mantencion y Manejo de plantas Madres
Durante el periodo de duracién del proyecto se realiz6 mantencion de plantas madres,
tanto en condiciones de invernadero (PUC), como en terreno (asociacion con
productores).

1.2. Iniciacién del cultivo: Obtencion de explantes asépticos in vitro.

1.2.1  Seleccién del explante apropiado para el objetivo de propagacion

1.2.1.1 Evaluacién de distintos tipos de explantes de iniciacion

1.2.1.2 Revision bibliografica de cada caso, siguiendo una secuencia
priorizada para obtener propagacion clonal (brotes axilares,
otras partes de la planta para organogénesis directa o
indirecta).

1.2.1.3 Brotes aéreos (Protea), Rizomas (Alstroemeria), Raiz
tuberosa (Peonia), Otras estructuras.

1.2.2  Establecimiento de un programa de esterilizacion
Los experimentos seran realizados en forma de secuencial de acuerdo al
orden aqui establecido, hasta alcanzar las metas de desinfeccion propuestas para
cada especie.

1.2.2.1 Evaluacion de alternativas previas de desinfeccién previa a la
iniciacién in vitro. Debido a las caracteristicas de las especies
utilizadas (gedfitas y lefosas, con alta carga patogénica) y con el
fin de obtener explantes con menor carga de patégenos, al
momento de iniciar el cultivo in vitro, se desarrollaran alternativas de
manejo previas, conducentes a una limpieza mas profunda de los
explantes.

*Lavado en agua corriente: distintos tiempos de
contacto

=Etanol 75%: dipping de explantes

= Etanol 90%: flameo de explantes

*Bano en solucion fungicida y/o bactericida: distintos

tiempos de contacto y/o aspersiones

1.2.2.2 Agentes esterilizantes: Distintos tipos, tiempos y concentraciones de
NaOCl.
Tiempos y concentraciones

= Experimentos combinados para tipos, tiempos y
concentraciones de agentes esterilizantes

» Evaluacion de resultados

» Repeticibn de los mejores tratamientos en
combinacién con pre-tratamientos.

» Evaluacion de resultados

1.2.2.2.2 Uso de antibiéticos en el medio de cultivo




» Selecciéon de los mejores tratamientos de 1.2.2.2.1
» Evaluacion de antibidticos tales como &cidos
organicos.

1.2.2.2.3 Secuencia de desinfeccion
= Desinfeccion doble
» Seleccién de tres lapsos de tiempo,
entre desinfecciones

1.2.2.3 Disminuciéon del tamano del explante

1.2.2.3.1 Evaluacién de distintos tamanos de explantes.

*Prueba de diferentes tamanos de explante hasta
definir tamano critico minimo

» Tres tamanos de explante en combinacién con los 3
mejores tratamientos de la etapa 1.2.2.2 (incluyendo
pre-tratamientos quimicos).

*Replica del experimento con los mejores
tratamientos.

= Evaluacién parcial de resultados.

= Determinar metodologia en cada caso (antecedentes
bibliograficos)

= Habilitacion instrumental: lupa, pinzas vy bisturi
especiales

» Afinamiento de técnica, pruebas preliminares

= Evaluacion de pruebas preliminares y determinar
protocolo a seguir

1.2.3 Control de reacciones de hipersensibilidad

Dados los antecedentes de la literatura, es posible que ciertas
Proteaceas, presenten este tipo de problema en condiciones in
vitro, debido a esto se preverdn experimentos, los que seran
realizados en la medida que se presente el problema de
hipersensibilidad en la especie, siendo estos realizados en forma
secuencial de acuerdo al orden aqui establecido, hasta alcanzar un
porcentaje de control adecuado.

1.2.3.1 Uso de compuestos quelantes u antioxidantes
» Evaluacién de compuestos quelantes y antioxidantes
en el medio (carbén activado, PVP, acido citrico y
ascorbico).
» Evaluacioén de resultados

1.2.3.2 Evaluacién de cultivo en medio liquido
=Diferentes medios de cultivo
» Evaluaciéon de diferentes concentraciones de medios
de cultivo (sélido, liquido y puente)
=Evaluacién de resultados

1.2.3.3  Evaluacion aumento de frecuencia de traspaso




=Determinar frecuencia de traspaso critica, evaluacion

de tres frecuencias.

» Evaluacién de resultados.
"Replica de mejores tratamientos preliminares

combinados.

1.3. Multiplicacién: Aumento de las tasas de crecimiento, proliferaciéon y sobrevivencia del
material vegetativo aséptico.

Los experimentos denominados convencionales, seran realizados en forma simultanea
para las tres especies en estudio, con el fin de obtener un parametro comparativo, de
efectos de estos tratamientos para las especies mencionadas, del mismo modo, nos
permitiran evaluar compuestos utilizados en etapas no convencionales.

1.3.1  Implementacion de estrategias convencionales de multiplicacion in vitro

1.3.1.1

1.3.1.2

Reguladores de crecimiento vegetal: Evaluaciéon de distintos
tipos y concentraciones
Tipo y concentraciones

=Diseno factorial por cada tipo de RCV: 4 fuentes de
RCVs x 3 concentraciones (12 tratamientos)

* Evaluacion de resultados

*Replicacion de los mejores 4 tratamientos.

» Evaluacién de resultados

Medio basal: Evaluacién de distintos tipos y concentraciones
Tipos y concentraciones

*Disefo factorial por cada medio basal: 3 tipos de
medio basal x 3 concentraciones (9 tratamientos)

= Evaluacién de resultados

*Replicacién de los mejores 3 tratamientos.

» Evaluacién de resultados

1.3.2 Implementacién de estrategias no convencionales de multiplicacion in

vitro
Los experimentos seran realizados soélo para las especies
senaladas.
1.3.2.1 Embriogénesis somatica (Peonia). La evaluacion de la técnica

de embriogénesis somatica, utilizada como una herramienta
para la multiplicacion masiva, otorga un parametro
comparativo para el sistema de manejo de temperaturas,
también propuesto para Peonia, de este modo, la evaluacién
de las tasas de multiplicacién y proliferaciéon pueden ser mejor
ajustadas al momento de establecer un modelo masivo de
multiplicacién.

1.3.2.1.1 Establecimiento de explantes /in vitro

» Revision literatura
= Seleccidén de explantes
= Desinfeccion de explantes
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1.3.2.2.2 Induccion de Callo
* Evaluacion de dos tipos de explantes embriogénicos
» Evaluaciéon de dos tipos de explantes somaticos
» Evaluacion de 2 tipos y 3 concentraciones de
reguladores de crecimiento vegetal (auxinas)
Cultivo utilizando fotoperiodo
Cultivo en condiciones de oscuridad
Evaluacion de resultados

1.3.2.2.3. Formacién de embriones somaticos
* Evaluacion del desarrollo embriogénico en medio sin
RCVs y con RCVs en diferentes concentraciones
* Evaluacion de distintas concentraciones de
carbohidratos y aminoéacidos
= Cultivo en condiciones de oscuridad

1.3.2.2.4 Germinacion de embriones
= Uso de reguladores de crecimiento vegetal (GA;)
= Manejo de la intensidad de luz
= Manejo del fotoperiodo
= Condiciones de temperatura y deshidratacion

1.3.2.2 Inmersion temporal (utilizacion de brotes formados en la etapa
anterior). (Alstroemeria). Esta técnica ha sido seleccionada para
Alstroemeria, debido a su adecuacién a las condiciones de cultivo
liguido, de acuerdo a esto, Alstroemeria, debiera presentar mejores
resultados en la implementacion de ésta metodologia. Por otra
parte las peonias, se someteran a este sistema dada la necesidad
creciente de aumentar en forma rapida la disponibilidad de material
para el pais, especialmente considerando que existe una gran
diversidad varietal y adaptativa, lo que impide que una, o algunas
pocas variedades, resuelvan el problema de material inicial para
los productores.

1.3.2.3.1 Implementacién de SIT
* Diseno de equipo
» Accesoria de Ing. Electrénico
s Puesta en marcha de equipo
1.3.2.3.2 Ajuste de pardmetros de SIT
* Frecuencia de inmersién (3-6-12-18 o 24 horas)
* Tiempo de inmersién 1-3-5 minutos)
» Volumenes de inmersion (250-500-750 mL)
» Tamafno de frasco 1-2-10-201)
= Numero de explantes 5-25-100)
1.3.2.3.3. Sub-etapa de elongacién
= Uso de diferentes concentraciones de AGs (0,1 -0,5 -
1,0 mg*L™")

—

—

1.4. Pretransplante o Enraizamiento: Los tratamientos, tanto de induccion de raices como
de formacion de érganos de reserva, se realizaran de acuerdo a cada especie, de esta
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forma, se fomentara el desarrollo de estructuras de reserva y la induccién de raices
adventicias, esta ultima sera finalizada durante aclimatacion. Para el caso de las
Proteaceas solo se llevaran a cabo los experimentos conducentes a la generaciéon de
raices adventicias.

1.4.1 Formacion de érganos de reserva en especies gedfitas
1.4.1.1 Técnicas no convencionales de produccion de organos de
reserva in vitro
Los experimentos seran realizados en forma paralela, con el fin de
encontrar la mejor metodologia que permita alcanzar un aumento en el
calibre en el menor tiempo posible hasta lograr las metas de formacion de
organos de reserva propuestas para cada especie.
1.4.1.1.1 Medio basal: evaluacion de distintos medios y sustratos
Tipos y concentraciones
=Diseno factorial por cada medio basal: 3 tipos de
medio basal x 3 concentraciones (9 tratamientos)
» Evaluacioén de resultados
* Replicacion de los mejores 3 tratamientos.
» Evaluacioén de resultados

1.4.1.1.2 Hormonas no convencionales: evaluacion de distintos
tipos y concentraciones en el medio basal
Tipo y concentraciones
e Disefio factorial por cada tipo de regulador de
crecimiento vegetal: 4 fuentes de regulador de
crecimiento vegetal x 3 concentraciones (12
tratamientos)
¢ Evaluacion de resultados
* Replicaciéon de los mejores 4 tratamientos.
o Evaluacién de resultados

1.4.2 Formacién de raices adventicias
Los experimentos seran realizados con el fin de alcanzar las metas de
enrraizamiento propuestas para cada especie, en el menor tiempo posible.
1.4.2.1 Medios y condiciones de cultivo para la induccion de raices
adventicias
1.4.2.1.1 Reguladores de crecimiento vegetal: distintos fuentes y
concentraciones.
Tipo y concentraciones de reguladores de crecimiento
vegetal
e Diseno factorial: 2 fuentes de auxina x 3
concentraciones (6 tratamientos)
e Evaluacién de resultados.
e Replicacién de los mejores 3 tratamientos.
e Evaluacioén de resultados.

1.5. Aclimatacién: Transferencia y establecimiento de las plantas a condiciones ex vitro.

12




Los experimentos seran realizados en forma simultanea para las especies en
estudio con el fin de maximizar las tasas de aclimatacion de las especies en estudio.

1.5.1 Estrategia de control ambiental para maximizar el proceso de
aclimatacion de plantas provenientes de cultivo in vitro.
1.5.1.1 Evaluacion de sustratos
1.5.1.2 Evaluacién de contenedores
1.5.1.3  Evaluacion de control ambiental
Cuatro métodos de aclimatacion variando el tamafo del contenedor y
lugar de aclimatacion.
Evaluacion de resultados.
» Sistema 1: contenedor pequefo en camara de crecimiento ex vitro
= Sistema 2: contenedor grande (bandeja) en camara de crecimiento
ex vitro
= Sistema 3: contenedor grande (bandeja o celdillas) en sistema
multinivel en invernadero sur.
= Sistema 4: en bandejas de celdillas en mesén con microaspersion
(mist)
* Evaluacion en base a sobrevivencia y presencia de patégenos.

1.5.2 Aplicacién de diferentes tratamientos fitosanitarios y mejoradores del
proceso de aclimatacion.

¢ Tratamientos fitosanitarios segun evaluacién 1.5.1

¢ Replica de mejores tratamientos 1.5.1 en 3 tratamientos con 2
frecuencias de aplicacion.

» Tratamientos mejoradores del proceso de aclimatacién

1.6 Andlisis de nuevas opciones (especies y/o cultivares) potenciales de ingresar
a la unidad de multiplicacion. Segun los resultados preliminares obtenidos en
esta etapa experimental, se analizara la opcién de incluir dentro de los plazos
del proyecto, nuevas especies y/o cultivares que puedan ser interesantes
para el mercado. Este analisis se realizara en conjunto con otros agentes del
mercado interesados en el desarrollo de esta Unidad.

2. Fase Modelo Técnico Pre comercial:
Integrar, adaptar y evaluar las etapas y metodologias no convencionales a un modelo
técnico precomercial de propagacion in vitro.

En esta fase los asociados continuaran siendo proveedores de material vegetal
para los ensayos, con el fin de validar y adecuar los protocolos a mayor escala, ademas
participaran de las evaluaciones tanto a nivel de volimenes de manejo de plantas como
de la seleccion de los productos a ofrecer en el mercado, en conjunto se desea. Por otra
parte, los productores asociados participardn de manera activa en la recepcion de plantas
aclimatadas, para asi evaluar en conjunto con ellos lo referente al manejo y recepcion por
parte de ellos del producto final.

2.1 Desarrollo de definicion estratégica del modelo pre-comercial
Se hara un desarrollo inicial de un eventual modelo de negocios pre-comercial
a través de un diagnostico preliminar de las capacidades del equipo de trabajo, del nivel
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institucional, de la situacién nacional a nivel tecnolégico y de las condiciones imperantes
del mercado de los productos intermedios y finales.

2.2. Prospeccién de demanda a nivel nacional de productos potencialmente
desarollables por la Unidad

Esta prospeccién a nivel nacional se refiere a la recopilacion de informacion
secundaria del sector productivo potencialmente demandador de esta tecnologia. Se
intentara pesquizar los intereses de laboratorios del sector que estuviesen interesados en
adoptar este tipo de tecnologias, asi como viveristas 0 propagadores de especies
complejas.

2.3. Desarrollo de imagen técnica para sitio Web de difusion

Este desarrollo de imagen tiene como objetivo lograr un adecuado
posicionamiento del laboratorio como unidad de servicios de desarrollo en el medio. La
idea principal es que a través de un sitio web se genere una activa difusion de los logros y
capacidades logradas por esta unidad, de modo de ir autogenerando la demanda por
nuevas iniciativas o servicios para el sector privado. Esta imagen debe transmitir los
conceptos esenciales y diferenciadores que generen impacto en los grupos de interés de
esta iniciativa.

2.4 Ajustes tedricos por desarrollo a mayor escala

2.4.1. Ajuste de seleccidén de material de propagacién
Los ajustes corresponden a un aumento en la tasa de produccion para llevar el
sistema de protocolos desarrollados a un nivel que permita la sustentaciéon econdémica de
la unidad. Es decir, se debiera pasar del 6ptimo técnico logrado al 6ptimo econémico en
una escala de produccion mayor. Esto se hara inicialmente a nivel té6rico, para después
implementar los puntos criticos en relacién a su aumento de escala, en las mismas
dependencias.

2.4.2. Ajuste de iniciacion del cultivo
Determinacién de requisitos minimos del material para entrar a proceso. Por
ejemplo, estandar sanitario de ingreso.
Estandarizacion de material inicial recibido de acuerdo a parametros de calidad
y condicién de llegada.
Condiciones de almacenamiento o procesamiento secuencial de material de
coleccion de plantas iniciales al trabajar con mayor cantidad de material vegetal.

2.4.3. Ajuste de multiplicacion

Optimizacién del uso de mano de obra a través de la modificacion de
equipamiento e infraestructura y flujos de operacion. Esto consistira en la maximizacion
de la productividad de la mano de obra en funcién de la determinacion y célculo de la
modificacién de la integracion de equipos e infraestructura.

Desarrollo de un sistema de programacion de tareas que permita
complementar de la mejor manera posible el uso de recursos productivos con la
multiplicacién de diferentes especies en el tiempo.

Especializacién en la utilizacion de recursos. Identificacion de distribucion y
asignacion de tareas en funcién de dias de trabajo mas convenientes o estratificacion del
flujo de produccién de acuerdo a la relacién volumen de produccién esperado y capacidad
de los recursos para operar en forma continua. Definicién de capacidad de personal de
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alternar roles o labores segun favorezca la eficiencia general prevista o determinacién de
roles exclusivos.

Disefo, manejo y minimizacion de fallas.

Optimizacion de recursos criticos y de alta incidencia en costos de operacion.

2.4.4. Ajuste de pretransplante
Optimizacion de infraestructura y uso de la mano de obra. En general,
actividades muy similares a la etapa de multiplicacion.

2.4.5. Ajuste de aclimatacion

En esta etapa se deben probar sistemas significativamente diferentes a las
condiciones de laboratorio. Para esto se realizaran evaluaciones a nivel de invernaderos
y/o sombreaderos, tanto en la PUC como directamente con los productores.

Evaluar la capacidad real de transferencia de la tecnologia de aclimatacion a
los productores, directamente en sus condiciones productivas. Esto con el objetivo de
mejorar los resultados de establecimiento del cultivo y abaratar los costos de produccion
de las plantas in Vitro, al vender plantas no aclimatadas.

2.5 Determinacion de infraestructura y equipamiento requerido
Esta determinacion se refiere a los cambios requeridos para aumentar la
escala de produccién. Se pasara de una escala de laboratorio a una escala que
permitird reproducir mas masivamente las plantas indicadas.

2.5.1 Adaptacion de laboratorio y camaras, e invernaderos
Adaptacion de camaras:

- Subdivisién de camara de crecimiento 1: La FAIF-PUC cuenta con
un Laboratorio de Biotecnologia, el que en la actualidad dispone de dos camaras de
crecimiento, estando una destinada en su totalidad al desarrollo de investigacion por
parte del profesor Eduardo Olate M., esta camara requiere ser cerrada para lograr un
mayor aislamiento y asi reducir los efectos del paso continuo de gente (ver esquema
adjunto)

- Implementacién de camara de crecimiento 2: La FAIF-PUC cuenta
con una segunda camara aislada, la que se destinara como camara de crecimiento,
para esto, se requiere la instalacion de luces, estanteria y un equipo de control de
temperatura.

2.5.2 Adquisiciéon de insumos
2.6 Implementacion precomercial de sistema de propagacion:

2.6.1 Integracién de etapas: preparacion, iniciacion, pretrasplante y
aclimatacion".

Esta etapa tiene como objetivo integrar todas las etapas realizadas a la
fecha en una séla unidad de producciéon masiva y continua en el tiempo. Esto dado
que al establecer los protocolos, no se trabaja necesariamente con cada una de las
etapas de la multiplicacién en una secuencia completa.

2.6.2 Laboratorio

2.6.3 Camara de crecimiento
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2.6.4 Invernadero

2.7. Validacion operativa del sistema integrado

Esta etapa se refiere a la puesta en marcha y operacién del punto 2.8 anterior,
funcionando a régimen. Esto con el objetivo de realizar las determinaciones de las
proximas etapas en condiciones reales, especialmente referido a los factores criticos de
éxito que cambian durante el escalamiento a nivel piloto o pre-comercial.

2.8 Evaluacion de voliumenes, costos y tiempos de obtenciéon de productos
comercializables

En esta etapa se cuantifica el uso de recursos humanos y aspectos de tiempo
de operacion y ciclos de produccién para determinar luego la eficiencia de operacion y
costos.

2.9 Rediseno de protocolos en base a resultados precomerciales
2.10 Andlisis requisitos SAG

2.11 Desarrollo Unidad de Servicios Desarrollo protocolos multiplicacién
2.11.1.1 Definicion de productos pre-comerciales (Protocolo para
Plantas in vitro, protocolo para plantas aclimatadas ex vitro, servicio de
desarrollo de nuevos protocolos)
2.11.1.2 Definicion ambito del servicio
2.11.1.3 Politica de confidencialidad
2.11.1.4 Estrategia de proteccién de resultados
2.11.1.5 Posicionamiento en el mercado tecnoldgico
2.11.1.6 Estrategia para el desarrollo de nuevos protocolos y/o
servicios
2.11.1.7 Implementacién y evaluacion imagen técnica-corporativa
2.11.1.8 Desarrollo de plan de negocios para mantencién de
competitividad técnica.

Este plan de negocios basico que se desarrollara permitira
delinear la futura operacion de la unidad, de modo que esta sea sustentable
en el tiempo en términos de poder seguir desarroliando nuevos protocolos
que sean transferibles al sector de flores y ornamentales del pais. Este plan
de negocios comprende los elementos habituales de cualquier plan de este
tipo, con la consideracion que requiere el desarrollo de herramientas
biotecnolégicas para un sector de amplio y dinamico crecimiento. Ademas
de incluir los aspectos relacionados con el Mercado, incluird un analisis
FODA, de Fuerzas de Porter, analisis, analisis financiero y de riesgos, un
plan de puesta en marcha y una estrategia de desarrollo.

3. Extension o difusion:
Transferir y difundir los resultados a todos los componentes del sector productivo y red de
biotecnologia nacional.
3.1. Preparacion y realizacion de Charla y taller de difusion anual

* Presentacion formal

» Coffee break

* Visita a laboratorio y muestra de avances de experimentos

= Apuntes de apoyo de la actividad
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3.2. Preparamon de Sitio Web de difusién
Disefio grafico y programacion del sitio con imagen técnico-
corporativa de la Unidad
* Habilitacion de dominio en servidor PUC
= Actualizacion interna de contenidos (avance del proyecto, galeria
fotografica, links relacionados, noticias, etc.)

4.3. Preparacion y Asistencia a congresos nacionales de distinta indole.

4.4. Preparacién y Asistencia a congresos internacionales (incluido como
actividad pero se considera la postulacion a otro tipo de fondo para su
realizacion).

4.5. Preparaciéon y Asistencia a simposios 0 convenciones en el area de la
micropropagacion tanto en el pais como en el extranjero (incluido como
actividad pero se considera la postulacién a otro tipo de fondo para su
realizacion).

4.6. Preparacién de Publicaciones:
= Extension
= Cientifica

4.7. Preparacion y realizacién de Seminario cierre Proyecto
* Presentacion formal
= Apuntes o Libro resumen del Proyecto

» Adaptaciones o modificaciones introducidas durante la ejecucion del proyecto,
y razones que explican las discrepancias con la metodologia originalmente
propuesta.

Debido a las dificultades técnicas que se presentaron en el aspecto metodoldgico, que
se resumen en el punto siguiente, la metodologia original tuvo que ser modificada,
principalmente eliminando algunos puntos que requerian de la solucién de una etapa
previa. Sin poder resolver una etapa inicial de propagacién in vitro, dificilmente es posible
avanzar en la siguiente. Sin embargo, lo anterior no es posible de conocer hasta
enfrentarse a dichas dificultades, ya que no se podia prever por la falta de antecedentes
previos tanto de literatura como de condiciones particulares de nuestro laboratorio. Esto
significd que en algunos puntos mas iniciales de las investigaciones, se ahondara mas,
extendiéndose en el tiempo y en la cantidad de trabajos previamente planificados para
esa etapa en particular. La ventaja mas relevante de esta modificacién, es que se conté
con la posibilidad de generar nuevas hip6tesis de trabajo, mejorar la calidad de analisis de
nuestro equipo profesional, y perfeccionar la estrategia de trabajo en general, para
enfrentar especies de dificil multiplicacion clonal, lo cual es el objetivo principal del
proyecto.

» Principales problemas metodologicos enfrentados.

En cada grupo de especies los problemas metodolégicos fueron diferentes, por lo cual
a continuacion se detallan para cada caso.
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Alstroemeria

1.

Peonia

1.

Aumento de la tasa de multiplicacion in vitro. Esta fue un constante desafio, de tal
forma de lograr niveles de multiplicacion altas en corto tiempo, y que fueran, por lo
tanto, competitivas con la multiplicacion tradicional. La amplia base genética que
presenta los cultivares y sus diferencias propias, hacen que los protocolos de
multiplicacion in vitro, sean especificos, y que deban variarse cuando se trata de
ampliar el trabajo a nuevos cultivares o a especies nativas.

Contaminacion por bacterias enddgenas. La especie, al igual que en otros casos
de gedfitas y lenosas, presenta un tipo de colonizacion bacterial interna que se
mantiene sin provocar dafos de tipo patoldégico. Sin embargo, en condiciones in
vitro, estas bacterias se expresan con mayor intensidad, dada la condicién
ambiental favorable que enfrentan. Lo anterior puede provocar o no un efecto
detrimental sobre los explantes de Alstroemeria en condiciones in vitro, lo cual en
algunos casos, provoco la pérdida sucesiva de cultivos, y la generacién de una
nueva linea de investigacion en el proyecto, sobretodo en el area del Sistema de
Inmersién Temporal (SIT).

Enraizamiento y aclimatacién. Aunque fue uno de los puntos previstos en el
proyecto original como posibles riesgos, la falta de enraizamiento en algunas
situaciones y cultivares, provocd un retraso importante en el resto de la
metodologia propuesta, incluyendo ademas pérdidas importantes en la
aclimatacién. Esto provocé que se analizara con mayor detalle las formas
tradicionales de salida a condicién ex vitro, generandose conocimiento muy
relevante, tales como limitar el periodo de multiplicacion y exposicién a
citoquininas, mayor importancia del control ambiental de aclimataciéon que el
previsto (temperatura y humedad relativa), y la planificacion de las épocas de
salida a condiciones ex vitro durante las épocas de menor temperatura.

Mantencion de plantas madres. Aun cuando fue un problema menor, la lejania con
la fuente de plantas madres para su uso como fuente de explantes, requirié de un
esfuerzo logistico mayor. Lo anterior fue subsanado con la mantencién de plantas
en estado de receso en camaras de frio en vez de mantenerlas en invernadero,
como era la idea inicial. El resultado de lo anterior fue una modificacion interesante
y apropiada para esta especie.

Contaminacion de explantes iniciales. Fue la especie que presentd los mayores
problemas de limpieza aséptica superficial. No respondié tan eficientemente como
Alstroemeria al cultivo en sustrato inerte (perlita), de forma de originar yemas
subterraneas con menor carga de patdgenos. Las caracteristicas morfolégicas que
presentan los rizomas de peonia, mucho mas rugosos, y el efecto de la edad de
las plantas, no era un hecho que nuestro equipo manejara previamente, y
definitivamente es un dato que se debe tener en cuenta al momento de replicar
estos protocolos.

Seleccion de los explantes mas apropiados. La fenologia natural de peonia hace
que el tipo de yemas que se presentan sobre distintos puntos del rizoma, en
distintas épocas del ano, sean de tipo vegetativas (apropiadas) o reproductivas
(menos apropiadas). Esto se debi6 correlacionar con el punto anterior, ya que los
rizomas de esta especie, se mantuvieron casi constantemente en condiciones de
camara de frio (5 a 10 °C) y se debié asegurar que la produccion de estas yemas
fuera la apropiada en el momento que se requerian.
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4. Etapas intermedias de embriogénesis. Las primeras etapas de induccion de callo y

embriogénesis somatica no presentaron grandes problemas. Sin embargo, fue casi
imposible lograr una diferenciaciéon a estado embrionario inicial, lo cual provocé la
generacion de nuevas alternativas de ensayos, hipétesis y trabajos adicionales, y
analisis como los de tipo histolégico, los que nos llevaron a etapas finales de los
plazos del proyecto. No obstante lo anterior, se logré generar un conocimiento
inédito para nuestro equipo en los aspectos relevantes de esta técnica avanzada
de propagacién clonal in vitro, que no teniamos previamente.

Proteaceas

1.

Oxidacion de compuestos fendlicos (browning). Este problema se presentd con
mayor importancia en el género Protea, el cual en un inicio, s6lo alcanzaba una
sobrevida en condiciones in vitro de menos de 12 hrs. También se verifico en
Banksia, y en menor medida en el género Leucospermum. Lo anterior provoco la
generacion de alternativas de manejo de plantas madres con el fin de lograr
brotacion de tipo juvenil y asi obtener los explantes necesarios. Tambien la
definicién de un sistema de transporte de los explantes en condiciones muy
hidratadas, lo cual se verifico es vital para la sobrevivencia de los explantes de
estas especies, en las primeras etapas in vitro, aun cuando se trata de especies
que poseen sistemas morfoldgicos de adaptacién a bajos contenidos de humedad.
Brotacion lateral y proliferaciéon. En todas las especies, pero en particular en
Banksia, la brotacion lateral fue una limitante para la proliferacién de los explantes
en condiciones in vitro. Lo anterior provocé la generaciéon de un estudio mas
acabado de las Ultimas alternativas de reguladores de crecimiento vegetal (RCVs)
disponibles y que pudieran servir en estos casos. El uso de tiadiazurén (TDZ) fue
un hito importante en nuestro proyecto, lo que permitié avanzar significativamente
a las etapas posteriores de multiplicacién, sobretodo en Leucospermum.
Enraizamiento. Sélo en el caso de Leucospermum se pudo lograr a esta fase de
cultivo, la cual no se logré alcanzar del todo. Lo anterior también generd nuevas
hipétesis, consultas con especialistas extranjeros con experiencia en propagacion
tradicional, y es posible que se logre este objetivo en el corto plazo, fuera de los
plazos del proyecto. La mayor contribuciéon en este aspecto, fue el uso de niveles
diferentes de auxinas y el manejo ambiental (temperatura y oscurecimiento) el que
presenta auspiciosos resuttados.
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3. Actividades del Proyecto:

. Carta Gantt o cuadro de actividades comparativos entre la
programacion planteada en la propuesta original y la real.
. Razones que explican las discrepancias entre las actividades

programadas y las efectivamente realizadas.

Las principales razones por las cuales se explican las discrepancias entre las
actividades programadas y las efectivamente realizadas, se pueden resumir en las
dificultades enfrentadas a nivel metodolégico, intrinsecas a actividades de investigacion,
en las cuales el conocimiento y el desarrollo de alternativas metodolégicas, requieren de
un proceso flexible, que no es por lo tanto previsible en sus detalles. No obstante lo
anterior, las lineas de acci6on generales que se disenaron y postularon en el proyecto
original fueron abordadas en su totalidad, tanto a nivel de grupo de especies, como de
problemas a ser abordados y resultados generales esperados.

El detalle de cada una de las actividades que se realizaron en la forma
programada se explican en el cuadro de carta Gantt que se detalla a continuacion.
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o

Task Name

Inicio
OBJ 1. FASE EXPERIMENTAL
PREPARACION Y SELECCION DEL MATERIAL DE PROPAC
Actualizacidn bibliografica
Implementacién de invemadero y sombreadere PUC
Implementacién camara de crecimiento exvitro PUC
Chtencién de plantas madres
Compra e importacién de culivares de interés [Alstroc
Compra y recpleccidén de cultivares de interés en Chile
Establedmiento Coleccién de plarias madres (Alstr ¥ Pec
Establecimienio Coleccion plantas madres Prod Asoc. {es}
Desarrollo de un Programa de limpieza y Sanitizacion
Analisis fitopatoldgicos
Recoleccion y preparacidn de muestras
Anzlisis de resultados
Analisis nutricionales
Recoleccién de muestras
Andlisis nutricional completo
RW : Coleccién plamtas madres en PUC y prd Asac |
Disminucidn carga patégenos superficiales pl madres
Aplicacion de tratamientos fitesanitarios a plantas mar
Estade fenclogico dptima para imciacion de explante )
Estado fencldgico Sptime para inciacidn de explamte |
Mantencién y manejo de plantas madres afo 1
Incorporacion de huevas variedades y/o ejerplares p
Mantencian y manejo de planias madres afio 2
Incorparacion de nuevas variedades yfo ejemplares p
Mantenciiin y maneio de planias madres afio 3
Incarporecion de nuevas variedades yfo ejemplares p
Mamencién y manejo de planias madres afio 4
Incorporacion de nuevas variedades yfo ejemplares p
RV Coleccidn Plantas madres corsolidado como unidad ¢
INICIACION DEL CULTIVO
Seleccidn del explante apropiado para el objetivo de p
Evaluacién de distintos tipos de explantes de Inici
Brotes aéreos:Protea
Rizomas Alstroemerna
Raiz Tuberosa.Peonia
Otras estructuras
Establecimiento de un pregrama de estedlizacion

Duration

od
195 w
195 w
4w
10w
10w
6w
Ew
G w

2w
4w
40w

0d
60w
24w
24w
2w
8w
Bw
Bw
80 w

Start

Thu 15/12/05
Thu 15/12/05
Thu 15/12/05
Thu 15/12/05
Thu 15/12/05
Thu 15/12/05
Thu 15/12/05
Thu 1512405
Thu 15/12/05
Thu 22/12/05
Thu 22/12/05
Thu 22/12/05
Thu 02/02/06
Thu O/02/06
Thu 02/03/06
Thu 02/02/06
Thu 02/02/08
Thu (2/03/06
Wed 29/03/06
Thu 02/02/06
Thu 22/06/06
Thu 02/02/06
Thy 03/08/06
Thu 22/12/05
Thu 09/11/06
Thu 07/12/06
Thu 08/11/07
Thu 06/12/07
Thu 06/11/08
Thu 04/12/08
Thu 13/08/09
Wed 09/09/09
Thu 02/02/06
Thu 02/02/06
Thu 02/02/06
Thu 02/02/06
Thu 02/02/06
Thu 30/03/06
Thu 25/05/06
Thu 02/02/06

Firish

Thu 15/12/08
Wed 09/09/05
Wed 00/02/08
Wed 11/01/08
Wad 22/02/08
Waed 22/02/06
Wed 25/01/06
Wed 25/01/06
Wed 25/01/06
Wed 01/02/06
Wed 01/02/06
Wed 09/09/09
Wed 29/03/06
Waed 01/03/06
Wed 29/03/06
Wed 29/03/06
Wed 01/03/08
Wed 268/03/06
Wed 26/03/06
Wed 21/06/06
Wed 20/06/07
Wed 02/08/06
Wed 31/01/07
Wed 06/12/06
Wed 06/12/106
Wed 056/12/07
Wed 05/12/07
Wed 03/12/08
Wed 03/12/08
Wed 09/09/08
Wed 09/08/09
Wed 09/02/08
Wed 28/03/07
Wed 19/07/06
Wed 19/07/06
Wed 05/07/06
Wed 29/03/06
Wed 24/05/06
Wed 19/07/06
Wed 28/00107

2006 2007 | 2008 2009 201
Q3 Q4 Q1 Q2 Q3 Q4 Q1 Q2 /'Q3 Q4 Q1 Q2 Q3 Q4 Q1 QZ Q3 Q4 Q@i

@ 1512
i S i e

95%
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41
2
43
44
45
48
47
48
48
50
51
62
53

55
56
57
58
58
60
61
62
63

85
66
67
68

69
70

71
72
73
74
75
76
77
78
79
80

Task Name

Evaluaciin de alternativas de desinfecion previa 2
Lavado en agua comiente: distintos tempos de ¢
Etanol 75%. dipping de explanies
Etancl 90% flameo de explantes
Bafio en solucitn fungicida yio bactencida: distint
Agentes esterilizantes: Distintos tipos, tiempos ¥ ¢
NaQCi - Ca(DCI)2 - HgClI2
Antibisticos en el medio de cultivo; Distintos tipo:
Secuencia de desirfeccidn
Disminucion del tamaino del explante
Evaluacion de distintos tamafios de explantes
Definicion de tamafie criico minime
Control de reacciones de hipersensibilidad
Uso de compuestos guelantes yfo antioxidanles
Evaluacion de cuttivo en medio liquido
Evaluacion de la frecuencia de traspaso
RV Establecimienio protacolos de iniciacion para Alst
MULTIPLICACION
Actualizacion bibliografica
Implementacidn de estrategias convencionales de mul
Reguladoras de crecimiento vegetal; Uso de distntos
Medio basal:Uso de distimos tipos v concentracicnes
Carbohidratos: Uso de distintes tipos v concentracion:
Implementacidn de estrategias no convencichales de ¢
Varlacidn de condiciones amblentales (Peonia)
Implementacion de cultive a bajas temperaturas
Mantencidn constante a baja temperatura
Pulsaciones de fric
Manejo de ia caldad ¢ imtensidad de la radie
Embriogénesis somdtica (Peonia)
Seleccitn de explante
induccion de callo
Formacion de embrianes
Germinacitn de embriones y conversion a plantu
Inmersion temporal (Alstroemeria y Peonia)
Implementacién de SIT
Ajuste de pardmetros en SIT
Sub etapa de efongacion
Control de vitrificacion
Variacién del patencial ssmdtice del medio de cu

Duration

6w
4w
16w
18w
16w
B w

Start

Thu 0202106
Thu 02/02/06
Thuy 02/03/06
Thu 02/03/06
Thu 22/06/06
Thu 20/07106
Thu 20/07/06
Thu 14/09/06
Thu 01702107
Thu 20/67/06
Thu 20/07/08
Thu 12/10/06
Thu 09/11/08
Thu 08/11/06
Thu 09/11/06
Thu 08/11/06
Wed 21/02/07
Thu 20/07/06
Thu 20/07/06
Thu 17/08/06
Thu 17/08/08
Thu 17/08/06
Thu 17/08/08
Thu 18/81/07
Thu 15/02/07
Thu 15/02/07
Thu 150207
Thu 26/04/07
Thu 150207
Thu 18/01/07
Thu 18/01/07
Thu 01/03/07
Thu 19/97/07
Thu 06/12/07
Thu 15/02/07
Thu 15/02/07
Thu 17/05/07
Thu 17/01/08
Thu 15/02/07

Thu 15/02/07

Firush

Wed 11/10/06
Wed 01/03/08
Wed 21/06/06
Wed 21/08/06
Wed 11/110/06
Wed 28/03/07
Wed 13/08/06
Wed 31/01/07
Wed 28/03407
Wed 08/11108
Wed 11/10/06
Wed 08/11/06
Wed 2102007
Wed 17/01/07
Wed 17/01/07
Wed 21/02/07
Wed 21/02/07
Wed 1804508
Wed 16/08/06
Wed 14/02/07
Wed 14/02/07
Wed 14/0207
Wed 14/02/07
Wed 18/04/08
Wed 15/08/07
Wed 15/08/07
Wed 15/08/107
Wed 15/08/07
Wed 04/07/07
Wed 27/02/08
Wed 28/02/07
Wed 18/07/07
Wed 05/12/07
Wed 27/02/08
Wed 16/04/08
Wed 16/05/07
Wed 18/04/08
Wed 16/04/08
Wed 150807
Wed 15/08/07

2006
Q3 G4 o

(2007
Q2 Q3 Q4 Q1

2008 2009
Q2 Q3 Q4 Q1 Q2 Q3 Q4 Qt

201
gz Q3 Q4 N
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IO Task Name

81
82
83
84
a5
26
87
88
a8g
80
91
52
93
94
a5
96
87

=

111
12
13
114
115
115

17

118
119
20

RV Aumento de las tasas de crecimiento, multiplicacion y
PRETRANSPLANTE O ENRRAIZAMIENTO
Formacién de Organos de reserva
Tecnlcas no convencionales de produccion de drg
Medio basal: evaluarion de dmstintos medios y su
Tratamiento a bajas temperaburas en distintos tie
Carbohidratos: Uso de distintos fipos y concentrs
Hormonas no convencionales: Uso de distintos
Manejo de la calidad e intensidad de la radiacion
Formacion de Raices adventicias
Medlos y condiciones de cultiva para la induccian
Reguladores de crecimiento vegetal. distintas fug
RY: Obtencion de raices adverbcias y formacion de organ
ACLIMATACION
Estrategia de control ambiental
Evaluacion de sustratos
Evaluacion de contenedores
Ewvaluacion de control ambiental
Aplicacidn de dferentes tratamienios fitosanitarios ¥ mejor
RV: Establecimiento de planlas en condiciones ex vitro

RV Evaluacién no convencional de fases del cultiva in vitra

ANALISIS TECNICO DE NUEVAS OPCIONES {Spp o cultivares) P#
OBJ 2. FASE MODELO TECNICO PRECOMERCIAL

Desarrollo de definicidn estratégica del modelo precomercial
Prospeccidn de demanda nivel nacional producios de la UEM
Desarrollo imagen técnica para Stio Web difusién
Ajustes tedricos por desarrollo a mayor escala
Ajustes de seleccion de matenal de propagacion
Ajuste de iniciacién del cultivo
Ajuste de muliplicacion
Ajuste de pretransplante
Ajuste de achmatacidn
Determinacidn de infraestruciura y equipamiento requeridc
Adaptacién de laberalorio y cAmaras, e invemaderos
Adquisicion de insumos
Implementacién precomercial de sistema de propagacldn;
Integracién de etapas.preparacidn, iniciacion, pretrasplante
Labaoratorio
Camara de crecimiento

Invernadero

Duration

ad
52w
52w
52w
26w
26w
26 w
26w
2w
52w
52w
52w

od
46 w
a0 w
20w
20w
40w
21w

od

od
Bw
194 w
26w
12w
10w
80w
20w
12w
16w
Sw
2w
2w
2w
9w
26w
6w
8w
10w
10w

Start

Wed 16/04/08
Thu 15/02/07
Thu 15/02/07
Thu 15/02/07
Thu 18/02/07
Thu 15/02/07
Thu 16/08/07
Thu 168/08/07
Thu 15/02/07
Thu 15/02/07
Thu 15/02/07
Thu 15/02/07

Wed 13/02/08
Thu 12/04/07
Thu 12/04/07
Thu 12/04/07
Thu 12/04/07
Thu 12/04/07
Thu 04/10/07

Wed 27/02/08

Wed 09/09/09
Thu 15/12/05
Thu 12/01/06
Thu 12/01/08
Thu 20/04/06
Thu 12/01/06
Thu 13/07/06
Thu 13/07/06
Thu 22/02/07
Thu 17105407
Thu 06/09/07
Thu 01/11/07
Thu 24/01/08
Thu 24/01/08
Thu 24/01/08
Thu 24/01/08
Thu 24/01/08
Thu 17/04/08
Thu 17/04/08
Thu 15/05/08

Finish

Wed 16/04/08
Wed 13/02/08
Wed 13/02/08
Wed 13/02/08
Wed 15/08/07
Wed 15/08/07
Wed 13/02/08
Wed 13/02/08
Wed 13/02/08
Wed 13/02/08
Wed 13/02/108
¥ved 13/02/08
¥wed 13/02/08
Wed 27/02/08
Wed 16/01/08
¥Wed 29/08/07
Wed 29/08/07
Wed 16/01/08
Wed 27/02/08
Wed 27/02/08
¥Wed 09/09/08
Wed 08/02/06
Wed 30/08/09
Wed 12/07/06
Wed 12/07/06
¥ved 22/03/06
Wed 23/01/08
Wed 29/11/06
Wed 16/05/07
Wed 05/09/07
Wed 31/10/07
¥Wed 23/01/08
Wed 16/04/08
Wed 16/04/08
Wed 26/03/08
Wed 23/07/08
Ywed 05/03/08
Wed 11/05/08
Wed 25/06/08
YWed 23/07/08

2008

Q3 Q4 Q1 Q2 Q3 Q4

0%

2007

2008 2008

Q1 Q2 Q3 Q4 Q1 Q2 Q3 Q4 Q1

201
Qz Q3 Q4 Q1

09109

86%

1100%
0%

88%
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122
123
124
125
126
127
128
129
130
131

133
134
135
136
137

129
140
141
142
143
144
145
146

148

151
152

(1D Task Name

121

132

138 |

147
148

150

153 |
154 | RV Actividades de difusion realizedas

Vaiidacion operativa del sistema imtegredo
Evaluacidn de volirmenes, costos y tiempos de obtencion de pn
Redisefio de protocolos en base a resuftados precomercisles
Andlisis requisitos SAG
Desarrolio Unidad de Serviclos Desarrello protocolos mult
Definicién de Productos
Plantas in vitro
Plantas aclimaladas ex wtro
Servicio Desamrallo Protocalos Multiplicacion
Defnicion ambito de los productos
Palitica de confidencialidad
Estrategia de protecdon de resuftados
Posicionamiento en e mercado tecnologico
Estrategia para el desamolio de nuevos protocalos yio sen
Implementacién y eval. imagen corporativa
Cesarmrolle de plan de negocios precomercial
Digefto de Plan de Desarrollo para mantencién competivic
RV.: Productos desamollados a nivel pre-comercial

RY: Unidad espedalizada evaluada e implementada a nivel precons
0B8J 3. EXTENSION Y DIFUSION

Preparacion de Publicacion de exlension 1

Preparacion de Publicacian de exiension 2

Preparacion de Publicacidon centifica 1

Preparacion de Publicacién cientifica 2

Preparacién de Publicacién cientifica 3

Preparacion y Realizacion de Charla y taller de difusién anuval 1
Preparacién y Realizacién de Charla y taller de difusion anual 2
Preparacion y mantencion de Sitic Web de difusion
Preparacion y Asistenciz a Congreso Cientifico Nacional
Preparacion y Asisiencia a Congreso Cientifico Nacional
Preparacion y Asistencia a Congreso Cientifico Internacional
Preparacién y Asistencia a simposios o convenciones en el ére;
Preparacién y Reahzacién de Semnaric final

155 | Fin proyecto

Duration

10w
14 w
12w
4w
36w
20w
16 w
186w
16 w
6w
8w
10w
14w
16w
12w
18w
1w
0w
Ow
174w
10w
10w
20w
20 w
16 w

Gw
164 w

Iw
Iw
3w
4w
0d
0w

Start

Thu 15/05/08
Thu 24707108
Thu 30/10/08
Thu 258/12/08
Thu 22/01/0%
Thu 22/01/09
Thu 22/01/09
Thu 05/02/08
Thu 18/02/09
Thu 19/03/09
Thu 30/04/09
Thy 28/05/09
Thu 28/05/09
Thu 28/05/08
Thu 28/05/09
Thu 28/05/08
Thu 25/06/09
Wed 30/09/09
Wed 30/08/09
Thu 01/06/06
Mon 02/04/07
Wed 01/04/08
Mon §1/10/07
Wed 01/10/08
Mon 04/05/08
Mon 03/09/07
Mon 01/09/08
Thu 01/08/08
Tue 02/10/07
Thu 1110107
Thu 11/12/08
Wed 03/10/07
Thu 03/09/09
Thu 03/09/095
Wed 30/08/05

Firesh
Wed 23/07/08
Wed 29M10/08
Wed 21/01/08
Wad 21/01/09
Wed 300909
Wed 1D/0G/08
Wed 13/05/09
Wed 27/05/09
Wed 10/06/09
Wed 20/04/00
Wed 24/06/09
Wed 05/08/09
Wed 02/09/09
Wed 16/09/09
Wed 19/06/09
Wed 30/09/09
Wed 30/09/G9
Wed 30/09/09
Wed 30/09/G9
Wed 30/09/09
Fri 08/06/07
Tue 08/06/09
Fn 15/02/08
Tue 17/02/09
Fr 21/08/09
Fri 26{10/07
Fri 24/10/08
Wed 22/07/09
Mon 22/10/07
Wed 311007
Wed 3112108
Tue 23110407
Wed 30/09/08
Thu 03/0%08
Wed 30/029/09

| 2008
Q3 Q4 Q1 Q2

2007
Q3 Q4

2008
Q2 Q3 Q4 1

2008 201
Q2 Q3 Q4 Q1 Q2 Q3 Q4 Q1

p0%
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4. Resultados del Proyecto:

. Descripcion detallada de los principales resultados del proyecto,
incluyendo su analisis y discusion utilizando graficos, tablas,
esquemas, figuras u otros, que permitan poder visualizar claramente
los antecedentes que sustentan las conclusiones relevantes del
desarrollo del proyecto.

Alstroemeria
Iniciacion a partir de rizomas para la multiplicacién clonal de Alstroemeria.

El objetivo de este conjunto de experimentos fue la modificar el protocolo de
esterilizacion descrito por Pedersen y Brandt, disminuyendo el nimero de cortes al apice
del rizoma como método de obtencion de explante de iniciacién. El nimero de cortes
efectuados no influyeron en los resultados de desinfeccién, pero si el tamano de la yema
pareci6 ser un factor determinante en la brotacion.

Frecuencia de desinfeccién de apice de rizoma seglin nimero de cortes que se realizaron a
los explantes de Alstroemeria spp. Tiempo de cultivo de 8 semanas.

_ ) Contaminacion Contaminacion
Sobrevivencia .
por Bacterias por Hongos
(%)
(%) (%)
1 Corte 80% a 20% 0%
2 Cortes 50% a 40% 10%

(1)Valores seguidos de igual letra en cada columna no presentan diferencia significativa,
segun el procedimiento de comparacion de medias de Scheffé modificado para proporciones
(P=0,05).

Como se observa en el cuadro anterior, no existen diferencias significativas entre
realizar uno o dos cortes a los apices del rizoma de Alstroemeria spp. Las
contaminaciones que se observaron fueron principalmente por colonias de bacterias. Las
colonias de hongos eran blanco-rosado algodonosas y nacian desde el explante. La
contaminacién por bacterias sélo se pudo observar después que los explantes fueron
traspasados desde los tubos de ensayos a frascos en la semana 6 - 7. Las colonias de
bacterias nacieron a partir del explante y de color blanco y amarillo.
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Resultados de desinfeccidn alcanzados por los explantes de los cultivares de Alstroemena cv. Freedom y cv
Sweel Laura, al cumplir 11 semanas desde su iniciacion.

A. cv. Freedom A. cv. Sweet Laura
Explantes limpios y i1}
vivos (%) 7ia na
Yemas apicales
limpias (%) 67 b 70b
Yemas laterales 80 ¢ 75 ¢

limpias (%)

Los dos cultivares utilizados no presentaron diferencias significativas en los niveles
de sobrevivencia al ser sometidos ai protocolo modificado de Pedersen & Brandt. Todas
las yemas de ambos medios respondieron al medio aumeniadc de tamafo y
desarrollando un brote y/o rizoma. Las yemas laterales dificilmente llegaron a formar
rizoma en ambos cultivares, por lo general este tipo de yema solo formé el tallo con hojas
o simplemente se estancaban hasta marchitarse,

Solo las yemas del cultivar Freedom se contaminaron con patégenos,
principalmente bacterias. Las colonias se originaban en el explante. Las yemas del
cultivar Sweet Laura no presentaron contaminaciones por patdgenos, pero algunas yemas
murieron por causa de la desinfeccion.

Resultado de sobrevivencia de Alstrocmeria ev Sweet Laura a tres niveles de NaQCI, al cumplir 5 semanas i

vitro.

Sobrevivencia

(%)
Nivel 1 (bajo} 73 a
Nivel 2 (medio) 47 p®
Nivel 3 (altc) 33 b

{1)Valores seguidos de igual letra en cada columna no presentan
diferencia significativa, segin el procedimientc de comparacion de
medias de Scheffé modificado para proporciones (P= 0,05).

Frente altas concentraciones de NaOCI, las yemas apicales y laterales presentaron
una oxidacion de color café del area externa de la yema que retardd su crecimiento en
varias semanas, que incluso les causo la muerte.

La respuesta fue progresiva a medida que se aumenté la concentracian de NaQCI.
Como muestra el cuadro anterior se puede apreciar que hubo diferencias significativas
entre el tratamiento mas bajo vy los niveles intermedio y alto. No hubo contaminaciones por
patdgenos, asi que las muertes solo se debieron a la 1oxicidad del desinfectante.
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Resultado a los diferentes niveles de NaOCI en las yemas apicales y laterales del rizoma de Alstroemeria cv.
Sweet Laura, al cumplir cinco semanas en cultivo in vitro.

Sobrevivencia
Yema apical (%) Yema lateral (%)
Nivel 1 (bajo) 75 a 70 d
Nivel 2 (medio) 40 b 60 d
Nivel 3 (alto) 35 b 30 d

(1)Valores seguidos de igual letra en cada columna no presentan diferencia
significativa, segun el procedimiento de comparacion de medias de Scheffé modificado
para proporciones (P= 0,05).

Como se puede ver en el cuadro anterior las yemas laterales no presentaron
diferencias significativas al ser expuestas a los tres niveles de desinfeccion.

Comparacién entre los cultivares Freedom, Liberty y Sweet Laura al ser sometidos al tratamiento inicial de
desinfeccion.

Cultivar Explantes Contaminacion  Contaminacion
Vivos Bacterias Hongos
(%) (%) (%)

Alstroemeria cv.

Sweet Laura 100a 0 0
Alstroemeria cv. 69 b" 24 7
Liberty

Alstroemeria cv.

Freedom 57b 28 "

(1)Valores seguidos de igual letra en cada columna no presentan diferencia
significativa, segun el procedimiento de comparacion de medias de Scheffé modificado
para proporciones (P= 0,05).

Se determiné que existe diferencia entre los cultivares para el efecto de los
tratamientos a plantas madre en la iniciacion in vitro. Los cultivares Liberty y Freedom
respondieron con bajas niveles de contaminacion in vitro cuando las plantas madre fueron
tratadas previamente, pero cv. Sweet Laura no presenté diferencia significativa.

Organogénesis directa in vitro de Alstroemeria cv. “‘Freedom” y cv. “Liberty” a partir de
botén floral.
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Frecuencia de desinfeccién de explantes de botén floral inmaduro de Alstroemeria cv. Freedom y A. cv.
Liberty iniciados in vitro.

Cultivar Explantes Explantes Explantes Explantes
(N°) Contaminados Etiolados Necrosados

(N°) (%) (N°) (%) (N°) (%)
Freedom 15 4 26,7 8 53,3 3 20,0

Liberty 15 3 20,0 5 33,3 7 46,7

Al cabo de dos semanas de cultivo la frecuencia de desinfecciéon de los brotes
florales fue de 73.3% y 80.0% para Freedom vy Liberty, respectivamente. La
contaminacion fue de tipo exdégeno. Aparentemente, los botones florales inmaduros del

cultivar Liberty son mas sensibles al corte con bisturi y a la accién del cloro como agente
de desinfeccion.

Frecuencia de desinfeccién de la iniciacion de explantes de botén floral inmaduro de 15 mm de didmetro
de Alstroemeria cv. Freedom y A. cv. Liberty, sin haber sido cortados con bisturi.

Botén fioral  Explantes Explantes Explantes Muertos
inmaduro (N°) contaminados etiolados
(N°) (%) (N°) (%) (N°) (%)
Freedom 12 7 58,3 4 33,3 1 8,3
Liberty 12 8 66,7 2 16,7 2 16,7

Al cabo de dos semanas de cultivo la frecuencia de desinfeccion fue de 41.7% vy
33.3% para Freedom y Liberty, respectivamente. La contaminacion fue de tipo exégeno lo
que indicaria que el tamano de explante es excesivo y provoca una mayor contaminacion.

Frecuencia de desinfeccién de la iniciacion de explantes de botédn floral inmaduro de 5 mm de diametro de
Alstroemeria cv Freedom y A. Liberty.

Cultivar
Frecuencia de desinfeccion
Explante . Explantes con
iniciados Explantes desinfectados brotes
(N°) (N°) (%) (N°)
Freedom 10 3 30 0
Liberty 10 2 20 1
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Ambos cultivares presentaron una frecuencia de desinfeccién de un 50%. Freedom
presentd 20% de contaminacion enddgena y 30% de exdgena, de igual forma Liberty
present6 un 10% y un 40%, respectivamente.

Validacion y perfeccionamiento técnicas iniciacion in vitro a partir de brotes florales.

Tratamientos con diferentes dosis de bencil amino purina (BAP).
- T1 control (0 mg L' BAP)
- T2(3mgL'BAP)
- T3 (6 mgL'BAP)
Los resultados obtenidos fueron analizados separadamente por cultivar y luego
entre cultivares para facilitar su entendimiento.

Alstroemeria cv. Liberty

Luego de una semana de cultivo in vitro, el tratamiento T1, en el cual se usé como
explante un botén floral individual (A1), el 66,7% de los explantes muridé y el 33,3%
presenté etiolacién, por lo que se dio por terminada la evaluacién de este tratamiento.
Como muestra el cuadro siguiente, de los tres tratamientos probados (T1, T2 y T3), sélo
en T3 se obtuvo resultados en cuanto a diferenciaciéon. De un total de 10 apices iniciados,
el 10% present6 diferenciacién. Se realiz6 una ensayo mas (T3R) el cual es una
repeticion del mejor tratamiento, en este caso T3, sin obtener resultados exitosos en
cuanto a diferenciacion de los apices. Al utilizar distintos tamanos de apices florales
inmaduros del cultivar Liberty no existen diferencias estadisticas significativas.

Resultado de los distintos tratamientos en la iniciacién de apices florales
inmaduros de A. cv. Freedom.

Tratamientos Apices Muertos Etiolados Diferenciados
(N°) (%) (%) (%)

T 15 46,7 a 53,3 a 0,0 a"

T2 12 66,7 a 333 a 0,0 a

T3 10 60,0 ab 30,0 a 10,0 ab

T3R 10 60,0 ab 00 b 40,0 ¢

(1) Valores seguidos de igual letra en cada columna no presentan diferencia significativa, seguin
el procedimiento de comparacién de medias de Scheffé modificado para proporciones (P = 0,05).
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Alstroemeria cv. Freedom

En el siguiente cuadro se muestran los resultados alcanzados por los distintos
tratamientos. En T1, luego de una semana de cultivo, el 46,7 % murié y el 53,3% se etiol6
por lo que dio por terminada la evaluacién. En los tratamientos en los cuales el explante
utilizado poseia mayor tamafo (T1 y T2) no se logré diferenciacion. Sin embargo, en T3
s6lo se alcanzé un 10% de diferenciacién de los apices. No se observd diferencia
estadistica significativa entre estos tres tratamientos (T1, T2 y T3). En el ensayo de
repeticion (T3R) se obtuvo un 40% de diferenciacion, un 0% de etiolacién y un 60% de
muerte. Entre T1, T2 y T3 no existen diferencias estadisticas significativas. Sin embargo,
al realizar un cuarto ensayo, repitiendo el mejor tratamiento y hacer el andlisis estadistico
este se presento diferencias significativas.

Resultados de la comparacion entre los 3 cultivares utilizados en el
Experimento 1.

Tratamientos Cultivar Apices Muertos Etiolados Diferenciados

(N°) (%) (%) (%)
T1 Freedom 15 47 53 0al
Liberty 15 67 33 0 a
T2 Freedom 12 67 33 0 a
Liberty 12 83 17 0 a
T3 Freedom 10 60 30 10 ab
Liberty 10 80 10 10 a
T3R Freedom 10 60 0 40 b
(validacion) Liberty 6 83 17 0 a
S. Laura 10 80 0 20 b

(1) Valores seguidos de igual letra en cada columna no presentan diferencia significativa,
segun el procedimiento de comparacion de medias de Scheffé modificado para proporciones
(P =0,05).

Al comparar los tres tratamientos mas el ensayo de repeticion, el mayor valor se
obtiene en el cultivar Freedom con un 40% de diferenciacién, seguido del cv. Sweet Laura
con un 20%. Existen diferencias significativas entre los cultivares Freedom y Liberty del
tratamiento T3R y los demas tratamientos.

Luego se realizaron tres mediciones en las cuales varios parametros del explante
fueron medidos, sin embargo sélo se muestran los relativos al largo y peso seco del
rizoma, ya que las caracteristicas de este son fundamentales para la sobrevivencia en las
etapas siguientes de la micropropagacién. Los resultados obtenidos fueron analizados
separadamente por cultivar.

Alstroemeria cv. Freedom

Luego de 8 semanas de cultivo in vitro, el tratamiento que logré una mayor tasa de
crecimiento del rizoma fue T3, alcanzando en promedio 13,6 mm de longitud, T1 (Control)
y T2 alcanzaron 9,2 y 11,8mm respectivamente. Sin embargo no existen diferencias
significativas al utilizar distintas concentraciones del RCV.
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Al considerar el peso seco, T3 fue el tratamiento que obtuvo mayores resultados
alcanzando 64,1 mg ante 18, 3y 42, 4 de T1 y T2, respectivamente. Existen diferencias
estadisticas significativas al comparar T3 (6 mg L' BAP) con T1 control (0 mg L ™).

Se consideraron como explantes muertos a todos aquellos que presentaran
necrosis 0 signos de contaminacion. El principal patégeno causante de la contaminacion
fue un hongo el cual no fue identificado. En ninguno de los tres tratamientos el porcentaje
de muerte por contaminacién o por necrosis fue significativo. En los tres tratamientos se
indujo el desarrollo de raices espontaneamente.

Resultado de distintas concentraciones de BAP en Alstroemeria cv. Freedom, luego
de 8 semanas de cultivo in vitro.

Tratamientos Muertos Largo Preso seco
(%) (mm) (mg)
Necrosis Contaminacion
T1 Control 0 13 92 a 183 a!
T2 13 7 11,8 a 424 ab
T3 20 7 13,6 a 641 b

(1) Valores seguidos de igual letra en cada columna no presentan diferencia significativa, seguin el
procedimiento de comparacién de medias de Scheffé modificado para proporciones (P = 0,05).

Alstroemeria cv. Liberty

En el siguiente cuadro, se observa que en este cultivar no existen diferencias
significativas al utilizar distintas concentraciones de BAP. Ei tratamiento con el que se
obtuvo mayor peso seco fue T3, con 30,5 mg. En cambio, al analizar el largo del rizoma,
es T2 el tratamiento con el que se obtuvo el mayor resultado, alcanzando 11,3 mm de
longitud. En los tres tratamientos el principal causante de muerte de los explantes fue la
contaminacion por hongos, el cual no fue identificado. En los tres tratamientos se indujo,
espontaneamente el desarrollo de raices.

Resultado de distintas concentraciones de BAP en Alstroemeria cv. Liberty,
luego de 8 semanas de cultivo in vitro.

Muertos

Tratamientos (%) I(_ranrg? Pre(srzgs)eco
Necrosis Contaminacion

T1 control 20 40 65 a 15,7 a'”

T2 0 17 11,3 a 223 a

T3 14 14 11,0 a 30,5 a

(1) Valores seguidos de igual letra en cada columna no presentan diferencia significativa, segun el
procedimiento de comparacion de medias de Scheffé modificado para proporciones (P = 0,05).

Alstroemeria cv. Sweet Laura

El mejor tratamiento para los dos parametros considerados fue T2, con el que se
obtuvo en promedio una longitud de 52,1 mm y un promedio de peso seco de 139,4mg.
Con T3 aunque se alcanzaron valores menores de 38,8 mm y de 96,3 mg no existe
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diferencia significativa. Al comparar el mejor tratamiento, T2, con el control (T1), si existen
diferencias significativas.

El porcentaje de muertes por necrosis o por contaminacién en los tres tratamientos es
muy bajo. El agente causante de la contaminacion fue un hongo no identificado.

Resultado de distintas concentraciones de BAP en Alstroemeria cv. Sweet
Laura, luego de 8 semanas de cultivo in vitro.

Tratamientos Muertos Largo Preso seco
(%) (mm) (mg)
Necrosis Contaminacién
T1 control 7 0 215 a 62,9 a"”
T2 0 7 521 b 139,4 b
T3 0 13 38,8 b 93,6 ab

(1) Valores seguidos de igual letra en cada columna no presentan diferencia significativa, segun el
procedimiento de comparacion de medias de Scheffé modificado para proporciones (P = 0,05).

Distintos sistemas y condiciones de cultivo en Alstroemeria in vitro

En el siguiente cuadro se muestra la tasa de esterilizacion de yemas del rizoma
para tres cultivares de Alstroemeria spp. Varido en un rango de 38 y hasta 72% en
promedio. Sin embargo, cabe destacar que las tasas menores correspondieron cuando se
comenzd con este ciclo de iniciaciones y fueron producto de la poca expertise de quien
las realizé. A medida que fue depurando la técnica los porcentajes se acercaron al 75 —
80% normal para esta fase.

Tasa de esterilizaciéon de explantes (%) de tres cultivares de Alstroemeria spp. Cultivados in vitro
en dos temperaturas de camara de crecimiento.

Cultivar ™ (‘guc“)“’o Explantes iniciados Explantes vivos Tasa es(toir)ilizacio'n
Freedom 21 102 61 59,8
Liberty 21 40 15 37.5
Sweet Laura 21 85 61 71,8
Sweet Laura 25 35 17 48,6

El tiempo de cultivo requerido para la fase de iniciacion y brotacién se pudo acortar
al disminuir el tamano de explante necesario para iniciar la fase de multiplicacion.
Durante la iniciacién 1 se observan tiempos de 50 dias los cuales fueron acortados a 21
y 31 dias (cv. Freedom y cv. S. Laura) en la iniciacion 3.
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Disminucion del tiempo de cultivo necesario en la fase de iniciacién y brotacion in vitro de
yema del rizoma de tres cultivares de Alstroemeria spp.

Cultivar T g)lg;ivo Iniciacién 1 Iniciacion 2 Iniciacién 3
Freedom 21 50 22 21
Liberty 21 50
Sweet Laura 21 50 36 31
Sweet Laura 25 38

Cuadro 8. Tiempo de cultivo y Tasa de multiplicac’dn en tres cultivares comerciales de Alstroemeria
spp. cultivados en dos condiciones de temperatura de camara de crecimiento.

Primer Ciclo Segundo Ciclo
Cultivar T° Cultivo Dias de  Explantes Tasa Dias Explantes Tasa
(°C) cultivo iniciales cultivo iniciales
Sweet Laura 19 23 1,0 29 14 1.4
Sweet Laura 36 11 1,0 30 21 1,9
21

Freedom 37 24 1,0 26 32 1,3
Sweet Laura 50 24 1,5

Liberty 63 8 1,1

Freedom 26 18 1,5

Liberty 25 29 18 1,4

Sweet Laura 36 19 1,7 30 36 1,9

Como se observa en el cuadro anterior, durante el primer ciclo de multiplicacion
Freedom no presenta aumento en el nimero de rizomas con brote en camara de
crecimiento con 21+ 1° C y presenta una tasa de multiplicacion de 1,0 rizomas por cada
rizoma iniciado. Liberty por su lado present6 una tasa de 1,1, similar a la tasa de cv.
Freedom. Sweet Laura en su primer ciclo a 25° C present6 una tasa de multiplicacion de
1,7. En resumen para este primer ciclo se puede constatar que Freedom y Sweet Laura
presentaron una mayor tasa cuando se desarrollan en camara de crecimiento a 25° C.
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En un segundo ciclo, consecutivo del primero, se observa que Sweet Laura, tanto a 21
como a 25° C, present6 una tasa de 1,9. Sin embargo cuando se toma un periodo de 66
dias (36 dias del ciclo 1 y 30 dias del ciclo 2) la tasa a 21° C permanece en 1,9 y la tasa
de multiplicacion en camara de crecimiento a 25° C fue de 3,3 rizomas por cada rizoma
iniciado.

La tasa de multiplicaciéon de cv, Freedom a 21 © C en un segundo ciclo consecutivo
alcanzé una tasa de 1,3 la cual todavia es menor que la tasa de cv. Freedom a 25° C.

Implementacion Sistema de Inmersion Temporal (SIT).

Experimento 1. Comparacién de la tasa de muitiplicacién de Alstroemeria cv. Sweet
Laura, utilizando el SIT con 6, 12 y 20 explantes por contenedor.

Los resultados obtenidos utilizando el SIT se detallan en el siguiente cuadro. La tasa
de multiplicacion tiende a aumentar a medida que los explantes llevan mas ciclos en el
sistema. Ademas se ha observado que los rizomas provenientes desde iniciacion
aumentan de tamano en los primeros ciclos, siendo esto mas importante que el aumento
en la tasa de multiplicacién.

El crecimiento de brotes vegetativos es mucho mayor en los explantes cultivados en el
SIT, en comparacion con aquellos explantes cultivados en medio liquido estacionario
tradicional.

Los rizomas proveniente de subcultivos anteriores (20 explantes /contenedor) fueron
los que presentaron la tasa mas alta de multiplicacion. Si bien la tasa de multiplicacién
bajé en el segundo ciclo, ésta presentd una nueva alza en el ciclo siguiente.

Resumen de los experimento realizados utilizando el SIT.

Explantes Ciclo Inicio Dias Explanies Tasa Multiplicacion
ffrasco cultivo jniciales vivos finales
1 24/01/2008 27 60 33 34 1,0
6 2 20/02/2008 41 34 29 35 1,2
3 01/04/2008 20 41 0 0 Contaminado
6 (Rep2) 1 08/05/2008 35 36 30 30 1,0
12 1 08/05/2008 40 72 50 50 1,0
1 12/03/2008 29 100 80 174 2,2
20 2 10/04/2008 29 174 76 107 1,4
3 09/05/2008 34 107 75 111 1,5

Cultivo control.

Rizomas de Alstroemeria cv. Sweet Laura, cv, Freedom y cv. Liberty cultivados en
medio liquido estacionario.
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Luego de realizado 3 subcultivos al tratamiento control, se obtuvo recién en el
tercer ciclo un aumento en la tasa de multiplicaciéon. El tamano de los rizomas, en su
mayoria, es menor comparado con aquellos obtenidos en el SIT, asi mismo estos rizomas
desarrollan menos cantidad de brotes aéreos.

Resumen del cultivo de control de cultivo in vitro de Alstroemeria Sweet Laura.

Ciclo Total Explantes Dias Tasa
Exp. por cultivo multiplicacion
contenedor Vivos totales Total final
1 46 3 40 40 38 1
2 40 3 36 36 33 1
3 36 3 33 40 32 1,2

Evaluacion tasa de crecimiento SIT.

Efecto del nimero de rizoma iniciales por contenedor sobre la tasa de
multiplicacién de Alstroemeria cv. Sweet Laura en sistema de inmersion temporal (SIT).

Tasa de multiplicacién y puntos de crecimiento logrados en Alstroemeria cv. Sweet Laura en
Sistema Inmersion Temporal con seis explantes iniciales por contenedor en medio MS
suplementado con 2 mg L™ de BAP.

Frasco n° rizomas n° rizomas puntos Tasa Puntos de
SIT-6 iniciales divididos crecimiento  multiplicaciéon  crecimiento
1) 20/08 6 9 25

2) 20/08 6 10 39

4) 20/08 6 15 24

6) 20/08 6 14 37

Total 24 48 125 2,0 2,6

Tasa de multiplicacién y puntos de crecimiento logrados en Alsfroemeria cv. Sweet Laura en
Sistema Inmersién Temporal con 12 explantes iniciales por contenedor en medioc MS
suplementado con 2 mg L™ de BAP.

Frasco n° rizomas n° rizomas puntos Tasa Puntos de
SIT-12 iniciales divididos crecimiento  multiplicacién  crecimiento
1) 20/08 12 22 64
2) 20/08 12 24 71
3) 20/08 12 13 31
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4) 20/08 12 17 63
Total 48 76 229 1,6 3,0

Efecto del numero de rizoma iniciales por contenedor sobre la tasa de
multiplicacién de Alstroemeria cv. Freedom en sistema de inmersion temporal (SIT).

Tasa de multiplicacién y puntos de crecimiento logrados en Alstroemeria cv. Freedom en
Sistema Inmersién Temporal con 12 explantes iniciales por contenedor en medio MS
suplementado con 2 mg L' de BAP.

Explan. Dias Ex. vivos Explantes Tasa
Ciclo iniciales cultivo iniciales Contam Muertos finales  multiplicacién
1 36 30 36 6 15 19 1,3

Alstroemeria cv. Freedom presentd una menor tasa de multiplicacién que A. cv.
Sweet Laura ya que estaba en su primer ciclo después de iniciacién.

Enrraizamiento y Aclimatacion de Alstroemeria cv. Swet Laura.

Con el fin de determinar la efectividad de distintos sistemas y ambientes de
aclimatacion se disefid un ensayo utilizando explantes del cv. Sweet Laura y de un clon
hibrido nuevo promisorio.

Caracterizacion de los tratamientos y resultados obtenidos en dos cultivares de Alstroemeria
realizados en dos sistemas de aclimatacion.

N° Rizomas Plantas finales % Ne° dias

Ciclo 1 Cama

) 15 12 80 63
S. Laura caliente
Ciclo 2 Cama

) 98 54 55 * 23
S. Laura Caliente
Ciclo 1 Sistema

26 0 0 29

Clon J7 multinivel

Se completd el protocolo de micropropagacion para el cultivar Sweet Laura,

incluyendo la fase de tratamientos a las plantas madre, adaptacion de protocolo para la
iniciacion in vitro, fase de multiplicaciéon convencional y en sistema de inmersion temporal,
como de enrraizamiento y de aclimatacion a condiciones ex vitro.
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Determinacion bacteria enddogena en Sistema de Inmersion Temporal para Alstroemeria

Dada la presencia de contaminacién de tipo bacteriana en el SIT, se procedio a
realizar un muestreo y cultivo del medio para determinar su origen.

Crecimiento de patégenos de medios en las placas ya se observaron a los cuatro
dias a 27°C, los cuales estan en la siguiente tabla, indicando las caracteristicas del
crecimiento.

Frasco muestrados de SIT que presentaron desarrclic de microorganismos y descripcién
de los mismos.

Frasco muestreado Observaciones

SIT-6 n°3 pequeno crecimiento bacterial, sin color

SIT-6 n%S pequefio crecimiento bacterial, sin color

SIT Freedom n°1 pequeno crecimiento bacterial, sin color
SIT Freedom n°3 peqguefo crecimiento bacterial, sin color

SIT SL n°3 no presentd crecimiento

SIT SL n% no presentd crecimiento

SIT 12 n°3 crecimiento parecido al de bacterias, sin coior

crecimiento de colonias grandes de micelios, color

SIT 12 n°4 blanco amarillento

Luego del cultivo se pudo definir que se trata de una especies de bacteria nno
patogénica, Gram+ pero no fue posible la determinacién de su género.
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Fase de multiplicacion de Alsfroemeria cv. Sweet Laura en Sistema de Inmersion Temporal suplementados
con diferentes RCVs: 2 mg L-1 BAP + 0.1 mg L-1 PBZ; 2 mg L-1 BAP y PBZ 0.1 mg L-1. Tiempo de cuitivo
182 — 189 y 189 dias, respectivamente.

Paeonia.

Los resultados obtenidos del primer experimento de iniciacion, fueron los
siguientes:

Ci: 20% NaQCl

C0,5: 10% NaOCI

fI§ 10 min
T5: 20 min
Resultados tras una Total Explantes N® Explantes %
semana de la iniciacion  explantes  contaminados iniciados Sobrevivencia
C1-T3 5 4 1 20,00
Planta 1
C0.5-T5 5 5 0 0.00
C1-T3 6 5 1 16,67
Planta 2
C0,5-T5 5 4 1 20,00
Total 21 18 3 14,29

Se obtuvo una sobrevivencia promedio de los explantes del 14.29%

34




A continuacion se presentan detalles de los resultados de pruebas consecutivas
de iniciacién de peonia a cultivo in vitro utilizando diferentes cultivares y fechas de
iniciacion.

Resultado de iniciacion de Paeonia cv. Immaculee, tras 60 dias de cultivo in vitro.

Fecha Iniciados Eliminados Sobrevivientes % Sobrevivencia

Contaminados No brotados

07/11/06 24 8 6 10 41,7

Resultado de iniciacién de Paeonia cv. Gardenia, tras 30 dias de cultivo in vitro.

Fecha Iniciados Contaminados Sobrevivientes Esterilizados % Sobrevivencia
(eliminados) Brotados No brotados
07/11/06 16 4 12 8 4 50,0

Resultado de iniciacién de Paeonia cv. Immaculee, tras 30 dias de cultivo in vitro.

Fecha Iniciados Contaminados Sobrevivientes Esterilizados % Sobrevivencia
(eliminados) Brotados No brotados
10/12/06 20 5 15 12 3 60,0

La frecuencia de desinfeccion lograda para el cultivar ‘Ilmmaculee’ a los 60 dias de
cultivo fue 41,6% y a los 30 dias en un segundo ensayo fue de 60,0%. Para el cultivar
Gardenia la frecuencia de desinfeccién a los 30 dias fue de 50,0%. En conclusién se ha
alcanzado un grado de descontaminacién 40 y 60%, pero depende mucho del cultivar.

La frecuencia de brotacion, con un tiempo de cultivo de 30 dias, de los explantes
esterilizados fue de 66,7% (8/12) para cultivar gardenia y de 80,0% (12/15) para cultivar
Immaculee.

Iniciacion de explantes in vitro de diferentes cultivares de Paeonia cvs. Immaculee,
Gardenia, Festiva Maxima y Monsieur Jules Elie.

La mayor tasa de descontaminacion fue de 100% para los cultivares Festiva
Maxima y Monsieur Jules Elie, en la sexta semana de cultivo, siendo significativamente
distintos de los cuiltivares Gardenia e Immaculee, con un 75% y 64,5% de
descontaminacién, respectivamente, no presentando diferencia estadistica entre ellos.
Cabe mencionar que los porcentajes de brotacién y descontaminacion fueron calculados
sobre el total de los explantes iniciados para cada cultivar. La contaminacion fue causada
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principalmente por hongos y bacterias, ademas algunos explantes presentaron exudacion
de fenoles al medio de cuitive. El mayor porcentaje de brotacion, a la misma fecha de
evaluacion, lo presentd el cultivar Gardenia con un 43,8%, seguido de ‘Immaculee’ con
42 1% vy finalmente por ‘Festiva Maxima' y ‘Monsieur Jules Elie’ con 33,0% y 30,0%,
respectivamente. No se encontraron diferencias significativas entre los cultivares.

Efecto del tratamiento fitosanitario realizado al plantel madre de los cultivares Immaculee,
Festiva Maxima y Gardenia en la descontaminacion de los explantes iniciados en
candiciones in vitro.

Se puede observar en la siguiente Figura, que del total de explantes iniciados del
cultivar Immaculee, se obtuvo un 75% de descontaminacién con la aplicacién de
fungicidas a la planta madre y un 62,5% sin la aplicacion. No se encontré diferencia
significativa entre ambos tratamientos. Sélo se observd brotacion de los explantes cuando
no se aplicd fungicida y esta fue de un 50% del total de explantes iniciados. Para la
brotacién el analisis estadistico arrojo diferencias significativas entre ambos tratamientos
fitosanitarios, posiblemente por que el cultivar Immaculee puede ser susceptible a la
accion del NaOCI.

100% =

50%

Porcentaje

0%
Con fungigida Sin fungicida
Tratamie ntos

@ % descortamnacion m % Brotacion

Porcentaje de explantes descontaminados y brotados correspondientes a cada tratamiento
fitosanitario, para el caso de Paeonia cv. Immaculee a la sexta semana de evaluacion.

En el caso del cultivar Festiva Maxima, como se indica en la siguiente Figura, se
obtuvo una descontaminacion de un 83% y una brotacion de un 33% (del total de
explantes iniciados) en ambos tratamientos, no presentando diferencias significativas.
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Porcentaje de explantes descontaminados y brotados correspondientes a cada tratamiento
fitosanitario, para el cultivar Festiva Maxima, a la sexta semana de evaluacion.

El cultivar Gardenia presentd un 100% de descontaminacion (Figura 3), no
obstante el porcentaje de brotacidén fue mayor en el tratamiento con fungicida que
presento un 66,67%. Sin aplicacion de fungicida la brotacion fue de un 40%. Sin embargo,
no se encontraron diferencias significativas entre ambos tratamientos fitcsanitarios.
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Porcentaje de explantes descontaminados y brotados correspondientes a cada tratamiento
fitosanitario, para el caso del cultivar Gardenia, a la sexta semana de evaluacion.
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Efecto de diferentes concentraciones de BAP (benzilaminopurina) sobre la proliferacion de
brotes de Paeonia cv. Immaculee y Top Brass.

La concentracién de 2 mg L' BAP, para el cultivar Immaculee, presentd los
mejores resultados en cuanto a tamafio del explante y nimero de brotes aéreos y
laterales. En promedio se alcanz6 una longitud de explantes de 2,45 cm para el
Tratamiento 1 (2 mg L"), 1,7 cm para el Tratamiento 2 (1 mg L") y 1,03 cm para el
Tratamiento O (control). Ademas el nimero de brotes laterales en el caso del Tratamiento
1 después de tres meses de cultivo fue de 0,64 y el nUmero de brotes aéreos fue de 0,38.
Sin embargo, el analisis estadistico no arroj6 diferencias significativas para la longitud de
los brotes, niumero de brotes aéreos y nimero de brotes laterales de los distintos
tratamientos.

Para el caso del cultivar Top Brass, se determiné que en cuanto a longitud de
explantes y nimero de brotes aéreos, la concentracién de 2 mg L' BAP presentd los
mejores resultados. Sin embargo, para el caso del nimero de brotes laterales, el medio
basal sin suplemento de regulador de crecimiento fue el que obtuvo el mayor porcentaje.
En el caso de este cultivar no se produjo diferencias significativas para ninguno de los
parametros evaluados.

Induccion de callo como fase inicial de Embriogénesis somatica en Paeonia.

En el siguiente cuadro se observa que la mejor induccién de callo se alcanz6 en
explante de primordio foliar con 2,0 mg L™ 2,4-D lograndose un 87,5% de los explantes
qgue formaran callo. Sin embargo, concentraciones menores de la auxina indujeron callo
en un valor cercano a 75% de los explantes. En apice caulinar el 87,5% de los explantes
formaron callo en medio MS suplementado con 1 mg L™ 2,4-D.

Efecto de medio MS suplementado con distintas concentraciones de 2,4-D en la induccién in
vitro de tejido de callo en explantes de primordio foliar y apice caulinar de Paeonia cv. Top
Brass. Tiempo de cultivo de 113 dias.

Tratamiento Induccién de
N° Explantes  N° explantes
Explante 2,4-D L . callo
4 iniciados contaminados
(mg L") (%)
0,0 34 34 0,0
Primordio 0.5 36 25 75,0
foliar 1,0 21 18 76,2
2,0 16 14 87,5
Apice 0,0 13 13 0,0
caulinar 1,0 8 8 87,5

En el siguiente cuadro se puede observar los resultados de la induccion de callo
utilizando &apice radical, donde la mayor inducciébn se alcanz6 con medio MS
suplementado con 0,8 mg L™ de 2,4-D.
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Efecto de medio MS suplementado con 2,4-D en la induccion in vitro de tejido de callo en
explante de dpice radical de Paeonia cv. Top Brass. Tiempo de cultive de 108 dias.

Tratamiento  N° Explantes N°explantes  Induccidn de

Explante (2,4-D mg L™ iniciados contaminados callo (%)
0,0 19 4 0,0
0,1 18 0 11,1
0,2 18 3 5,6

Apice radical 0,4 18 3 38,9
0,8 18 3 50,0
1.6 20 0 25,0
2,0 19 0 15,8

Para el cultivar Immacule, tanto para primordio foliar como para apice caulinar, la
mayor induccion de callo ocurrié con concentraciones de 1,0 mg L™ de 2,4-D.

Efecto de medio MS suplementado con 2,4-D en la induccién in vitro de tejido de callo en
explantes de primordio foliar y apice caulinar de Paeonia cv. Immacule. Tiempo de cultivo de 110
dias.

Explante Tratamiento  N° Explantes  N° explantes Induccién de
(2,4-Dmg L'1) iniciados contaminados callo (%)
0 10 7 0,0
Primordio 0,5 11 0 81,8
foliar 1,0 17 1 64,7
2,0 14 2 429
0,0 11 11 0,0
Apice caulinar 05 M 1 et
1,0 12 5 83,3
2,0 7 0 71,4

Respuesta del tejido de callo, inducido a partir de diferentes tipos de explantes iniciales
(primordio foliar y apice caulinar) de Paeonia lactiflora cv. Top Brass y cv. Inmacule, y
subcultivo a medio MS sin suplemento de reguladores de crecimiento.

Los callos evaluados presentaron una notable heterogeneidad en cuanto a sus
caracteristicas morfoldgicas y grado de compactacion, existiendo incluso diferencia entre
distintos sectores de un mismo callo.

En general, las zonas mas juveniles se distinguian por un color blanco a amarillo,
pero a medida que el tiempo de cultivo aumentaba, los callos se tornaban
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progresivamente mas oscuros, pasando por la gama de los cafés hasta el negro. En
algunos casos este proceso se vio acelerado por una excesiva produccion de fenoles, los
que se acumularon en el medio de cultivo, provocando la degeneraciéon y muerte de los
tejidos.

En cuanto a la estructura y su evolucién en el tiempo, fue posible destacar dos tipos
de callo: (1) el primero se caracteriza por una consistencia mas compacta y crecimiento
moderado. Es de aspecto mas seco, con una superficie granular organizada formando
l6bulos de color crema a amarillo oscuro. Hacia su base puede presentar distintos grados
de oxidacion, llegando al color café oscuro; (2) el segundo, se distinguié por ser muy
disgregable y de crecimiento rapido, de color blanco a plomizo, semi-translicido y
presentar un aspecto suave y hiumedo. En primera instancia su superficie fue irregular,
pero luego mostré un cambio progresivo hacia una forma mas estructurada, formando
nédulos de centro mas denso y oscuro. En algunos casos estos Ultimos tomaron una
forma esférica pronunciada que se destacé por sobre el cuerpo del callo y que se
desprendieron facilmente al manipularlas, llegando incluso a escindirse naturalmente del
callo. Posteriormente se observd que de estas estructuras dieron origen a formas
radiculares que han seguido su crecimiento de forma independiente a su tejido de origen.

Mediante cortes histolégicos se pudo evidenciar la presencia de zonas con fuerte
actividad mitética, caracterizados por células pequefias, con un nlcleo grande y
citoplasma denso. Estas se presentaron en todas las muestras tomadas, aunque con
distintos grados de organizacion. En el caso de las estructuras nodulares descritas, se
encontraron centros meristematicos claramente globulares, rodeados por células
altamente vacuoladas y fragiles, con gran contenido de almidén.

Respuesta del tejido de callo, inducido a partir de distintos tipos de explantes (a’pices
radicales, petaloides) de Paeonia lactiflora cv. Top Brass y cv. Imnmacule, a subcultivo en
medio MS sin suplemento de reguladores de crecimiento.

En el siguiente cuadro se observa que la mejor induccién de callo se produjo en
presencia de 1,6 mg L' 2,4-D alcanzdndose un 88,2% de formaciéon de callo vy
coincidiendo con una mayor cobertura de estos respecto al explante. Tanto el nimero de
callos inducidos como el tamano relativo de los mismos disminuyeron al disminuir la
concentracion de 2,4-D.

En los tratamientos con TDZ se obtuvo una produccién reducida de callo, con un
maximo de 23 % cuando la concentracién de TDZ fue de 0,2 mg L' y una cobertura que
no supera el minimo.

Efecto de distintas concentraciones de 2,4-D y TDZ en la induccién de callo en explantes de
petaloides de Paeonia lactiflora cv. Top Brass. Tiempo de cultivo de 104 dias.

Tratamiento 2,4-D TDZ N° Explantes % Explantes  Puntuacién
(mgL) (mgL") activos con Callo Promedio*
T1 0,4 - 45 46,7 17
T2 1,0 - 57 78,9 1.8
T3 1,6 - 51 88,2 2,2
T4 - 0,02 54 9,3 1
T5 - 0,2 51 235 1
6 - 2 54 14,8 1
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* Puntuacién segun cobertura en relacion al explante segin la siguiente escala:

Cobertura Puntuacién
0a25% 1
25 a 50% 2
50 a 75% 3
75 a 100% 4
100% 5

En los otros tipos de explantes iniciados (petaloides y filamentos provenientes
de botones primarios) no se obtuvieron resultados significativos, principalmente
debido a toxicidad por fenoles. En los segmentos radicales no se evidenci6
respuesta alguna.

Evolucién de callos embriogénicos de Paeonia lactiflora cv. Top Brass y cv. Immacule en
medio sin RCVs, y respuesta de estructuras tipo embrién (ETEs) a distintos factores
ambientales y reguladores de crecimiento.

Los callos mantenidos en medio de cuitivo de maduracién (sin RCVs), continuaron
su evolucion hacia formas nodulares cada vez mas marcadas. La elongaciéon de estos
nodulos dio origen a mas estructuras de tipo radicular, similares a la ya observadas y
capaces de seguir su desarrollo de manera independiente al callo que le dio origen. Esto
altimo hizo suponer su posible naturaleza embrionaria por lo que se les denomind
“estructuras tipo embrion” (ETEs) en el caso de las formas globulares y “estructuras tipo
embrién radiculares” cuando habia presencia d estructura tipo radicula.

Las ETEs demostraron mantener su integridad frente a estados avanzados de
oxidacion. Luego de la renovacién del medio de cultivo, éstas crecieron y destacaron por
encima del tejido necrosado, negro y suelto, por su apariencia maciza y su coloracion
crema. Este proceso fue especialmente notorio cuando se realizé6 un cambio entre medio
de cultivo semisolido a liquido, lo cual se refiejoé en una profusa generacién de estructuras
radiculares. Finalmente, una vez transcurridos 8 meses de cultivo, se obtuvieron ETEs
radiculares a partir de callos provenientes de todos los origenes y tipos evaluados. Los
callo de cv. Immacule se destacaron por formar nddulos muy marcados y generar una alta
cantidad de raices.

La prueba realizada para evaluar la respuesta de ETEs radiculares frente
condicién e cultivo de luz u oscuridad, mostré que aquellas estructuras expuestas a la luz
mostraron un crecimiento notoriamente menor respecto al control, mantenido en
oscuridad. Ademas, la presencia de luz pareci6é acelerar procesos de oxidacion o muerte
del explante. Sin embargo, en dos de las 16 repeticiones de este tratamiento, se observo
la sobreviviencia del explante junto con el engrosamiento y cambio coloracion verde del
el polo apical de la estructura.

Por otro lado, adicién de 0,3 mg L de carb6n activado al medio de cultivo, no
arroj6 resultados significativos en el desarrollo de las ETEs radiculares. Lo mismo ocurrié
en el caso del experimento destinado a romper una posible dormancia del epicotilo, en el
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cual se prob6 un pretratamiento de frio a 0°C por cuatro semanas, y la adiciéon al medio de
cultivo de 2 mg L™* BAP, 3 mg L' GA3 o la combinaciéon de ambos RCVs, sin que en
ninguno de estos tratamientos se registrara diferencia significativa respecto control.

El analisis histolégico de las ETEs radiculares permitid verificar la naturaleza
radicular de estas estructuras. Sin embargo, no fue posible identificar un meristema apical
bien diferenciado, por lo cual hasta el momento no he sido posible identificar a estas
estructuras como un embrién propiamente tal.

Etapa de maduracion embriogénesis somatica

Durante la etapa de maduracion el material proveniente de la fase de induccién,
realizada en medio suplementado con 1,6 mg L' de 2,4-D, fue transferido a distintos
medios para favorecer la expresion de su posible caracter embriogénico y la consiguiente
maduracién de embriones en formacion.

Luego de 30 dias de cultivo, los callos traspasados a medio sin reguladores de
crecimiento, presentaron un crecimiento moderado, sin presentar grandes cambios
morfologicos. Existio si, la tendencia a la formacién de nuevos grupos nodulares, y a una
mayor demarcaciéon de estos mismos. En aquellos nédulos de mayor tamario fue posible
distinguir un centro amarillo opaco. Entre estos ultimos, se vio un aumento en la presencia
de células blancas y destacd la aparicion, en 3 de los 19 casos estudiados, de estructuras
globosas de superficie lisa y brillante. La consistencia de estos callos era friable, por lo
que se disgregaron con facilidad frente a la manipulacién. Se presenté6 ademas un grado
variable de oxidacidon que afect6 a todos los casos estudiados. El efecto oxidativo se vio
reflejado en una coloracién heterogénea, principalmente grisdcea pero también café,
mezclados con sectores blancos y crema.

El efecto del carbdn activado se reflejé6 en una menor oxidacién y una mayor
estructuracion del callo nodular, con una mayor presencia de las estructuras globosas
brillantes antes descritas, aun asi no existieron cambios drasticos en cuanto a los rasgos
morfolégicos generales. Ademas, resultaron algo mas firmes durante la manipulacion. Se
observaron pequefias estructuras globulares que, desprendidas de la masa del callo,
crecieron para tomar una morfologia de posible naturaleza radicular.

La aplicaciéon de acido abscicico (ABA) al medio de cultivo, produjo cambios en la
morfologia de los callos tratados. A medida que aument6 la concentraciéon de la hormona,
se acentuaron cambios en cuanto a la firmeza, tasa de crecimiento y su aspecto general.
Los callos tratados con la dosis minima de ABA (0,05 mgl') mantuvieron caracteristicas
similar al control (sin RCVs). Cuando la concentracion aplicada aument6 a 0,5 mg L™ de
ABA se hicieron evidentes cambios morfolégicos, pero sin que la morfologia de callo
friable nodular se halla perdido por completo, como fue en el caso de los callos tratados
con 5,0 mg L™ de ABA, el cual cambi6 a una coloracion amarilla homogénea con algunos
tintes blancos, aspecto seco y superficie formada por pequefios nédulos irregulares. En
comparacion a los tratamientos sin RCVs y con 0,05 mg L' ABA, los callos con 0,5y 5,0
mg L' ABA tomaron una consistencia progresivamente mas firme y compacta, que los
hizo muy resistentes a la manipulacion. Ademas presentaron el mayor crecimiento en
superficie; los callos mantenidos 5,0 mg L' ABA alcanzaron un coeficiente de crecimiento
promedio de 3,6 comparado con un 1,4 del tratamiento sin RCVs. Al mismo tiempo
tuvieron una menor tendencia a la oxidacién.
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| Respuesta de calios frente a distintos medios
de maduracién

B Oxidacion (1}
® Coeficiente de Crecimiento {2)

a Consistencia (3]

sin RCWs + CA. sirt RCWs 0,05mgl-1 ABA 0,5mgll ABA 5 0mgl-1 ABA

Respuesta de callos embriogénicos despues de 30 dias de cultivo en distintos medios de

maduracion, en cuanto a oxidacién, crecimiento y consistencia.
{1) Oxidacién. Medida segdn escala valorativa del 0 al 4, donde O corresponde a
un nivel de oxidacién no relevante, y 4 a un nivel grave de oxidacion, con mas del 75 %
del tejido oxidada.

2) Coeficiernte de crecimiento. Calculado como la superficie final dividida per a
superficie inicial, con la superficie medida como el area del callo proyectada sobre el
plano, determinada en pixeles a través del programa Imaged.

(3) Consitencia. Medido segln escala valorativa de 1 a 4, donde 1 corresponde a
la menor consistencia o “friable” y 4 corresponde a la mayor consistencia o “firme”.

Luego de 30 dias de cultivo en sus respectivos medios de maduracién, todos los
tratamientos fueron transferidos a medio MS 100 sin reguladores de crecimiento. Al cabo
de 15 dias se pudo observar, en los callos del tratamiento con 0,5 y 5,0 mg L™ ABA, un
retorno hacia una forma mas friable y nodular, correspondiente a los callos cultivados sin
reguladores de crecimiento. Se observaron ademas tres casos en que callos provenientes
del tratamiento con carbdn activado, mostraron la presencia de estructuras del tipo
radicular, desarrolladas a partir de porciones nodulares, desprendidas previamente del
callo de origen. Estas estructuras de asemejan a aguellas descritas previamente como
ETEs para callos provenientes de Paeonia lactiflora cv. Top Brass y cv. Immacule.

Histologia

En muestras obtenidas a los 30 dias en tratamientos de maduracion del proceso
de embriogénesis somatica, ia tincion con azul de toluidina muestra grupos de células
pequenas con nucleos grandes tefidos de azul intenso y pared gruesa y bien definida,
que corresponderian a las caracteristicas descritas para células embriogénicas. También
en concordancia con la bibliografia, estos grupos celulares se encontraron rodeados a
células elongadas, altamente vacuoladas, de paredes delgadas, con tincion débil. La
organizacion de estas agrupaciones celulares solo alcanzd niveles iniciales de
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estructuracion, correspondientes a estados globulares como maximo, en todos los
tratamientos.

Proteaceae.

Selecccidn de tipo de explante para iniciacién in vitro

Con el objetivo de determinar el efecto del tipo de explante (posicion y
edad) se disend un conjunto de experimentos en los que se analizé la sobrevivencia de
los mismos luego del proceso de desinfeccion, en la cual también se analiz6 el efecto de
la época del ano (estado fenoldgico) sobre la sobrevivencia en el establecimiento in vitro
de las distintas especies proteaceas utilizadas.

Resultado desinfeccion segun tipo de explante en iniciado en la semana 52 del ano y evaluado en
las semanas 1y 4 del ano siguiente.

Banksia coccinea Leucospermum Protea
cv. High Gold cv. Lady Di
Semana del ano
1 4 1 4 1 4*
e}
N° Explantes 18 11 15

iniciados

Tipo explante Explantes esterilizados

(%)
A-J@ 40.35 24,56 46,35 30,77 61,11
M-J 27,78 0,00 27,27 9,09 50,00
B-J 22,22 5,56 50,00 33,33 40,00 -
Y- Lat 0,00
Promedio
explantes 4, 44 4513 4286 26,53 43,33
desinfectados
(%)

(1)Totalidad del plantel de Protea cv. Lady Di descartado en la semana 2 por muerte producto de fenoles.
(2) A-J: apical juvenil; M-J: tercio medio juvenil; B-J: basal juvenil; Y-Lat: yema lateral.

Los explantes que presentaron un mejor comportamiento en cuanto a
desinfeccién, en general para las tres especies, fueron los apices de los brotes (A-J), por
lo cual los ensayos siguientes fueron realizados con este tipo de explante.
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Estudio método de desinfeccion para Banksia coccinea

Resultado desinfeccion de brotes de Banksia coccinea iniciados in vitro durante la semana 52 del ano y
evaluado en la semana 2 del afo siguiente.

CONCENTRACION DE CLORO

1% 3% 5%
TIEMPO Explantes desinfectados Promedio
CONTACTO o o
: (%) (%)
(min)

3 11,1 22,2 11,1 14,8

(1/9) (2/9) (1/9)
5 22,2 11,1 33,3 22,2

(2/9) (1/9) (3/9)
10 7,7 7,7 30,8% 15,4

(1/13) (1113) (4/13)
Promedio (%) 12,9 12,9 258 17,2

Resultado de desinfeccion en Banksia coccinea iniciado in vitro durante la semana 2 y evaluado
en la semana 4 del ano.

CONCENTRACION DE CLORO

3% 5%
TIEMPO
CONTACTO Explantes desinfectados Promedio
(min) (%) (%)

3 13,3 20,0 16,7
(2/15) (3/15)

5 20,0 46,6 33,3
(3/15) (7/15)

10 40,0 0,0 20,0
(6/15) (0/15)

Promedio (%) 23,2 26,4 24,8
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Resultado desinfeccién en Banksia coccinea iniciados in vitro la semana 5 y evaluado en la semana 9 del ano.

CONCENTRACION DE

CLORO
3% 5%
TIEMPO .
CONTACTO Explantes E:‘I;a?mfectados Promedio (%)
(min) °
33,3 46,7
5 (5/15) (7/15) 40,0
40,0 46,7
10 (6/15) 7/15) 433
Promedio (%) 36,7 46,7 41,7

En el experimento arriba descrito el bajo porcentaje de descontaminacion logrado,
al parecer, se debe a la agitacion mediante Vortex, por lo cual se continuo realizando la
desinfeccién solo con agitaciéon manual.

Para el control de bacterias enddgenas, detectadas después de agitacion con
Vortex, los planteles de Banksia coccinea y Leucospermum cv. “High Gold” fueron
traspasados a un medio con antibiético en la semana 4. Sin embargo, no se logro
erradicar la bacteria y los dos planteles se debilitaron, a tal extremo, que fueron
descartados en la semana 6 por muerte.

A partir del ensayo 3 se determind que la concentracion y tiempo de exposicion
que mejor se adecua para B. coccinea correspondioé a una concentracion de cloro de 5%
por 5 min, considerando el porcentaje de desinfeccién y las caracteristicas de los
explantes (vigor y porcentaje de brotacion del plantel). Esta fue testada en el ensayo 4,
que en conjunto a lo anterior, incluye tres tipos de reguladores de crecimiento vegetal
(TDZ, ANA+BAP y BAP).

Resultado desinfeccion de ensayo 4 en Banksia coccinea iniciado in vitro en la semana 11 y evaluado en la
semana 12.

Regulador de crecimiento Total explantes desinfectados
(%)

BAP 68,8
(11/16)
ANA + BAP 75,0
(12/16)
TDZ 87,5
(14/16)
Promedio 78,13%
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Los resultados obtenidos en el Ensayo 4, en la primera semana de la iniciacion,
demuestran la eficacia del tratamiento de desinfeccion previa realizado, pero no
permitieron concluir acerca del efecto que los reguladores de crecimiento pudiesen tener
sobre el desarrolio de brotes.

Ensayo 6. Frecuencia de desinfeccion de explantes apicales de Banksia coccinea iniciado in vitro durante la
semana 34 y evaluado en la semana 37.

Numero

Tipo de Explantes Explantes
Planta madre Explantes N .
Explante Iniciados contaminados desinfectados
1 A 15 15 0
M 15 15 0
A 15 15 0
2 M 15 15 0
A 15 15 0
3 M 15 15 0
A 15 15
control M 10 10

La nula desinfeccion producida, a los 14 dias de iniciado el cultivo, determiné el
uso de PPM (Plant Preservative Media) con caracteristicas de fungicida y bactericida para
revertir la contaminacion. El lavado y agitado en esta solucién no revirtié la situacion,
debido principalmente a la gran concentracién de patégenos presentes en el cultivo.

Resultado desinfeccion de Ensayo 7 en Banksia coccinea iniciado in vitro la semana 37 y
evaluado en la semana 38.

NiUmero

Numero de Tipo de Explantes Expla_ntes E)_(plantes
Planta madre Explante Iniciados contaminados desinfectados

A 7 7 0

4 M 7 7 0
Subtotal 14 100,00% 0,00%

A 10 10 0

5 M 10 10 0
Subtotal 20 100,00% 0,00%

A 15 15 0

7 M 15 11 4
Subtotal 30 86,67% 13,33%

A 15 15 0

control M 15 15 0
Subtotal 30 100,00% 0,00%
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Al igual que en ensayo 6 la desinfeccién fue casi nula. Al igual que en
Leucospermum cv. High Gold, se evidencié un efecto de la época del ano en la frecuencia
de desinfeccion de explantes.

Frecuencia de desinfeccién de explantes nodales obtenidos de apices de brotes de la temporada del
Ensayo 8 en Banksia coccinea iniciados in vitro la semana 38 y evaluado en la semana 43.

Tipo de Numero Explantes Explantes Explantes
Explante Explantes contaminados desinfectados muertos
Iniciados
Segmento 60 0 60 0
nodal
Frecuencia 0,00% 100,00% 0%

Los explantes no contaminados del ensayo 7 que fueron divididos en entrenudos
con 1-2 yemas e iniciados en medio MS mas PPM presentaron una frecuencia de
desinfeccion de 100%.

Resultados desinfeccién de Ensayo 8 en Banksia coccinea iniciados in vitro 1a semana 43 y
evaluado en la semana 45.

Tipo de Numero Explantes Explantes
Tratamiento Explantes . -
Explante L contaminados desinfectados
Iniciados
Yema chica 15 1 14
Control  Yema grande 15 2 13
Subtotal 30 10,00% 90,00%
Yema chica 15 1 14
TDZ Yema grande 15 4 11
Subtotal 30 16,67% 83,33%

La frecuencia de desinfeccion se encontr6 entre 83,3 y 90,0%, se determin6 que la
diferencia se debe a la diferencia entre yema chica y yema grande para la desinfeccion
de los explantes. Los explantes, fueron pasados a medios suplementados con TDZ,
Kinetina y BAP mas PPM, para ver resultados en la préxima evaluacion.

Iniciacion de Banksia coccinea in vitro a partir de diferentes tipos de yemas axilares.

El cultivo fue revisado semanalmente durante cuatro semanas, en donde se
observé un 100% de descontaminaciéon. Tampoco se observd cambio en las yemas
cultivadas, por lo que se dej6é por cuatro semanas mas en el mismo medio de cultivo, se
evalu¢ al final del periodo y se observo que el cultivo estaba muerto por desecacion.

Efecto de diferentes tipos y concentraciones de citocininas (BAP, Kinetina, TDZ) sobre la
brotacion de yemas laterales en brotes apicales de Banksia coccinea.

El cultivo fue revisado semanalmente durante cuatro semanas, en donde no se
observd contaminacion como tampoco cambios en las yemas de los explantes, por lo que
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se procedi6 a cortar los explantes y se observdé que estos estaban muertos por
desecacion.

Brotacion de Banksia coccinea a partir de brotes apicales con medio MS modificado.

Como se observa en el cuadro 3, a la octava semana de cultivo in vitro, el tratamiento
que present6 el mayor porcentaje de explantes vivos fue el sin hoja con un 66,7%.

Explantes vivos de Banksia coccinea en medio MS modificado con 1 mg L de TDZ, a partir de distintos tipos
de explantes (hoja entera, media hoja y sin hoja), a la octava semana de iniciado el cultivo in vitro.

Tratamiento N° Explantes Explantes Explantes Explantes vivos
Iniciados contaminados necrosados (%)
(%) (%)
Hoja Entera 15 40,0 60,0 00a
Media Hoja 15 33,3 46,7 20,0 b
Sin Hoja 15 13,3 20,0 66,7 b

A la tercera semana posterior a la iniciacién in vitro, comenzé la brotacion de los
explantes, alcanzando en la octava semana una brotaciéon de 88,3% el tratamiento de
explantes sin hoja y de 48,2% para explante de media hoja, existiendo diferencia
significativa entre ambas medias (cuadro 20).

Efecto de brotacién de Banksia coccinea en medio MS modificado con 1mg L™ de TDZ a partir de diferentes
tipos de explantes (hoja entera, media hoja y sin hoja), a la octava semana de iniciado el cultivo in vitro.

Tratamiento N° Explantes Explantes Yemas totales de Porcentaje de
Iniciados vivos (%) explantes vivos brotacién (%)

Hoja entera 15 0,0 0 0,0 ¢

Media hoja 15 20,0 27 482 b

Sin Hoja 15 66,7 77 88,3 a

" valores seguidos de igual letra en cada columna no presentan diferencia significativa, segin el
procedimiento de comparacién de medias de Scheffé modificado para proporciones (P = 0,05).

El tratamiento que tuvo mejor resultado fue desfoliando el explante antes de ser
iniciado y también se observd como el color verde del tallo se fue intensificando a través
del tiempo.

Efecto del medio basal, MS 100% y MS modificado sobre la brotacion de Banksia
coccinea a partir de brotes apicales.

La mejor brotacion obtenida a la cuarta semana de iniciado el cultivo in vitro, fue
de 77,42% en donde el explante fue transportado del predio al laboratorio en espuma de

propagacion himeda, desfoliado y colocado en medio de cultivo modificado, versus 0%
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obtenido en todos los otros tratamientos (figura 4). Todos los ftratamientos se
contaminaron en la cuarta semana. La figura 5 demuestra la brotacién de las yemas

axilares de los explantes.

100% l

S0%

% Brotacién

MS 100% MS 100% MS 100% MS 100% M5 100%
modificado modificado modificado 1/2 haja
Bolsa papel Espuma Dasis

Tratamientos

Figura 4: Porcentaje de brotacidn de Banksia coccinea, a la cuarta semana, a
partir de los diferentes tratamientos (forma de transporte y medio de cultivo).

Evaluacion de la brotacion de yemas laterales de brotes apicales de B. coccinea iniciada
in vitro.

En la primera iniciacion, el 100% de los explanies se eliminaron en el franscurso
de las tres semanas que siguieron al dia de la iniciacion, debido a la contaminacion
fungica y bacteriana que sufrieron los explantes. La alta tasa de contaminacion se debid a
que los fungicidas usados en las plantas madres previc a la colecta de los explantes no
fueron efectivos. Frente a lo anterior se cambiaren fungicidas y la también la frecuencia de
aplicacion para la siguientes aplicacicnes.

En la sequnda iniciacion y tercera iniciacion, disminuy¢ la tasa de contaminacién a
80% del material iniciado, siendo considerado aun muy alto para io ya obtenido en etapas
anteriores del proyecto.

En la cuarta iniciacion, se aumentd la concentracién de NaOCI a 5%, nuevamente,
y se incrementd la sobrevida de los explantes a la esterilizacion e iniciacion in vitro,
alcanzado una tasa de 58%.
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Porcentaje de sobrevivencia de brotes apicales iniciados in vitro de B. coccinea con diferente tratamientos
previo en plantas madre y diferentes concentraciones de NaOCI en la esterilizacién.

Iniciacion Tratamiento  N° de explantes N° de explantes eliminados por: Sobrevivencia
iniciados - (%)
Hongos Bacterias Fenoles

Control 15 11 4 0 0,0

1 T1 15 12 3 0 0,0
T2 15 12 3 0 0,0

Control 15 5 0 7 20,0

z T1 15 0 0 11 26,7
T2 15 4 1 10 0,0

Control 15 13 0 0 13,3

32 T 15 9 0 0 40,0
T2 15 12 0 0 20,0

T3 15 13 0 0 13,3

Control 15 7 0 0 53,3

4° T1 15 1 0 0 93,3
T2 15 6 0 0 60,0

T3 15 11 0 0 26,7

Fue posible de obtener brotes laterales inducidos in vitro a partir del material de la
segunda iniciacion.

Porcentaje de brotacién de yemas laterales de brotes apicales de B. coccinea iniciados in vitro.

Iniciacién  Tratamiento  N° de explantes  N° de explantes Brotacién
sobrevivientes con brotes (%)
Control 0/15 0 0,0
1° T1 0/15 0 0,0
T2 0/15 0 0,0
Control 3/15 1 33,3
2° T1 4/15 2 50,0
T2 0/15 0 0,0
Control 2/15 0
32 T1 6/15 0
T2 3/15 0
T3 2/15 0
Control 8/15 0
42 T 14/15 0
T2 9/15 0
T3 415 0
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Multiplicacion de Banksia coccinea in vitro a partir de brotes laterales generados in vitro.

Se obtuvo brotes en los explantes de la segunda iniciacion en los tratamientos
control y el con medio modificado sin fosforo, los que han continuado expandiendo sus
tejidos (hasta el momento sélo foliares). No se obtuvieron nuevos brotes laterales.

Porcentaje de sobrevivencia de explantes subcultivados in vitro de B. atenuatta, B. coccinea, B. ericifolia y B.
menziesii en diferentes tratamientos.

Tratamientos

Control MS s/ Ca MS s/ P

R ® @

(&) (&) (&)

oy oy [

()] o [

2 2 2

Especie Inicial  Vivos ® Inicial Vivos 3 Inicial  Vivos ?

S 5 5

(@] [e] (@]

n 0 %)

-3 3 3
B. atenuatta 10 5 50% 10 6 60% 14 10 71%
B. coccinea 0 0 0% 2 2 100% 4 4 100%

B. encifolia 7 0 0% 2 0 0% 15 0 0%
B. menziesii 10 7 70% 16 6 38% 13 10 77%

Porcentaje de brotacién de explantes subcultivados in vitro de B. atenuatta, B. coccinea, B. encifolia y B.
menziesii en diferentes tratamientos.

Tratamientos

CONTROL MS s/ Ca MS s/ P
c c o
0 hel ©
®T 9 & S ®© o & & ® @9 ® [
g $ 5 ©® 5 § 5 @@ T g 5 O
Especie € S © R £ S @ R £ S m P
Banksia atenuatta 10 5 3 30% 10 6 0 0% 14 10 0 0%
Banksia coccinea 0 0 0 0% 2 2 0 0% 4 0 0%
Banksia enicifolia 7 0 0 0% 2 0 0 0% 15 0 0 0%
Banksia menziesii 10 7 2 20% 16 6 1 6% 13 10 2 15%
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Leucospermum cv. “High Gold”

Resultado desinfeccidon de Ensayo 1 en Leucospermum cv. "High Gold” iniciado in vitro la semana 52 y
evaluado en la semana 2.

CONCENTRACION DE CLORO

1% 3% 5%
TIEMPO Promedio
CONTACTO Explantes desinfectados (%)
(min) (%)
13,3
, 0,0 33,3
3 (2/15) (0/15) (5/15) 15,6
40,0 13,3 66,7
5 (6/15) (2/15) (10/15) 40,0
80,0 60,0 40,0
10 (12/15) (9/15) (6/15) 60,0
Promedio (%) 44,4 24,4 46,7 41,5

Resultado desinfeccion en Leucospermum cv. High Gold iniciado in vitro la semana 2 y evaluado en la
semana 4.

CONCENTRACION DE CLORO

1% 3% 5%

CSET&%QI'O Explantes desinfectados Promedio
(min) (%) (%)
38,5 66,7 30,8
5 (5/13) (10/15) (4/13) 46,3

38,5 60,0 38,5
10 (5/13) (9/15) (5/13) 46,3

Promedio (%) 38,5 63,3 34,6 46,3




Resultados desinfeccién en Leucospermum cv. High Gold iniciado in vitro la semana 5 y evaluado en la
semana 9.

CONCENTRACION DE

CLORO
1% 3%
TIEMPO CONTACTO Explantes desinfectados Promedio

(min) (%) (%)
5 20,0 46,7 33,3

(3/15) (7/15)
10 26,7 20,0 23,3

(13/15) (3/15)
Promedio (%) 20,0 33,3 28,3

El tratamiento empleado en el Ensayo 4 (concentracién de cloro de 3% por 5 min) es
aquel que arroj6 el mayor porcentaje de desinfeccion manteniendo la viabilidad del
explante. Si bien la brotacion de los explantes en los Ensayos 1 y 3 ha sido satisfactoria,

en el experimento 4 se probd la accion de diferentes reguladores de crecimiento (ANA,
BAP y TDZ).

Resultado desinfeccién de Ensayo 4 en Leucospermum cv. High Gold iniciado in vitro en la semana 11 y
evaluado en la semana 12.

Regulador de crecimiento Explantes desinfectados

(%)
BAP 91,7
(11/12)
ANA + BAP 100,0
(15/12)
TDZ 83,3
(10/12)
Control 75,0
9/12)
Promedio (%) 87,5
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Al igual que en B. coccinea, el tiempo de cultivo no permitié inferir acerca del
efecto de los reguladores de crecimiento. Sin embargo, los alios porcentajes de
descontaminacion demostraron la efectividad del método de desinfeccién implementado.

1000/0 e . - e S

500& I | I
UOA I R —— e N I l

diciembre febrero abril junio julio agosto  octubre

Frecuencia de desinfeccion en iniciacion in vifro de apice de brotes de la temporada de
Leucospermum cv. High Gold, evaluada en la cuarta semana de cultivo en camara de crecimiento (25+2°C} y
foioperiodo de 16 horas luz. Variacidn estacional desde diciembre de 2005 hasta octubre de 2006.

Numero de yemas por explante y efecto de reguladores de crecimiento vegetal en la frecuencia de brotacion
in vitro sobre apices de brotes de la temporada de Leucospermum cv. High Gold, evaluada en la semana 14
de cultivo en cdmara de crecimiento [25+2°C) v fotoperiodo de 18 horas luz.

. N°® yernas con brotes Brotes/

Hegulador de Tipo N® Explantes

o L explantes
crecimiento explante iniciados c/apice sfapice Total L

iniciados

BAP Apice 12 12 9 21 1,8
ANALBAP /TDZ Apice 12 18 13 31 2,8
TDZ Apice 12 4 8 12 1,0
CONTROL Apice 12 7 3 10 0,8

El uso de un pre-tratamiento de ANA+BAP por 7 dias y luego subcultivado a TDZ
presentd el mayor nimero de brotes (2,58 brotes) por explante iniciado luege de 94 dias
de cultivo. BAP presentd una tasa de 1,75 brotes/explante iniciado. Tratamiento con TDZ
y Control presentaron una tasa de 1,0 y 0,83 brotes/explante. La cantidad de brotes
formados desde yemas laterales de explantes con apice fue mayor que los brotes
formados desde explantes sin apice, 55.4% y 44,6% respectivamente.




Numero de yemas por explante y efecto de reguladores de crecimiento vegetal sobre la frecuencia de
brotacion in vitro sobre apices de brotes de la temporada de Leucospermum cv. High Gold, evaluada en la
semana 14 de cultivo en camara de crecimiento (25+2°C) y fotoperiodo de 16 horas luz.

Yemas
Regulador de Tipo N° Explantes
brotadas
crecimiento explante iniciados
(%)
BAP Apice 15 75,7
ANA+BAP /TDZ Apice 15 81,5
TDZ Apice 15 91,7
CONTROL Apice 15 53,7

El uso de un pre-tratamiento de ANA+BAP por 7 dias y luego subcultivado a TDZ y
TDZ (sélo) presentaron el mayor porcentaje de yemas brotadas por explante iniciado
luego de 94 dias de cultivo, 81,5 y 91,7% respectivamente. BAP present6 un porcentaje
de yemas brotadas de 75,7%.

Numero de yemas por explante y efecto de reguladores de crecimiento vegetal en la frecuencia de brotacion
in vitro en apice de brotes de la temporada de Leucospermum cv. High Gold, evaluada en ia semana 5 de
cultivo en camara de crecimiento (25+2°C) y fotoperiodo de 16 horas luz.

Regulador N°

Tipo de Explantes Explantes N° Yemas
de Explantes . N° Yemas
crecimiento Expiante Iniciados desinfectados muertos Brotadas
BAP Apice 13 10 3 83 37
76,92% 23,08% 8,3 44 58%
ANA+BAP Apice 13 12 1 70 5
Kinetina 92,31% 7,69% 5,8 7,44%
Kinetina Apice 13 10 3 75 38
76,92% 23,08% 7.8 50,67%
Control Apice 13 1 2 80 31
84,62% 15,38% 7,3 38,75%

El nimero de yemas laterales iniciales por explante se encontré entre 5,8 y 8,3y la
frecuencia de brotacion se encontré entre 7,14% y 50,67%. El pre-tratamiento con
ANA+BAP y subsiguiente traspaso a medio suplementado con Kinetina no tuvo efecto y el
suplemento BAP o de Kinetina (sola) mostraron la mayor frecuencia de brotacién de yemas
laterales.

Ensayo iniciales de multiplicacién de brotes en Leucospermum cv. High Gold
mostraron que el mejor tratamiento para la elongacion de brotes correspondioé a medio MS
suplementado con 2,0 mg L™ BAP + 2,0 mg L-".

Por otra parte, medio MS suplementado con BAP 6 2iP no mostr6 diferencias
significativas con medio WPM suplementado con BAP 6 2iP, en iguales concentraciones
de citocininas, alcanzando una tasa de formacion de brotes de 1,0 brotes/explante inicial.
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Esto contrasta con el resultado obtenido en el ensayo IV donde MS suplementado con 1,0
mgL"' BAP presentd una tasa de 1,75 brotes/explante inicial.

El Gitimo ensayo en desarrollo se desarroll6 para comparar el medio MS y WPM
con dos tipos de citocininas como son BAP y 2iP y a diferencia del anterior se us6 un
brote individual, éste fue medido en su altura para comparar su comportamiento en los
medios de multiplicacion ya descritos.

Largo de brotes iniciales de Leucospermum cv. High Gold, y efecto de dos medios de cultivo para
multiplicacién de brotes individuales (MS y WPM) suplementados con dos fuente de citocininas (BAP 6 2iP).
Condiciones de cultivo en cdmara de crecimiento (25+2°C) con fotoperiodo de 16 horas luz.

Explantes Largo promedio

o Explantes
Medio de cultivo iniciales de brote

Ne mm Contaminados Necrosados

MS + BAP 15 13,1 0 1
MS + 2iP 15 13,6 0 1
WPM + BAP 15 19,3 0 0
WPM + 2iP 15 16,0 1 0

Efecto de diferentes tipos y concentraciones de reguladores de crecimiento (BAP, ANA,
Kinetina y TDZ) sobre la brotacion in vitro de Leucospermum 'High Gold’.

A partir de los resultados obtenidos a la décima semana de iniciado el cultivo in vitro, se
puede apreciar en el cuadro 21 que con excepcion de Kinetina, el porcentaje de
descontaminacién se encontr6 en un rango desde 73% hasta 87%.

Efecto de BAP, Kinetina, TDZ y ANA+BAP en el nimero de yemas brotadas por explante y en el
porcentaje de yemas brotadas de Leucospermum ‘High Gold’ luego de diez semanas de iniciado el
cultivo in vitro.

RCV N° Explantes Explantes N°® Yemas Yemas Brotadas (%)
Iniciados vivos (%)

BAP 28 78,6 190 21,6 b"

ANA+BAP 13 77 58 86 b

Kinetina

ANA+BAP TDZ 15 73,3 126 48,4 a

Kinetina 13 38,5 37 62,2 a

TDZ 15 86,7 156 58,3 a

Control 28 85,7 216 185 b
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" valores seguidos de igual letra en cada columna no presentan diferencia significativa, segun el
procedimiento de comparacién de medias de Scheffé modificado para proporciones (P = 0,05).

El mejor tratamiento para la brotacion de yemas axilares fue Kinetina (62,2%), sin
embargo no difiere estadisticamente de TDZ (58,3%) como asi mismo de ANA + BAP/
TDZ (48,4%). No obstante se realizd un analisis cualitativo a los brotes de las yemas en
donde si se vio diferencia entre los brotes formados con Kinetina versus los formados con
TDZ, ya que se observé un mayor y mejor desarrollo de los brotes que se formaron a
partir de TDZ.

Efecto del subcultivo a medio MS basal suplementado con tiadiazuron (TDZ) sobre la
multiplicacion de brotes muiltiples de Leucospermum ‘High Gold'.

Luego de cuatro semanas de iniciado el subcultivo in vitro, el nimero de brotes
multiples vivos fue de 3,9 brotes/ explante. En los explantes iniciales se pudo observar un
mayor desarrollo de las yemas axilares de la parte apical, y fueron estos brotes los cuales
tuvieron una mejor estabilizacién en la etapa de multiplicacion.

Efecto del subcultivo a medio MS basal suplementado con tiadiazuron (TDZ) sobre la
multiplicacion in vitro de brotes elongados de [eucospermum ‘High Gold'.

Luego de cuatro semanas de iniciado el subcultivo in vitro no se observé aumento
en el numero de brotes elongados, los brotes se mantuvieron en iguales condiciones de
desarrollo. Posterior a la evaluacién los brotes fueron subcultivados a medio MS fresco.

Efecto del subcultivo a medio MS basal suplementado con BAP sobre la multiplicacion in
vitro de brotes elongados de Leucospermum ‘High Gold".

Luego de 7 semanas de iniciado el subcultivo in vifro a medio MS mas BAP el
numero de brotes multiples vivos fue de 2,8 brotes/ explante. Los brotes laterales fueron
cortados y subcultivados a medio fresco para un nuevo ciclo de 7 semanas.

En resumen para las etapas del cultivo desarrolladas para Leucospermum ‘High
Gold’: iniciacién, brotacion y multiplicacion de brotes multiples y de brotes elongados se
concluye que:

1. De la sub-etapa de iniciacion se desprende que la tasa de brotacion se

encuentra entre 58 a 62% del total de yemas laterales por brote apical brotadas y

que la tasa de formaciéon de brotes multiples es de 3,9 por explante, en cuatro

semanas de cultivo.

2. De la sub-etapa de multiplicacion de brotes multiples se desprende una tasa de

2,3 brotes, en cuatro semanas de cultivo.

3. De la sub-etapa de multiplicacién de brotes elongados se desprende una tasa

de muitiplicacién de 2,8 brotes, en siete semanas de cultivo.

Otros ensayos no detallados en el presente informe demostraron que no existié
diferencia, en la etapa de multiplicacién, entre medio basal MS y WPM. Por otro lado
tamafnos de explante pequefos (primordios foliares wunitarios con su yema
correspondiente) no proliferaron tanto en medio basal MS como WPM suplementados con
citocininas como 2iP o BAP.
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Efecto de diferentes tipos de requladores de crecimiento (BAP y Kinetina) sobre la
brotacion in vitro de Leucospermum ‘High Gold'.

Los brotes apicales iniciados en el tratamiento con BAP produjeron un total de 16
brotes con una tasa de formacion de 1,1 brotes/ brote apical. Para el caso de Kinetina la
tasa fue 1,9 brotes/ brote apical. En comparacién con TDZ que en iguales condiciones
presento una tasa de 3,9 brotes compactos/ brote apical.

Efecto de BAP y Kinetina sobre frecuencia de brotes apicales con yemas brotadas, porcentaje de brotacién
yemas y numero de brotes formados in vitro.

Tratamientos  Apices conyemas N° yemas/ Brotacion (%) N° brotes
brotadas (%) N° brote obtenidos

BAP 50,0 17,3 225a 16 a

Kinetina 100,0 13,3 396b 32b

Se encontré que existe diferencia estadistica, en la iniciacion in vitro de brotes
apicales de L. ‘High Gold’, donde el mejor tratamiento correspondié a medio MS
suplementado con Kinetina (39,6% de brotacién de las yemas y 32 brotes).

A partir de la informacién de todos los experimentos, de iniciacién y brotacion
realizados hasta la fecha, se determind que el medio MS suplementado con 4,5 uM TDZ 6
medio MS suplementado con 13,3 uM ANA + 13,3 BAP y luego subcultivo a medio MS
suplementado 4,5 uM TDZ difieren estadisticamente de los otros tratamientos y
presentaron un rango de brotacién de yemas laterales entre 61 y 68% de las yemas. No
existe diferencia entre los tratamientos con BAP y Kinetina, pero si con el tratamiento
control sin reguladores de crecimiento (a=0.05).
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Efecto de diferentes tipos y concentraciones de reguladores de crecimiento en la brotacién in vitro de yemas
laterales de brotes apicales de Leucospermum ‘High Gold’,

Tratamientos Yemas totales Yemas brotadas Brotacion
(N°) (N°) (%)

Control 274 71 259 ¢
BAP 375 117 31,2 be

Kinetina (KN) 191 84 440 b

TDZ 223 152 68,2 a

ANA+BAP/ KN 58 5 86 d

ANA+BAP/ TDZ 204 125 61,3 a

Efecto de TDZ + GAs y TDZ en la elongacion in vitro de brotes en L. ‘High Gold'. Tiempo de cultivo de 59
dias.

Dia0 Dia 17 Dia 44 Dia 51 Dia 58
Largo Brote (cm)

Tratamientos

TDZ + GAs 0 0,38 0,462 0,446 0,481 a

TDZ 0 0 0,455 0,472 0,667 b

Efecto de TDZ + GAs y TDZ en el nimero de brotes producidos in vitro en L. *High Gold’. Tiempo
de cultivo de 59 dias.

Tratamientos Dia 0 Dia 17 Dia 44 Dia 51 Dia 58

N° de brotes

TDZ + GAs 0 3,27 3,15 5,36 10,1 a

TDZ 0 0 5,1 8,55 111b

Se determindé que el tratamiento de 4,54 uyM TDZ suplementado a medio MS
presenté la mayor elongacion de brotes con 0,67 cm y el mayor numero de brotes con
11,1 brotes/ brote compacto, presentando diferencia significativa en ambos casos con
respecto de TDZ + GA; suplementado a medio MS.
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Efecto de TDZ en el aumento del nimero de brotes compactos formados in vitro en 28
dias de cultivo.

Los brotes compactos mantenidos en medio MS + TDZ presentan una tasa de
multiplicacién de 1,0 brotes compactos cada 4 semanas. Pero aumenta el niumero de
brotes y la elongacion de los brotes unitarios.

Efecto de TDZ sobre la tasa de multiplicacion in vitro de brotes compactos en L. ‘High Gold'. Tiempo de cultivo
de 28 dias.

N° Ciclos Brotes iniciales Brotes finales Tasa multiplicacion
multiplicacion
1 38 40 1,1
2 29 32 0,9

Efecto del subcultivo a medio MS basal suplementado con BAP o sin RCVs sobre la
multiplicacion de brotes elongados de Leucospermum ‘High Gold'.

La tasa de multiplicacion de brotes elongados en promedio es de 2,6 brotes
elongados cada 7 semanas de cultivo por cada brote elongado iniciado en cada ciclo. El
rango obtenido vari6 entre una tasa de 2,8 y de 2,5 brotes cada 7 semanas.

Efecto de BAP sobre la tasa de multiplicacion in vitro de brotes elongados en L. ‘High Gold'. Tiempo de
cultivo de 7 semanas.

v
N . C!clos_ . Brotes iniciales Brotes finales Tasa multiplicacion
multiplicacion
1 14 39 2,8
2 37 99 2,7
3 36 90 2,5
4 45 112 25
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Efecto de protocolo de iniciacion y brotacion in vitro desarrollado para L. ‘High Gold’ en
brotes apicales de Leucospermum ‘Sucesion II'.

Los brotes apicales de Leucospermum ‘Sucesion II’ fueron iniciados in vitro con el
protocolo desarrollado para L. ‘High Gold’ (Errandonea, 2006 y Rios, 2007) presentando
una tasa de esterilizacion de 32% y el 71,4% de los brotes apicales iniciados en medio
MS + TDZ presentaron al menos una de sus yemas laterales brotadas.

Efecto de TDZ y Kinetina sobre el porcentaje de brotacién de yemas laterales de brotes apicales
iniciados in vitro de Leucospermum ‘Succession |I". Tiempo de cultivo de 4 semanas.

Tratamiento Brotes apicales Brotes apicales  Brotes apicales con

iniciados vivos (%) yemas brotadas (%)
TDZ 15 46,7 71,4
Kinetina 16 18,8 0,0

Efecto de medio MS sin suplemento de reguladores de crecimiento en la induccién de
raices adventicias en brotes elongados de L. ‘High Gold..

Los brotes elongados, subcultivados a medio MS sin suplemento de reguladores
de crecimiento, al cabo de 4 semanas de cultivo no presentaron formacién de raices
adventicias.

Efecto de diferentes tipos de reguladores de crecimiento (TDZ, BAP y Kinetina) sobre la
brotacion in vitro de L. 'High Gold’, suplementados a medio MS sin azidcar y con
permeabilidad parcial a gases.

Porcentaje de sobrevivencia de explantes de Leucospermum ‘High Gold' iniciados in vitro y ndmero de
explantes eliminados debido a contaminacién u oxidacién de fenoles.

Tratamiento N° de N° de explantes N° total de Porcentaje de
explantes eliminados por: explantes sobrevivencia (%)
Hongos  Etiolacion eliminados

MS 100% +

BAP (sin filtro) 15 ! 0 ! 93,3

MS 100% +

TDZ (con filtro) 15 0 ! ! 93.3

MS 100% +

BAP (con filtro) 15 0 0 0 1000

MS 100% +

Kinetina (con 15 0 0 0 100,0

filtro)

62



La frecuencia de sobrevivencia al cambiar a medio sin azucar y contenedor con
membrana permeable a gases se sitla entre 93 y 100% de los explantes vivos y no difiere
del control {(MS 100% + aztcar + BAP, sin filtro).

Frecuencia de sobrevivencia de explantes de Leucospermum ‘High Gold subcultivados a medio MS sin
azUcar y con membrana permeable parcialmente a gases.

Tratamiento  N° de explantes  Frecuenciade % explantes N° promedio de
sobrevivencia con brote brotes/ explantes
Control 76 72/76 72 3,8
TDZ 16 14/16 93 10,9
BAP 17 16/17 100 8,4
KINETINA 16 14/16 57 3,0

Se observo que ya a las tres semanas de cultivo los brotes de Leucospermum cv.
High Gold subcultivados a medio MS sin suplemento de azlcar y contenedor con
membrana permeable a gases evidenciaban un mejor comportamiento en esta fase de
multiplicacion. En presencia de TDZ o BAP presentaron un mayor numero de brotes con
brotacién de las yemas laterales, con un porcentaje de entre 100 y 93% respectivamente.
Asi también ocurrié con el niumero promedio de yemas laterales con brotaciéon que fue de
11 y 8 yemas brotadas/ explante. Sin embargo, en medio suplementado con kinetina
ocurre lo contrario, ambos parametros son menores.

Leucospermum ‘Succession II'

Efecto de un método de desinfeccion de explantes in vitro en brotes apicales de
Leucospermum ‘Succession II’ y efecto de tres requladores de crecimiento vegetal (TDZ,
BAP, Kinetina) sobre el porcentaje de brotacion de yemas axilares.

Porcentaje de sobrevivencia de explantes de Leucospermum 'Succession II' iniciados in vifro y nimero de
explantes eliminados debido a contaminacién u oxidacién de fenoles.

N° de explantes eliminados

. N® de por: N® total de Sobrevivencia
Tratamiento explantes Oxidacion explantes (%)
iniciados Hongos eliminados
fenoles
TDZ 15 15 0 15 0,0
BAP 15 13 1 14 6,7
Kinetina 14 14 0 14 0,0

Los explantes iniciados de Leucospermum ‘Succession |I' debieron eliminarse por
contaminacion fungica. A pesar de que se eliminé todo el material, se alcanz6 a observar
brotacién lateral en el tratamiento con BAP.

Protea cv. Lady Di

Resultado desinfeccion de Ensayo 1 en Protea cv. Lady Di iniciado in vitro durante la semana 52 y evaluado
en la semana 1.
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CONCENTRACION DE CLORO

1% 3% 5%
TIEMPO Explantes desinfectados Promedio
CONTACTO (%) (%)
(min) ° °

3 0,0 42,8 71,4 38,1
(©/7) (3/7) (5/7)

5 14,3 42,9 71,4 429
(1/7) (8/7) (5/7)

10 0,0 85,7 71,4 50,0
(0/7) (6/7) (5/7)

Promedio 5,0 55,0 70,0 43,3

(%)

La totalidad del plantel se descarté6 en la semana 2 debido a la muerte por
oxidacion de compuestos fenolicos. A partir de los resultados obtenidos en el Ensayo 1, el
Ensayo 2 reprodujo los experimentos donde se lograron los mas altos porcentajes de
desinfeccién, esta vez agregando al medio acido ascorbico en dos niveles (15y 30 g L)
para el control de fenoles.

Resultado desinfeccién de Ensayo 2 en Protea cv. “Lady Di" iniciado in vitro la semana 2 y evaluado en la
semana 3.

CONCENTRACION DE CLORO

3% 5%
TIEMPO CONTACTO Explantes desinfectados Promedio
(min) (%) (%)
5 53,9 66,7 60,7
(7/13) (10/15)
10 61,5 40,0 50,0
(8/13) (6/15)
Promedio 57,7 50,0 55,4

(%)

El plantel de Protea cv. “Lady Di” del Ensayo 2 fue descartado completamente en
la semana 4 por oxidacion fendlica. Es por esto que en el Ensayo 3 se probaron la accion
de tres antioxidantes: &cido ascorbico (50 mg L), &cido citrico (50 mg L) vy
polyvinilpirrolidona (PVP, 7 g L"), ademas de la hidratacién en una solucién antioxidante
(1500 mg L 4cido citrico y 100 mg L™ &cido ascérbico) por una hora antes del traspaso.
También se disminuyd los niveles de cloro con el fin de evitar el deterioro que presentan
los explantes producto de las altas concentraciones de cloro
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Durante la visita al predio Flores del Fynbos, donde se mantuvo el plantel madre
de estas especies, se realizd poda de rebaje a la mitad de las plantas madres dejando
ramillas de madera de la temporada anterior de unos 15 cm de largo, lo anterior con el fin
de favorecer el desarrollo de brotes jovenes -menos lignificados- sobre éstas. Los
resultados del Ensayo 3 no arrojaron diferencias entre los tres antioxidantes y el plantel
nuevamente fue eliminado por la acciéon de fenoles luego de haber transcurrido dos
semanas desde su iniciacion. Sin embargo, esta vez si se obtuvieron altos porcentajes de
desinfeccion, lo cual se detalla en el siguiente cuadro.

Resultados de desinfeccion de Ensayo 3 en Protea cv. Lady Di iniciados in vitro durante la semana 5 y
evaluados en la semana 6.

CONCENTRACION DE CLORO

1% 3%

TIEMPO . .
CONTACTO Explantes g;?lnfectados Pro(l;njd/o
(min) ° K

5 90,5 90,5 90,5
(19/21) (19/21) (19/21)

10 85,7 95,2 90,5
(18/21) (20/21) (19/21)

Promedio 88,1 929 90,5

(%)

En el Ensayo 4 se experiment6 con explantes mas jovenes, provenientes de la
poda realizada a principios de febrero, utilizando bajos niveles de cloro (1% por 5 min) con
el fin de mantener la viabilidad del plantel. Después de una semana desde la iniciacién los
explantes jovenes no presentan oxidacion por fenoles pero si deterioro al parecer por
accién del cloro.

Resultado desinfeccién de Ensayo 4 en Protea cv. Lady Di iniciado in vitro en la semana 11 y evaluado en la
semana 12.

Regulador de crecimiento Explantes desinfectados

(%)

BAP 100,0

(25/25)
ANA + BAP 96,0

(24/25)
TDZ 92,0

(23/25)
Promedio (%) 96,0

Después de una semana desde la iniciacion los explantes jovenes no presentaron
oxidacion por fenoles pero si deterioro al parecer por accién del cloro, por lo que la
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totalidad del plantel fue eliminado después de la evaluacién en la semana 12. De esto se
infiere que los brotes mas jévenes son mas adecuados para la micropropagacién al no
presentar exudacion de fenoles. Sin embargo, experimentos posteriores debieron
considerar menores concentraciones de cloro —o la posibilidad de otro desinfectante-
debido a los problemas exhibidos por sensibilidad a éste.

No se observaron diferencias entre los dos tipos de explantes y entre los explantes
colocados en medio con y sin antioxidantes; el deterioro en ambos fue concordante.

Tasa de sobrevivenca en explantes etiolados por medio de bolsa de papel café, bajo sombredero y control
(ensayo 8) en Protea cv. Lady Di iniciado in vitro la semana 34 y evaluado al cuarto dia de cultivo.

METODO Tipo de Explantes Explantes % Sobrevivencia
Explante Iniciados muertos

Bolsa papel café Apice 15 11 26,7%
Subapical 13 0 100,0%

Malla sombreadora Apice 5 3 40.0%
Subapical 5 1 80,0%

Control Apice 10 10 0,0%
Subapical 9 9 0,0%

Los explantes muertos corresponden a la accién de los fenoles exudados por lo
explantes que producen rapidamente la necrosis de los tejidos. Los explantes etiolados
mediante bolsa de papel café lograron una tasa de sobrevivencia de 60,7% vy los
explantes bajo malla rashell de 60.0%, no existiendo mayor diferencia. Sin embargo los
explantes sub-apicales de los brotes de plantas etioladas alcanzaron un 100% de
sobrevivencia. Apices de brotes de la temporada sin tratamiento de etiolacion de brotes
presentaron una nula tasa de sobrevivencia. Esto compruebd que la metodologia para
obtener explantes iniciados in vitro requiere de la etiolacién de los brotes por al menos 5
semanas, el corte y transporte de los brotes junto con la iniciacién debe realizarse el
mismo dia y la desinfeccidén de los brotes debe hacerse con cloro 5% (v/v) por cinco
minutos y tres enjuagues con agua destilada.

Tasa de sobrevivenca en explantes nodales provenientes de explantes etiolados en Protea cv. Lady Di
iniciado in vitro la semana 34 y evaluado a! cuarto dia de cultivo. Medio MS suplementado con TDZ en cuatro
concentraciones (0 —1—-5~10mg L")

i i o . N Explantes N° Yemas
C?I'rl;c;?r:;ICLl;,m I::r):g?a::’e Nlr:zizraltaigtses % Sobrevivencia coi)t(:rlr?ir;t::os mﬁertos hinchadas
0 Y-Subapical 15 13 2 13 4
Frecuencia 15 86,67% 13,33% 86,67% 28.67%
1 Y-Subapical 15 14 1 14 4
Frecuencia 15 93,33% 6,67% 93,33% 28.67%
5 Y-Subapical 15 11 4 11 7
Frecuencia 15 73,33% 2667% 73,33% 46,67%
10 Y-Subapical 15 1 4 11 0
Frecuencia 15 73,33% 26,67% 73,33% 0,00%

La frecuencia de desinfeccion se encontrd en un rango desde 73,3% y hasta un
93,3% para explantes nodales. TDZ en concentracién de 27,25 uM presentd el mayor
numero de yemas ‘hinchadas’ aunque no se desarrollaron brotes propiamente tal. En este
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caso el principal problema sigue siendo la oxidacién por fenoles ya que los explantes
nodales necrosaron finalmente por esta misma causa.

Efecto de la etiolacién parcial de brotes como pre-tratamiento en plantas madre sobre la
exudacion de fenoles en el establecimiento in vitro de Protea ‘Lady Di’.

Los resultados de este experimento se pudieron observar al tercer dia de iniciado
in vitro el cultivo. En el siguiente cuadro se puede observar el efecto de los tratamientos
aplicados en las plantas madre y en el tipo de explante ocupado para el control de la
oxidacién del explante por fenoles. Se observé que el mejor método fue cubrir con bolsa
de papel café utilizando como explante el segmento subapical, con 100% de explantes
vivos. La descontaminacion de los explantes fue de un 100%.

Efecto de sobrevivencia in vitro de Protea ‘Lady Di' a partir de tres tratamientos en plantas madre.

Tipo de Explantes Iniciados Explantes vivos

Tratamiento Explante (%)
Bolsa papel café Apice 15 26,7 ¢V
Subapical 13 100,0 a
Malla sombra Apice 5 40,0 bc
Subapical 5 80,0 b
Control Apice 10 0,0d
Subapical 9 0,0d

" Valores seguidos de igual letra en cada columna no presentan diferencia significativa,
segun el procedimiento de comparacion de medias de Scheffé modificado para
proporciones (P = 0,05).

En el siguiente cuadro se observa que existen diferencias significativas en la
comparacion de medias entre distintos segmentos del explante, siendo subapice el que
tuvo mejor respuesta al cultivo in vitro.

Efecto de sobrevivencia in vitro de Protea ‘Lady Di’ a partir de diferentes tipos de explante.

Tipo de Explante Explantes Iniciados Explantes vivos
N° (%)

Apice 30 20,0 b'"

Subapice 27 62,7 a

" Valores seguidos de igual letra en cada columna no presentan diferencia significativa,
segun el procedimiento de comparacion de medias de Scheffé modificado para proporciones
(P = 0,05).

A partir del subcultivo en medio MS 100% mas TDZ en diferentes concentraciones,
no se observd respuesta alguna del explante, s6lo que este se iba deteriorando debido a
la accién de fenoles, por lo que fue descartado a la cuarta semana de iniciado el cultivo in
vitro.
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Efecto de la etiolacion parcial de brotes como pre-tratamiento en plantas madre, de
reguladores de crecimiento y antioxidantes sobre la exudacion de fenoles en el
establecimiento de Protea ‘Lady Di’ in vitro.

Como se observa en el siguiente cuadro, a la cuarta semana de iniciado el cultivo
in vitro, el tratamiento que presenté una mejor respuesta fue control - subapical con un
80% de explantes vivos, el cual no difiere estadisticamente con malla sombreadora —
subapical. La desinfeccién obtenida fue de un 90,23%.

Efecto de sobrevivencia de P. ‘Lady DI’ a partir de tres tratamientos en plantas madre, durante la cuarta
semana de iniciado el cultivo in vitro.

Tratamiento Tipo de Explantes Explantes vivos (%)
Explante Iniciados
Apice 14 0,00 ¢
Bolsa papel café Subapical 14 0,00 c
Seg nodal 15 0,00 c
Apice 15 333 b
Malla sombra Subapical 15 733 a
Seg nodal 15 73,3 a
Apice 15 66,7 a
Control Subapical 15 80,0 a
Seg nodal 15 333 b

™ valores seguidos de igual letra en cada columna no presentan diferencia significativa,
segun el procedimiento de comparacién de medias de Scheffé modificado para
proporciones (P = 0,05).

El cuadro 25 presenta como afecta el tipo de explante en la muerte de estos por la
oxidacién por fenoles, ya que se observa que el subapice tuvo un 57,3% de explantes
Vivos.

Efecto de sobrevivencia in vitro de P. ‘Lady Di' a partir de diferentes tipos de explante.

Tipo de explante Explantes Iniciados Explantes vivos
N° (%)

Apice 44 34,1 b

Subapical 44 52,3a

Segmento nodal 45 35,6b

7" Valores seguidos de igual letra en cada columna no presentan diferencia

significativa, segun el procedimiento de comparacién de medias de Scheffé modificado
para proporciones (P = 0,05).

Organogénesis directa en Protea ‘Lady Dr’.

En las dos iniciaciones de Protea ‘Lady Di', independiente del tipo de explante
tratado, la principal causa de mortalidad de los explantes fue la oxidacién de los fenoles
exudados por los tejidos. Ningln explante alcanzé a exhibir alguna respuesta a cualquier
concentraciéon de TDZ antes de morir por la oxidacién de fenoles.
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Organogénesis indirecta en Protea ‘Lady Dr’.

En los experimentos realizados para inducir callo a partir de explantes de lamina
foliar y segmentos nodales, la mayor parte de los explantes murié por oxidacion de
compuestos fendlicos. Los segmentos nodales, a pesar de haber muerto por oxidacion de
fenoles al completar la etapa que se estimé para conservarlos en oscuridad, mostraron
respuesta a dos tratamientos con 2,4-D, a concentraciones de 3 y 6 uM, generaron callo
después de tres semanas de haber iniciado los explantes. Los resultados se muestran en
el siguiente cuadro.

Numero y porcentaje de explantes de Protea ‘Lady Di’ que generaron callo después de seis semanas desde
la iniciacién en medio MS suplementado con distintas concentraciones de 2,4-D y Picloram.

Porcentaje de

N° de explantes  N° de explantes generacion de

iniciaciéon Tratamiento

iniciados con callos callo (%)
Control 16 0 0,0
2,4-D 10 uM 16 0 0,0
2,4-D20 M 16 0 0,0
12 2,4-D 40 uM 16 0 0,0
Picloram 10 uyM 16 0 0,0
Picloram 20 uM 16 0 0,0
Pictoram 40 uyM 16 0 0,0
Control 12 0 0,0
2,4-D 3 uM 12 3 25,0
2,4-D6 uM 12 1 8,3
2° 2,4-D12 M 10 0 0,0
Picloram 3 uM 12 0 0,0
Picloram 6 uM 10 0 0,0
Picloram 12 uM 10 0 0,0
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- Cuadro comparativo de los resultados esperados en la propuesta de proyecto y los alcanzados finalmente.
- Razones que explican las discrepancias entre los resultados esperados y los obtenidos.

Resultados Esperados y Logrados por Objetivo

Ob;j. .
Esp. Act:v. Resultado Esperado Indicador Meta Final Resultado Razén que explican discrepancia
N° N alcanzado
Alstroemeria (especie rizomatosa)
e aran® | Numeroce [ 10 pams
1 1.1 | madres en dependencias plantasl madrgs en1 SUC y 40 total Superado
PUC y Vivero por cu Itlvar( ) P r?n'd
Pumahuida por lugar umahuida.
Establecimiento de Numero de
1.2 protocolos de iniciacién cultivares 3 8 Superado
in vitro iniciados in vitro
Aumento de las tasas de Tgsa de o L - .
crecimiento multiplicacién de | 4xcada |1.5-3x cada | Variabilidad genética y dificultades asociadas
1.3 multi licaci()n’ explantes seis seis a ambiente mas apropiado para cada una de
P ony (cultivares semanas semanas ellas
proliferacion L
iniciados)
Numero de
protocolos para \
1.3.3 Control de vitrificacién control de 1 0 No se presentp este prqblema enlas
RS especies estudiadas
vitrificacion (1
cultivar)
Porcentaje de
Aumento en el incremento con
1.4 crecimiento estructuras respecto a 50% 50% Logra}dq con uso de reguladores de
crecimiento nuevo (paclobutrazol)
de reserva protocolos

convencionales

70




(2 cultivares)

Establecimiento de

Sobrevivencia de
plantas
provenientes de

Dificultades en el control ambiental del lugar

. o o . . N
1.5 plantas en c'ond|C|ones multiplicacion 80% 30% de aclimatacion y fephas del arno mas
ex vitro ) apropiada
(cultivares
iniciados)
Inicio de alstroemeria
como unidad de . .
PR Proceso o o Falta desarrollar afinar el sistema de
2 desarrpllo tecnologico in implementado 100% 80% aclimatacion segun punto anterior.
vitro a escala
precomercial
Peonia (especie con raiz tuberosa)
. . Dificultad para obtener plantas madres
Establec_:llmlento de una Numero de apropiadas (jovenes) en el momento
coleccion de plantas plantas madres | 10 plantas | 3 plantas - .
1 1.1 . . . . adecuado (otofo) y en una cantidad
madres en dependencias | por cultivar (3) | por cultivar | por cultivar s . .
PUC or luar suficiente (pocas yemas disponibles por
) P 9 planta)
Establecimiento de Numero de
1.2 protocolos de iniciaciéon cultivares 2 3 Superado
in vitro iniciados in vitro
Tasa de
Multiplicacion y multiplicacion de | 3x cada 1,5x cada
1.3 proliferaciéon de explantes ocho ocho Especies mas recalcitrantes de lo esperado.
explantes (cultivares semanas semanas
iniciados)
Frecuencia de
Formacion de raices formacion de o
1.4 | tuberosas v obtencién de estructuras 209 0% No se pudo superar la etapa de multiplicacion
: 5as Y dventici subterraneas ° ° vegetativa anterior.
raices adventicias (cultivares
iniciados)
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Establecimiento de

Sobrevivencia de
plantas
provenientes de

No se pudo superar la etapa de multiplicacién

1.5 plantas en c'ond|C|ones multiplicacién 50% 0% vegetativa anterior.
ex vitro :
(cultivares
iniciados)
Inicio de peonia como Se pudo lograr establecimiento a partir de
2 unidad de desarrollo Proceso 100% 50% yemas (varios cultivares) e induccion de
tecnolégico in vitro a implementado estados embriogénicos, luego de lo cual no
escala precomercial se pudo avanzar a etapas posteriores.
Proteaceas (especie lefiosa)
Establecimiento de una Numero de
1 11 coleccion de plantas plantas madres | 5 plantas 5 plantas Logrado
) madres en dependencias | por cultivar (3) | por cultivar | por cuitivar
predio Flores de Fynbos por lugar
Establecimiento de un Numero de
1.2 | protocolo de iniciacion in cultivares 1 3 Superado
vitro iniciados in vitro
Tasa de 2x cada
Multiplicacion y multiplicacion de | 2x cada seis
1.3 proliferaciéon de explantes seis semanas Logrado
explantes (cultivares semanas | (Leucosper
iniciados) mum)
Frecuencia de
Formacién de raices enraizamiento de Especies muy rgcalcitrantes. Se espera que
1.4 o explantes 20% 0% en el futuro préximo se logre esta etapa para
adventicias (cultivares Leucospermum
iniciados)
. Sobrevivencia de
15 EstabIeCImlenj[q de plantas 20 o No se pudo superar la etapa de
) plantas en condiciones (explantes 0% 0% enraizamiento anterior.

ex vitro

enraizados)
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Inicio de proteaceas Se pudo lograr establecimiento a partir de
como unidad de Proceso yemas (varios cultivares) e induccion de
2 desarrollo tecnolégico in imolementado 100% 100% estados de multiplicacién en alguno de ellos,
vitro a escala P luego de lo cual no se pudo avanzar a etapas
precomercial posteriores.
Difusion y Transferencia Tecnologica
Realizacion de charlas y . 2 (nacional Avance mas lento del estimado provoco tener
. Numero de e ) :
4 4.1 |talleres de transferencia charlas v talleres 2 internacion menos resultados interesantes a nivel
de avance de actividades y al) nacional
Realizacion de sitio Web . 100% o
4.2 de difusion Sitio Web habilitado 100% Logrado
Asistencia a congresos NUmero de
4.3 nacionales congresos 2 2 Logrado
Asistencia a congresos NUmero de
4.4 internacional congresos 1 ! Logrado
4.5 AS|sten<;[a a simposio o Ngmerq de ’ ’ Logrado
convencién internacional simposios
Realizacién de Nimero de Falt.a d(,a.resultados pybllca.bles en reV|§tas
4.6 ublicaciones cientificas ublicaciones 3 1 cientificas. Se logré publicar el trabajo
P P resultante de proteaceas.
Realizacién de . . , .
4.6 publicaciones de ll:l;g;r:?otrj‘gs 2 0 Resultados no aphcaaubr:es a nivel comercial
extension P '
Realizacion de seminario Numero de . - L
4.7 de cierre de proyecto seminarios 1 0 Pendiente a definir fecha proxima
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5. Fichas Técnicas y Analisis Econdmico:

e Fichas técnicas y de costos del o los cultivos, rubros, especies animales o
tecnologias que se desarrollé en el proyecto (segun corresponda a /a
naturaleza del proyecto).

Para efectos practicos y representativos de los resultados del proyecto, uno de los
valores relevantes para el mercado de los viveros y plantas ornamentales es el
valor obtenido por cada planta final. En base a esto es que se ha definido como
objetivo del calculo econdmico, determinar el valor de la planta obtenida de la
multiplicacién in vitro en cada caso. Se han definido tres tipos de especies, segin
grado de complejidad, conocimientos técnicos de su cultivo in Vitro en Chile y el
Mundo y su grado de avance dentro del proyecto. A continuacidén se presentaran
las tres especies abordadas dentro del proyecto, desde la Alstroemeria, pasando
por la Peonia herbacea, hasta la Protea, con sus respectivas fichas de costos
estimadas en funcién de los avances logrados y esperados a futuro, pues en
Peonia y Protea todavia se estd avanzando en lograr resultados mas efectivos y
viables que los obtenidos hasta la fecha.

Supuestos utilizados:

El valor de las plantas madres y/o plantas originales no se considera dentro del
cdlculo de los productos del laboratorio porque son normalmente aportados por el
cliente solicitante del servicio. De hecho se constituye en uno de sus activos de
valor, por lo cual debe ser respaldado, segun lo solicitado.

Se estandarizan procedimientos, dentro de especie, de modo de reflejar una
situacién promedio, a pesar de que se reconoce que cada cultivar o variedad
pueden constituir un procedimiento nuevo.

Valor del ddlar estimado para fines del afio 2009.

No se considera el costo y tiempo de preparacion de plantas madres para ingreso
de explantes a condiciones de iniciacién. Se planteara como un requisito y/o
procedimiento previo para los potenciales clientes del servicio.

No se incluye diferenciacion por técnicas especiales utilizables in Vitro, por estar
todavia en proceso de validacion (por ejemplo, embriogénesis somatica).

Se incluyen valores de amortizacién de infraestructura y equipamiento, sin
embargo en términos reales no constituirian un desembolso efectivo de caja para
efectos de este laboratorio, 0 al menos no estarian directamente imputados a esta
unidad, constituyéndose en costos indirectos o generales.
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No se considera el efecto tiempo o época del afio para el inicio del servicio del
laboratorio. Es un aspecto a considerar en la aplicacidn real a los cultivos o
especies potencialmente multiplicables in Vitro, pues existe un mejor o Unico
momento del afo para multiplicar algunas de ellas. Esto incide significativamente
en los costos o incluso puede no reportar resultados positivos.

A continuacién de presentan las fichas de costos reales/estimadas por especie

evaluada:

Caso 1: Ficha equivalente especie Alstroemeria

ITEM INICIACION ENRAIZAMIENTO ACLIMATACION SUBTOTAL
MULTIPLICACION
$ $ $ $
Costo Material Parental 0] 00% 0] 0.0% 0 0,0% 0 0,00%
Costo Medios 1912 37% 12,621} 12,5% 9.794 17,4% 24.328 11,64%
Costo RCVs 267] 05% 1.353] 1,3% 1.353 2.4% 2.973 1,42%
Uso Infraestructura 6.932| 133% 60.718| 60,4% 27.729|  49,4% 95.380 45,63%
Costo Mano de Obra 43.182| 82,6% 25.909| 25,8% 17.273 30,8% 86.365 41,31%
0,0% 0,0% 0,0%

SUB-TOTAL COSTO 52.293| 100,0% 100.601| 100,0% 56,149 100,0% 209.045| 100,00%
N° Plantas Finales 356 339 322
COSTO POR PLANTA FINAL 162,6 312,8 174,6 $ 649,91, 6499

25,0% 48,1% 26,9% Us$ 1,25

Valor délar: 520
Caso 2: Ficha equivalente especie Alstroemeria sin  fase de
aclimatacion.
COSTO FINAL POR PLANTAS EN CULTIVO IN-VITRO
ITEM - INICIACION ENRAIZAMIENTO ACLIMATACION ~ IsuBTOTAL|
MULTIPLICACION
o $ $ $ N $
Costo Material Parental 0 0,0% 0 0,0% 0| #Div/o! 0 0,00%
Costo Medios 1.912) 3,7% 12.621| 12,5% O] #DIV/Ol | _ 14533] _9,51%)
Costo RCVs 267| 0,5% 1.353] 1,3% 0| #DIV/0O! 1.620 1,06%
Uso Infraestructura 6.932] 13,3% 60.718| 60,4% 0| #DIV/o! 67.651 44,25%
Costo Mano de Obra 43.182| 82,6% 25.909| 25,8% 0l #DIV/O! 69.092!  45,19%
0,0% 0,0% #DIV/O!

SUB-TOTAL COSTO 52.293| 100,0% 100.601| 100,0% 0 #Divo! 152.896| 100,00%
N° Plantas Finales 356 338
COSTO POR PLANTA FINAL 154,4 297,1 #;DIV/0! $ 451,58| #Div/ol

34,2% 65,8% #iDIV/0! Us$ 0,87

Valor dolar: 520
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Caso 3: Ficha equivalente especie Peonia

COSTO FINAL POR PLANTAS EN CULTIVO IN-VITRO
ITEM INICIACION ENRAIZAMIENTO ACLIMATACION SUBTOTAL
MULTIPLICACION
$ $ $ $
Eosto Material Parental 0| 0.0% 0| 0,0% 0 0,0% 0 0,00%
Costo Medios 1.7711 3,8% 8.499 7,7% 9.893 13,5% 20.163 8,77%
Costo RCVs 267| 0,6% 1.353 1,2% 1.353 1,8% 2973 1,29%
Uso Infraestructura 12.366| 26,4% 60.967| 55,6% 27.729 37,7% 101.063 43,94%
Costo Mano de Obra 32.386! 69,2% 38.864| 35,4% 34.545 47,0% 105.797 46,00%
0,0% 0,0% 0,0%
SUB-TOTAL COSTO 46.790| 100,0% 109.683| 100,0% 73.521 100,0% 229.995 100,00%
N° Plantas Finales 300 228 325
COSTO POR PLANTA FINAL 144,0 337,6 226,3 $ 707,89 707,89
20,3% 47,7% 32,0% Us$ 1,36
Valor délar: 520
. . 0 r 3 . - 7
Caso 4: Ficha equivalente especie Peonia sin fase de aclimatacion
COSTO FINAL POR PLANTAS EN CULTIVO IN-VITRO
ITEM INICIACION ENRAIZAMIENTO ACLIMATACION SUBTOTAL
MULTIPLICACION
$ $ $ S
Costo Material Parental 0] 00% 0] 00% 0} #DIv/o!l 0 0,00%
Costo Medios 1.771 3,8% 8.499| 7,7% 0] #DIvVO! 10.270 6,56%
Costo RCVs 267 0,6% 1.353 1.2% 0] #Div/o! 1.620 1,04%
Uso Infraestructura 12.366] 26,4% 60.967| 55,6% 0| #DIV/o! 73.334 46,87%
Costo Mano de Obra 32.386| 69,2% 38.864! 35,4% 0} #DIv/O! 71.251 45,54%
0,0% 0,0% #;DIV/O!
SUB-TOTAL COSTO 46.790] 100,0% 109.683| 100,0% 0 #Dv/o! 156.474] 100,00%
N° Plantas Finales 300 228
COSTO POR PLANTA FINAL 205,2 481,1 #;DIV/0! $ 686,29| #DIv/o!
29,9% 70,1% #iDIV/O! uss$ 1,32
Valor délar: 520
Caso 5: Ficha equivalente especie Protea
COSTO FINAL POR PLANTAS EN CULTIVO IN-VITRO
ITEM INICIACION ENRAIZAMIENTO ACLIMATACION SUBTOTAL
MULTIPLICACION
$ $ $ $
Costo Material Parental 0| 0,0% 0] 0,0% 0 0,0% 0 0,00%
Costo Medios 2125 1,1% 11.332 6,3% 13.191 14,0% 26.648 581%
Costo RCVs 267 0,1% 1.353| 0.8% 1.353 1,4% 2973 0,65%
Uso Infraestructura 10.897( 5,9% 62.214| 34,8% 27.729 29,5% 100.840|  21,99%
Costo Mano de Obra 172.727| 92,9% 103.636| 58,0% 51.818 55,1% 328.183 71,56%
0,0% 0,0% 0,0%
SUB-TOTAL COSTO 186.016| 100,0% 178.535| 100,0% 94,091 100,0% 458.644| 100,00%
N° Plantas Finales 240 228 433
COSTO POR PLANTA FINAL 4294 4121 217,2 $ 1.058,73| 1.058,7
40,6% 38,9% 20,5% us$ 2,04
Valor délar: 520
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Caso 6: Ficha equivalente especie Protea sin fase de aclimatacion

COSTO FINAL POR PLANTAS EN CULTIVO IN-VITRO

ITEM INICIACION ENRAIZAMIENTO ACLIMATACION SUBTOTAL
MULTIPLICACION
$ $ $ $
Costo Material Parental 0| 0,0% 0| 00% 0| #DIv/oi 0 0,00%
Costo Medios 1.771| 3,8% 8.499| 7,7% 0{ #DIv/o! 10.270 6.56%
Costo RCVs 267| 0,6% 1.353| 1,2% 0] #DIv/0! 1.620 1,04%
Uso Infraestructura 12.366| 26,4% 60.967| 55,6% 0 #DIv/o! 73.334 46,87%
Costo Mano de Obra 32.386| 69,2% 38.864| 35,4% 0| #DIV/0! 71.251 45,54%
0,0% 0,0% #iDIV/O!

SUB-TOTAL COSTO 46.790| 100,0% 109.683| 100,0% 0| #DIv/o! 156.474] 100,00%
N° Plantas Finales 300 228
COSTO POR PLANTA FINAL 205,2 481,1 #;DIV/0! $ 686,29 #DIv/o!

29,9% 70,1% #;DIV/0! us$ 1,32

Valor délar: 520

A continuacién se presentan cuadros con el detalle operacional de calculo por cada
fase de la produccion y desarrollo de multiplicacién in Vitro de plantas:

Detalle de calculo por etapa de Iniciacién-Multiplicacién. Ej. Caso 1

[ PLANILLA COSTO POR PLANTA SECCION CALCULO RCVs POR TRATAMIENTO | |
INICIACION Y MULTIPLICACION [TRATAMIENTO 1 (TRATAMIENTO 2
N* Plantes-Semillas | Costo unidad Costo Total Omgt® | ml¥tm | mgTotal Umg*t | miTratm | mgTotnl
Costo Materiai Parentai 36 [ o 0: 24D 0.0 875 0.0675 Picloram 0,10 675 0.0675)
Plantas Madre 24D 0.50 675 0,3375 Picloram 0.50 675 03375
m Total mi. Medio 24D 1,00 675 06750 | Picioram 1.00 676 06750
| Yotal Medio 108 15 1620 RCVS IRCVS
INSUMOS MEDIOS Total Medio Costo mi. RCVS RCVs
(mL) ) ROVs Rovs
1620 1148 1812 1.912
RVCs mg Tratm Costo mg. Costo RCVs 3 [TRATAMIENTO 4
240 1.08 0.09 0,10 Dmg*t® | miTmtm | mg Total {mgaL | miTrtm | mgTotal
Pictoram 18] 5.49 5.93| 2P 010 675 00675 8a 0.10 675 00675
2iP 034 44,10 1438 2P 050 675 03375 BA 0.50] 676 03375
BA 1,08 227,76 24598 2P 1,00 675 06750 BA 1.00 675 0,6750!
[RCVs 1,08 0.00] [RCVs RCVs
[RCYs 1,08 0.00] 267 [RCVs RCVS
USO L ROV [RCVs.
Costa Total L  TRATAMIENTO § 6
[ $) imgr® | mLiratm | mg Total (img<” | mL¥retm | mg Total
Lab. Preparacion medios 4 176 705 ROVS 0,10/ 675 00675 Revs 0,10 675 0,0675
Campana fiujo laminar 4| 73 292 [RCVs 0,50 675 0,3376 RCYS 0.50] 675 0.3375
Camars de 28 176 4535 Rovs 1.00 675, 0.6750) rovs 1.00 676 06750
Autociave 2 500 1.000] [RCVS RCVs
82| [ 8.932 [RCVs RCVs.
bisicos a8 48| 1.749 7.976)
Horas Técnico 20 2.16%| 43,182 43.182 RCVs RCVs
SUBTOTAL INICIACION Y MULTIPLICACION 60.269
TASA DE MULTIPLICACION 33 3564 169
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Detalle de calculo por etapa de Enrraizamiento. Ej. Caso 1.

PLANILLA COSTO POR PLANTA SECCION CALCULO RCVs POR TRATAMIENTO
| [ENRAIZAMIENTO TRATAmEmg T
1 N° Plantas-Semillas Costo unidad Costo Tota) [Img* (G mLTratm | mgTotal
Costo Material Parental o 0 o [+) BA 1,00 990 0,9900
o ion Plantas Madre BA 2,00 290 1,9800
N° mi x contened: mk Total BA 3,00 990 2,9700
Total Medic 358 30 10.692 RCVs 0,0000
{INSUMOS MEDIOS Total Medio Costo mL RCVs 0,0000
{mL) () RCVs 06,0000
10.892 1,18 12821 12.621
RVCs mg Tratm Costo mg Costo RCVs. TRATAMIENTO 3
1|BA 5,94 227,76 1.352,89 (] mg*L* mL Tratm mg Total
2|Revs 0,00 0,00 RCVs 0,10 675 0,0675
3|Revs 0,34 0,00 RCVs 0.50 675 0,3375
4|RCVs 0,00 0,00 RCVs 1,00 875 0,6750
5|RCVs 0,00 0,00 RCVs 0,0000
8|RCvs 0,00 0,00 1.363 RCVs 0,0000
USO LABORATORIOS - INVERNADEROS RCVs 0,0000
Uso Costo Total L TRATAMIENTC 5
(hr) ($) $) [Img+L* mL Tratm mg Total
Lab. Preparacién medios 2 176 352 RCVs 0,0000
flujo laminar 2 73 146 RCVs 0,0000]
Camara de crecimisnto 336 176 59.249 RCVs 0,0000
Autoclave 2 500 1.000 RCVs 0,0000
Invernaderos 82 0 80.748 RCVs 0,0000
Consumos basicos 342 35 11.806 72.171
Horas Técnico 12 2159 25.909 25.809 RCVs 0,0000
SUBTOTAL INICIACION Y MULTIPLICACION 172.772
TASA DE MULTIPLICACION 0,98 338,58 510

Detalle de cdlculo por etapa de Aclimatacién. Ej. Caso 1

PLANILLA COSTO POR PLANTA CALCULO RCVs POR TRATAMIENTO
[ACLIMATACION TRATAMIENTO 1
N Plantas-Semiilas Costo unidad Costo Total Hmg*t® | mLTeatm | mgTotal
Costo Material Parental 0 0 o 0 BA 1,00 990 0,9900
Plantas Madre BA 2,00 990 1,9800]

BA 3.00] 990 29700

Si es CONTENEDOR: N® Unld Untd Costo /Unid Costo Total RCVs 0,0000)

Vol. Total: 1| It RCVs 0,0000)

Vol. Utk 06 it RCVs 0,0000)

Contenedor pléstico (6 pl/cont) 56 Unid 160 9.029

Periita 50% 16,920 it 24,44 414 TRATAMIENTO 2

Turba 10% 3,3858 L3 799 271 1) mg*L? mL Tratm mg Total

Arens 40% 14 it 6.00 81 9.794 RCVs 0,0000]

RVCs mg Tratm Casto mg Costo RCVs RCVs 0,0000

BA 594 227,76 1.352,89) RCVs 0,0000

RCVs 0,00 0,00 1.353 RCVs 0,0000!
RCVs 0,0000]
RCVs 0,0000

USO LABORATORIOS - INVERNADEROS

Uso Costo Total L
(hny $) 8

Lab. Preparaciin medios 0,02 176,2 4 4

Campana fiujo laminar 0| 73,1 0| 4

Cémara de [ 176.2 [ 4

Autoclave 0,28 500,01 140 144

Invermaderos 336) 82,1 27.586 27.729,

Consumos bésicos 336,28 23,0 7.739)| 35.465!

Horas Técnlco 8| 2159, 17.273 17.273

SUBTOTAL INICIACION Y MULTIPLICACION| 8| 91.768

[ TASA DE MULTIPLICACION 0.95 321,651 285
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Detalle de calculo amortizacion de Inversiones.

COSTO USO EQUIPAMIENTO DEPRECIACION
Costo Mantencion vu VR Dep. Anual Deprec.+ Mant. Costo Dia Costo Hora
{US$/An0) | (Anos) % $ $ ($ Anuales) ($) $)
TRANSFERENCIA ASEPTICA uss 7.692 577 10 15,0% 600.000 340.000 640.000 1.753,4 731
$ 4.000.000
CAMARA DE CRECIMIENTO 2.060.000 103.000 7 [(10,0%( 206.000 264.857 367.867 1.007,8 42,0
LAB. PREP. MEDIOS 8.646.000 432.300 7 10,0% 864.600 1111629 1.643.929 4.229,9 176,2
INVERNADEROS (200 M2) uss 8.000 700 10 15,0% 624.000 355.200 719.200 19704 82,1
$ 4.160.000
SISTEMAS DE CONTROL 2.400.000 120.000 5 10,0% 240.000 432.000 £§62.000 1.6512,3 63,0
SUB-TOTAL 21.266.000
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Detalle de calculo costo de Insumos.

PLANILLA DE PRECIOS INSUMOS PARA CULTIVO IN-VITRO

VALOR DOLAR 520
FECHA Estim fln 2009
Medios Envase Costo Envase Costo L Costo mL
[t:)] (Us$) (%) [¢3] $)
Medio MS completo 10 22,7 11804 1.180,40 1,18
Azicar
Agar
Stock |
Stock Il
Stock HI
Stock IV
Stock V
RCVs Envase Costo Envase Costo mg
(-] (mg) (Us$) (%) ($)
24D 100,00 100.000 17,80 9.256 0,09
AlA 100,00 100.000 182,80 95.056 0,95
IBA 1,00 1.000 10,10 5.252 5,26
ANA 100,00 100.000 40,00 20.800 0,21
PICLORAM 10,00 10.000 105,60 54.912 5,49
ABA 0,10 100 43,80 22.776 227,76
GA3 1,00 1.000 35,30 18.356 18,36
AC JASMONICO 0,10 100 48,20 25.064 250,64
2iP 1,00 1,000 84,80 44.096 44,10
KINETIN 0,10 100 11,10 5.772 57,72
D2 0,10 100 221,10 114.972 1.149,72
ZEATIN 0,05 50 746,50 388.180 7.763,60
Uso Infraestructura Costo Dia Costo Hora
LAB. PREP. MEDIOS i 176
Camara Cr L 176
C: de Flujo 1 73
invernadero El B2
Autoclave 1 500
Mano de obra Costo Hora
Técnico Lab i 380.000 2.159
Sustratos
Saco unidad Vol cc Costo unit. Costo unit. Vol real Vol real $/cc
uss $ it cc
Perlita 100 it 100.000 4,7 2.444 100 100.000 0,02444
Turba 107 it 107.000 17.100 214 214.000 0,07991/
Arena 1 m3 1.000.000 6.000 1.000 1.000.000 0,00600
Vermicuilta 100 It 100.000 11 5.720 100 100.000 0,05720
Almacigueras
Ci dor tipo
Largo 20jcm
Ancho 10icm
Alto 5jecm
Vol 1000jcc
Vaior Unitario, $ 160
Macetas
Chicas redond:
Didmetro 13|em
Alto atil 10|cm
Vol 958,504625|cc
Valor Unltarlo, $ 42
Boisas
Diametro 1ijcm
Alto utli 9lem
Vol 617,6399625|cc
Valor Unitarlo, $ 2
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e Andlisis de las perspectivas del rubro, actividad o unidad productiva
desarrollada, después de finalizado el proyecto.

De acuerdo a lo observado a lo largo del proyecto, y especialmente en esta Ultima
etapa de ejecucion, se puede sefalar que el rubro en el cual se inserta, que en
esta caso corresponde a la produccién de flores y especies ornamentales, es de
interés creciente para nuestro pais. Sin embargo, durante este Ultimo afio, y
debido a la crisis general nivel mundial, las ventas del sector se vieron
significativamente afectadas, pues no son bienes de primera necesidad.
Actualmente se observan signos de reactivacion a través del reinicio de algunos
proyectos agricolas y agroindustriales que se habian detenido o disminuidos al
maximo, generandose nuevamente el interés por desarrollar nuevos productos
para venta, nuevos servicios asociados al desarrollo de nuevas variedades,
asesorias puntuales en la resolucién de problemas técnicos, etc.

o Descripcidn estrategias de marketing de productos, procesos o servicios
(segun corresponda a /la naturaleza del proyecto).

La estrategia de marketing de los productos servicios logrados por el proyecto se
basara en el ofrecimiento de un servicio de alto valor agregado, muy especializado
y desarrollado a la medida de cada cliente. Por lo tanto, es una estrategia dirigida
a calidad y diferenciacion por especializacion y focalizacion a nichos muy
especificos de la produccion. Se sefiala que el cliente que busca acceder a este tipo
de servicios es, en general, empresarios y/o profesionales muy especializados en la
produccién de plantas ornamentales o directamente viveros ornamentales.
Paralelamente, se ha estado explorando el trabajo conjunto, pero mas bien a nivel
de desarrollo conjunto con empresas productoras de flores, que indirectamente, y
debido a la utilizaciéon de técnicas complementarias estarian interesadas en
desarrollar nuevas variedades, para lo cual requieren la utilizacién de técnicas
desarrolladas por este laboratorio.
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6. Impactos y Logros del Proyecto:

. Descripcién y cuantificacién de los impactos obtenidos, y estimacion
de lograr otros en el futuro, comparacion con los esperados, y razones que
explican las discrepancias.

. Indicadores de impactos y logros a detallar dependiendo de los
objetivos y naturaleza del proyecto:

Impactos Productivos, Econémicos y Comerciales

Sin duda que la generaciéon de una unidad de este tipo, generaré la
posibilidad de una plataforma de conocimiento y preparacion profesional, no solo
para el equipo técnico involucrado directamente, sino que al gran ndmero de
agrénomos que fueron preparados como parte de sus proyectos de titulo en el
transcurso de estos cuatro anos. Junto a lo anterior se pudo desarrollar una
estrategia para enfrentar en forma comercial, especies de dificil propagacion,
dandose a conocer en el ambito nacional e internacional, lo que ha traido consigo
oportunidades de desarrollo de negocio directo con varias empresas y entidades
de 1+D+i al cual es posible transferirle la tecnologia. Esto abrid la posibilidad de
mejorar estructura de costos y enfrentar de mejor manera el mercado para
productores de flor de corte y viveros de plantas para parques y jardines, al poder
contar con la experiencia y el expertise logrado en estos anos.

La generacidn de patentes en este caso vino de la mano del apoyo que este
proyecto implicd y sera fundamental para la continuacién del primer programa de
mejoramiento genético de Alstroemeria totalmente nacional. En mayo de 2009 se
comenzé con el proceso de registro de la primera variedad de Alstroemeria
generada bajo este programa, y se espera que en los préximos afos un numero
similar en forma anual. Una posibilidad cierta de negocio es la venta de material
genético desarrollado por este programa, con las herramientas biotecnolégicas
logradas por esta Unidad de Propagacion In Vitro. Sin esto Ultimo, las desventajas
de tipo competitivo y comparativo habrian sido muy grandes como para lograr
avances de tipo comercial a nivel nacional e internacional.

Aun cuando no se pudo lograr el patentamiento de protocolos de cultivo in
vitro, si se logré sentar las bases para futuras investigaciones en el area de la
propagacion clonal de especies vegetales. Gracias a la Unidad generada, hoy nos
hemos posicionado a nivel nacional, como un referente obligado de consulta, tanto
a nivel de investigadores que buscan complementar sus proyectos o a nivel de
empresas, buscando satisfacer demandas por ciertas especies vegetales
(ornamentales o no), y/o empresas que requieren de asesoria especifica en el
tema.

La generacién de soluciones a nivel productivo nos permiti6 conocer y
enfrentar el problema a una escala de negocio, lo cual es relevante para el sector
externo a la Universidad. Esto nos proveyé de un contacto mas directo con el
medio productivo “real”, y abri6 la posibilidad de aumentar el tipo de productos que
nuestro pais puede ofrecer al mercado externo, ya que sin duda es en los cultivos
ornamentales donde mayor transaccién internacional de plantas in vitro ocurre.

82



Impactos Sociales

La generacion de un servicio de transferencia tecnoldgica que beneficie
eventualmente a pequenos y medianos productores floricolas (tanto viveristas,
como productores de flore de corte), constituye un mejoramiento en la cadena de
produccion, ya que permite la solucion de problemas criticos del mercado de cada
uno, por ejemplo la limitacién para poder acceder a mercados de mayor volumen y
de alta calidad. Este problema puede ser subsanado al integrar herramientas
biotecnolégicas de alto impacto, este es el caso del cultivo in vitro el que permite
acceder a un mayor nidmero de plantas en menor tiempo y con un excelente
estado sanitario y nutricional.

Coma beneficio social adicional esta la capacitacion de un namero
importante de futuros profesionales, que lograron durante el desarrollo del
proyecto, una preparacion y diferenciacion que les permitid enfrentar el mercado
laboral con mayor libertad. Hoy contamos con al menos diez profesionales
colocados en empresas relacionadas a la industria ormamental y/o de 14D+ o
desarrollando su posgrado en areas relacionadas.

Logro Al inicio del Al final del Diferencial
Proyecto proyecto L}
Nivel de empleoc anual

Nuevos empleos generados |

Productores o unidades de |
| negocio replicadas

Impactos Tecnholdgicos

Logro Numero Detalle

; Nuevo en Nuevo en la Mejorado
| mercado empresa gl

Producto

Proceso




| Servicio

Propiedad Intelectual

Ndmero

Detalle

Patentes

Solicitudes de patente

Cultivar de Alstroemeria hibrida de
propagacion clonal mediante cultivo in vitro

Intencion de patentar

Cultivares de Alstroemeria en los préximos
24 meses.

Secreto industrial

Resultado no patentable

Resultado interés publico

proyectos

Logro Ndamero Detalle
Convenio o alianza 2 The Tree Lab (alianza estratégica
tecnologica productive)
Bioforest (asesoria permanente)
Generacién nuevos 5 2007 - 2009. Investigador Principal

Proyecto “Produccién intensiva de
cultivares hibridos de Alstroemeria
nativa, para flor en maceta y parques y
jardines, para el mercado nacional y
norteamericano”. Fundacion COPEC-UC
CC-035, Chile. Total: $105.119.000 (PUC:
$26.267.000; Aporte Fundacion:
$70.000.000).

2007 — 2009. Asesoria Técnica Proyecto
CORFO-INNOVA “Sistema de produccién
forzada de cala de color (Zantedeschia
spp.) para flor de corte en la zona de
Ovalle (IV Regién)”.

2005 - 2008. Investigadores asociados
proyecto INNOVA “Mejoramiento vy
Desarrollo de nuevos hibridos
patentables a través de cruzas
intergenéricas (Copihue x Coicopihue)
e interespecifico en Rhodophiala sp.
apoyado por herramientas
biotecnolégicas”. Empresa Novazel-
CORFO. (asignado a PUC: $5.700.000).
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Generacién de protocolo intensivo de
cultivo in vitro y forzado de copihue para
el mercado nacional (COPEC-UC,
preseleccionado 2009). Agente
asociado.

Generacién de cultivares de
alstroemeria para ambientes extremos
(COPEC-UC, preseleccionado 2009).
Agente Ejecutor.

Impactos Cientificos

Logro

Numero

Detalle (Citas, titulo, decripcion)

Publicaciones

1

2009. Olate, E., L.H. Escobar, C.
Sepulveda, C. Rios and P. Errandonea.
Advances and strategies for
micropropagation of Proteaceae
species. Acta Horficulturae (enviado)

(Por Ranking)

Eventos de  divulgacién
cientifica

2008. 5th International Symposium on
Aromatic, Medicinal, Tinctorial and

Ornamental Plants. Noviembre,
Noumea, New Caledonia. Presentacion
del trabagjo (pdster):  "Alstromeria

breeding program in Chile" (E. Olate,
L.H. Escobar, C. Sepulveda*, C. Encina,
M.U. Wilmans y C. Jaramillo).

2008. 13th International Protea
Association Conference & IXth
International  Protea Working Group

Symposium. 3-6 Septiembre,
Stellenbosch, Suddfrica. Presentacion
del trabagjo (oral): *“Advances and

strategies for micropropagation of
Proteaceae species” (E. Olate*, L.H.
Escobar, C. Sepulveda, C. Rios and P.
Errandoneaq).

2008. 1° Congreso Nacional de Flora
Nativa. 21 al 23 de Agosto, Santiago,
Chile. Presentacion del trabajo (oral):
“Programa de mejoramiento genético
en Alstroemeria: avances y
problemdticas” (E. Olate*, LH. Escobar,
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C. SepUlveda, C. Encina, M. Ursula
Wilmans y C. Jaramillo).

2007. 2° Simposio de Horticultura
Ornamental. Presentacion del trabagjo:
“Programa de mejoramiento genético
en Alstroemeria nativa” (E. Olate*, C.
Sepulveda, Luis H. Escobar, A. Garcia,
M. Gebaver y M. Musalem). Talcq,
Chile.

2007. VI Encuentro Latinoamericano vy
del Caribe de Biotecnologia
Agropecuaria REDBIO 2007. 22 al 26 de
octubre, Vina  del Mar, Chile.
Presentacion de los trabajos: “Iniciacién
y multiplicaciéon in vitro de brotes
aéreos de Leucospermum ‘High Gold’
(Proteaceae)” (C. Rios, L.H. Escobar, P.
Errandonea, E. Olate(*), C. Sepulveda);

“Optimizacién del proceso de
iniciacion de yemas subterraneas de
Paeonia spp. Y% efecto de

benzilaminopurina en la etapa de
multiplicacién in vitro” (Y. Matsumoto,
C. Sepulvedaq, K. Pizarro, E. Olate*, L. H.
Escobar).

2007. 57th  Annual Meeting of the
International Plant Propagators' Society
- FEastern Region. 16 al 19 de
septiembre, Montreal, Canadd.
Presentacion del trabajo: “Effect of 6-
Benzylaminopurine on the in vitro
growth of Alstroemeria ‘Freedom’,
‘Liberty’ and ‘Sweet Laura’ during the
stage of multiplication” (E. Olate*, P.
Villalobos, C. SepuUlveda and L.H.
Escobar).

2005. 55" Annual Conference of the
International Plant Propagators’ Society -
Eastern  Region. Presentacion  del
frabgjo: “Manejo y aclimatacién de
plantas provenientes de cultivo in vitro”
(E. Olate* y A. Blanco). 3 al 6 de
Octubre. Atlantic City, NJ. USA.
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Integracion
investigacion

a

redes

de

2008. Gestor y Coordinador “1° Congreso
Nacional de Flora Nativa”. P. Universidad
Catdlica de Chile en conjunto con la
Universidad de Talca y Vivero y Jardin
Pumahuida Ltda. 21, 22 y 23 de Agosto.
Facultad de Agronomia e Ing. Forestal.
Pontificia Universidad Catdlica de Chile.
Santiago, Chile.

2008. Gestor y Coordinador “Misién
Tecnolégica a Israel: Desarrollo y cultivo
de especies ornamentales de interés
para Chile”. Proyecto CORFO-INNOVA
Chile 208-6911.

2008. Miembro Comité Mejoradores
Genéticos Asociacidn  Nacional de
Produccion de Semillas ANPROS.

2008. Expositor invitado al VI Seminario
Flora y Fauna Nativa. Presentacion
charla:  “Mejoramiento genético de
Alstroemeria: uso de especies de nativas
de Chile”. CORMA Biobio y CONAMA
Biobio. 14 de Noviembre, Concepcidn,
Chile.

2006. Coordinador Curso Internacional
“Actudlizacién, comercializacién vy
técnicas en post cosecha en flores de
corte y follajes”. Facultad de Agronomia
e Ing. Forestal. Pontificia Universidad
Catdlica de Chile — Fundacion para la
Innovacién Agraria, 29, 30 de Noviembre
y 1° de Diciembre de 2006. Santiago,
Chile.

2004 al 2007. Expositor en Feria Anual
Flores de Invierno del Club de Jardines
de Chile. Programa de Floricultura y
Micropropagacién FAIF-UC. Casas de Lo
Matta. Vitacura, Santiago, Chile.

2006 vy 2008. Expositor Feria Agro
Innovacidon  UC -  INAGRO  2006.
Programa de Floricultura y
Micropropagacién FAIF-UC. Facultad de
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Agronomia e Ing. Forestal. Pontificia
Universidad Catdlica de Chile. Santiago,
Chile.

Julio 2008 a la fecha. Miembro del
Comité de Fitomejoradores de la
Asociacion Nacional de Productores de
Semillas ANPROS.
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Impactos en Formacion

Logro

Numero

Detalle (Titulo, grado, lugar, instituicion)

Tesis pregrado

18

2009. Guia Proyecto de Titulo “Uso de retardantes de
crecimiento en iniciacion y multiplicacion in vifro de
Asltroemeria ‘Sweet Laura’. Cristian Jofré Vidal. Ing.
Agr.

2009. Guia Proyecto de Titulo “Desarrollo vy
optimizacién de un protocolo de micropropagacion
de Banksia spp. y Protea spp. (Proteaceae)”. Claudia
Barriga Carrera. Ing. Agr.

2009. Guia Proyecto de Titulo “Evaluacién del
comportamiento de clones hibridos de Alstroemeria
en las fases de enraizamiento y aclimatacién bajo
cultivo in vitro”. Macarena Santa Cruz Manriquez. Ing.
AQr.

2009. Guia Proyecto de Titulo “Desarrollo vy
optimizacién de un protocolo de micropropagacioén
de Banksia coccinea, Leucospermum cv. High Gold y
L. cv. Succession Il (Proteaceae)”. Cindy Reyes Ydanez.
Ing. Agr.

2009. Guia Proyecto de Titulo “Efecto del nOmero de
rizomas iniciales por contenedor de Alsfroemeria cv.
Sweet Laura en la tasa de multiplicacién vtilizando un
sistema de inmersiéon temporal. Francisca Cornejo
Parra. Ing. Agr.

2008. Guia Proyecto de Titulo “Avances en la
generacién de un protocolo de embriogénesis
somdtica en tres cultivares de Paeonia lacltiflora:
etapas de induccién de callo embriogénico y
madvuracién, con expresion de estructuras tipo
embrién (ETEs)”. Gabriela Dunner Planella. Ing. Agr.

2008. Guia Proyecto de Titulo “Optimizaciéon del
proceso de iniciacion y multiplicacién de yemas
apicales de rizomas de Alstroemeria ‘Sweet Laura’ y
efecto de benzilaminopurina en la etapa de
multiplicacién in vitro de los cultivares ‘Sweet Laura' y
‘Freedom’”. Pamela Ruiz Julid. Ing. Agr.

2008. Profesor guia Proyecto de Titulo “Seleccién y
caracterizacién de parentales para cruzamientos
interespecificos de Alstroemeria spp. para su uso con
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técnicas de cultivo in vitro”. Maria Ursula Wilmans
Cifuentes. Ing. Agr.

2008. Guia Proyecto de Titulo “Desarrollo vy
optimizacién de un protocolo de cultivo in vitro de
multiplicacién de Leucospermum cv. High Gold
(Proteaceae)”. Margarita Bilbao Becerra. Ing. Agr.

2008. Guia Proyecto de Titulo “Efecto del dacido 2,4-
Dicloro-fenoxi-acético en la induccién, formacién y
proliferacién de callos con cardcter embriogénico en
Paeonia lactiflora cvs. Top Brass e Immaculee”. Maria
Alejandra Toro Reyes. Ing. Agr.

2007. Informante Proyecto de Titulo “Evaluaciéon de
enraizamiento en estacas de Quillaja saponaria Mol.
provenientes de la Regién Metropolitana y VIl Regién
de Chile”. Pascuala Muggli Elton. Ing. Agr. Profesor
guia Juan Gasto.

2007. Guia Proyecto de Titulo “Uso de inflorescencias
inmaduras como explante de iniciaciéon y optimizacién
del crecimiento in vifro de rizomas de Alstroemeria
cultivares ‘Freedom’, ‘Liberty’ y ‘Sweet Laura’. Paula
Villalobos Ferndndez. Ing. Agr.

2007. Guia Proyecto de Titulo “Desarrollo y optimizacién
de cultivo in vitro de tres especies de la familia
Proteaceae”. Carola Rios Labarca. Ing. Agr.

2007. Guia Proyecto de Titulo “Optimizacién del
proceso de iniciacion de yemas subterrdneas de
Paeonia spp. y el efecto de benzilaminopurina en la
etapa de multiplicacién in vitro”. Yuriko Matsumoto
Courdurier. Ing. Agr.

2007. Guia Proyecto de Titulo “Iniciacion in vifro de
yemas subterrdneas de Paeonia lactiflora cv. Top
Brass”. Karin Pizarro Verme. Ing. Agr.

2006. Guia Proyecto de Titulo “Iniciacion in vifro de
Banksia coccinea, leucospermum cv. High Gold y
Protea cv. Lady Di”. Paulina M. Brandonea Althausen.
Ing. Agr.

2006. Guia Proyecto de Titulo “Iniciacién in vifro de
rizomas de Alistfroemeria spp.”. Carolina Andrea

Jaramillo Escalante. Ing. Agr.
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2005. Guia Proyecto de Titulo “Validaciéon y desarrollo
de protocolos de multiplicacién in vitro de Lapageria
rosea (Copihue) en las etapas de enraizamiento y
aclimatacién de plantas a invernadero”. Paula Quiroz
Figueroa. Ing. Agr.

postgrado

2009. Profesor integrante Comité Proyecto de Tesis
“Establecimiento de protocolo de transformacion de
arandanos mediante Agrobacterium tumefaciens’.
Magister en Ciencias Vegetales, Mencidn Fisiologia y
Produccidon de Cultivos. Florencia Gutiérrez, Lic. Biol.,
Biol. Facultad de Agronomia en Ing. Forestal, Pontfificia
Universidad Catdlica de Chile. Profesor Guia Patricio
Arce.

2009. Profesor informante Tesis Magister en Recursos
Naturales “Valor agregado en la rehabilitacién de
depésitos de relaves mineros de la zona centro-norte
de Chile con recursos fitogenéticos nativos”. Cristina
Orchard Gremler. Ing. Agr., M.Sc. Profesor guia
Rosana Guinocchio.

Pasantias

capacitacion

7. Problemas Enfrentados Durante el Proyecto:

No se presentaron problemas legales de ningun tipo durante el transcurso del proyecto.

Técnicos

Alstroemeria

Las plantas madres fueron traspasadas a perlita sin considerar las diferencias
fisioldgicas entre éstas. La variedad Sweet Laura mostré un crecimiento mas acelerado,
presentando deficiencia de fierro. Debido a que las plantas, para iniciarse in vitro, deben
tener las mejores condiciones, no se ha podido experimentar con dicha variedad.

Las diferencias en cuanto a los niveles de esterilizacion de los tres cultivares
ensayados en cuanto a la aplicacién de tratamientos a las plantas madres, podria ser un
indicador de diferencias morfolégicas de las yemas apicales y axilares de rizomas.

En el protocolo de iniciacidn de apices florales, la principal dificultad fue diferenciar
entre apices vegetativos y florales en la planta madre, esto debido a que el estado
requerido para lograr la desdiferenciacion es previo a la visualizacién de las estructuras
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florales. Por otra parte, la determinacion del sistema de transporte y mantenciéon de
apices, cuando estos son extraidos en otros lugares lejanos al sitio de experimentacion,
mermo el numero de explantes en buen estado para ser iniciados.
La contaminacién bacteriana (endbgena) fue el principal problema para la

multiplicacién de rizomas en el sistema de inmersién temporal.

El tipo de filtro (tipo pirinola de 0.22 micras y de 30 mm de ancho) present6 problemas
en algunas ocasiones por la presion interna del sistema que hace que se colapsen e
impidan el flujo del aire, esto impide el trasvasije del medio de un frasco al otro.

« Peonia

Un problema que surgi6é al momento de querer iniciar un micropropagacion in vitro en
Peonias es tener la disponibilidad suficiente de explantes. Por ello, fue necesario, previo
al primer experimento, someter a las plantas a frio (0° C) para asi estimular la brotacion
de yemas desde los trozos de planta madre

En este sentido la iniciacién se puede hacer dependiente de este factor, y podria
dificultar una experimentacion continua a través de todo el ano.

Subsecuentemente, un problema técnico que se debid enfrentar en esta especie
corresponde a la disminucion del nimero de yemas producidas por los rizomas. Esto se
debe principalmente al debilitamiento de las estructuras subterraneas.

Otro problema fue la alta produccién de fenoles por parte de los tejidos florales
utilizados como explante para los nuevos experimentos y en los callos mantenidos en el
medio de expresion. Estos llegaron rapidamente a niveles toxicos en el medio de cultivo,
produciendo la oxidacién y posterior muerte del material.

= Proteas

La inclusién del antibidtico rifampicina al medio de cultivo no se presenta como una
opcion viable para la eliminacion de bacterias, ya que incidié en el vigor del explante.

La eliminacién de hojas dejando parte del peciolo fue necesaria para evitar la
eliminacién y dano de yemas axilares, ademas permite que se mantenga una estructura
que las proteja.

El uso de PPM, suplementado en el medio o como solucién fungicida y bactericida
en material contaminado, fue una excelente opcién para disminuir pérdida de material por
contaminacién, por una parte la contaminacién disminuye considerablemente y por otro
lado el producto no afecta al explante.

En Banksia coccinea el problema técnico, fue la brotacion de las yemas laterales
del brote apical. En el caso de Protea ‘Lady Di’ la mayor problematica enfrentada ha sido
la exudacion de fenoles de los explantes iniciados in vitro. Una vez superado el punto
anterior se esta abocado a la brotacién de yemas laterales.

El mayor problema enfrentado durante el periodo 2007 y posterior fue el dafo
causado a los brotes apicales, especialmente en Profea ‘Lady Di’, por las heladas que
afectaron la zona central durante ese invierno.

En Banksia coccinea la exposicién a altas concentraciones de cloro por largos
periodos de tiempo aumenta el porcentaje de desinfeccion, aunque acelera la
senescencia del explante. En esta especie el mayor problema es la brotacion lateral de
los explantes, por lo que se consideré tratar las plantas madres peribdicamente con
Citogrower a modo de aumentar la brotacion de estos.

En Leucospermum cv. “High Gold”, al igual que en B. coccinea, altas
concentraciones de cloro, por largos periodos de tiempo, aumenta el porcentaje de
desinfeccién, aunque acelera la senescencia del explante. Con un tiempo de contacto de
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5 min y concentracién de cloro al 3% se logra una buena desinfeccién, manteniendo el
vigor del explante.

En Protea cv. “Lady Di” el mayor problema que presenta este cultivar es la
oxidacién por compuestos fendlicos.

e Administrativos
El cambio en el sistema financiero de la Tesoreria en la Pontificia Universidad
Catélica de Chile, dificulté el pago de boletas y facturas, debido a la imposibilidad de
ingresar al sistema por parte del personal administrativo encargado de la cancelacion de
las mismas. Este problema fue en gran medida subsanado por la administracion central
de la Universidad funcionando sin dificultad y los pagos al dia.

e Gestion

La implementacién de camara de crecimiento 2, presentd problemas ya que los

presupuestos para la iluminacion aumentaron considerablemente. Por lo cual se hizo
necesario: (a) reasignar lo presupuestado para subdivision de cdmara crecimiento 1y (b)
reasignar lo presupuestado para esterilizador de sustratos en la compra de un equipo de
frio/calor que pueda mantener un rango de temperatura de manera automatica.
La compra de micropipeta presenté un valor mayor a lo presupuestado, siendo
indispensable para la precision en la preparacién de los medios involucrados en cada uno
de los ensayos, se procedié a comprar una oferta que nos permiti6 comprar dos
micropipetas (200 y 1000 uL) por el valor de una.

Otro problema de gestion fue la menor disponibilidad para el uso de autoclave en
laboratorio de biotecnologia. El problema se ha originado por que el nimero de usuarios
ha aumentado debido al mayor nimero de proyectos en ejecucion en la Facultad, por el
mayor nimero de ensayos y de material a esterilizar en esta etapa del proyecto. Esta
situacion complica y en ocasiones retrasa los tiempos de ejecucién pre-determinados.

e Medidas tomadas para enfrentar cada uno de ellos.

Técnicos

Alstroemeria
Debido a que algunas plantas madres de Alstroemeria presentaban deficiencia de
fierro, se cambi6 el fertilizante aplicado.

Para validar el supuesto de diferencias morfolégicas y encontrar un indicador que
nos permita dirigir a futuro los tratamientos a plantas madres de Alstroemeria, se
realizaron analisis histologicos a las yemas.

Para Alstroemeria, se evaluaron métodos de manejo de apices florales en estado
de madurez media, con el fin de facilitar el reconocimiento del apice floral. En relacién a
los métodos de transporte de material, se evaluaron algunas técnicas de transporte y
almacenamiento de brotes, tanto con temperatura, sustrato y agentes quimicos para
mejorar la sobrevivencia de estos.

El medio de cultivo en el sistema de inmersiéon temporal fue modificado y se
suplementd con un &cido organico para eliminar la contaminacion bacteriana y la pérdida
de explantes.
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Los filtros del SIT fueron cambiados por otros de 0,5 micras y de 60 mm de ancho
para evitar su colapso. Los ciclos seran de 16 semanas o mas, el medio fue renovado
cada 4 semanas sin intervenir en los explantes hasta completadas las semanas de cultivo.

Peonia

En Peonias se trasladaron las plantas madre a camara de frio (5° C) para
vernalizacién, se aumentd la dosis de fertilizacién para vigorizar las plantas y se
gestionaron los contactos para la incorporacién de nuevo material con la Asociacién de
Productores de Peonias de Chile.

Para Peonia, se elabor6 un listado de condiciones necesarias para el envio de
plantas madres por parte de los productores, que ademas de considerar condiciones
sanitarias, incluyan el estado de desarrollo, edad de la planta, nimero de yemas
presentes en la corona, entre otras.

Para solucionar el problema de escasez de material para iniciar se incorporé el uso
de tejidos florales como otro tipo de explante, lo anterior permite obtener una fuente de
material numerosa, facil de manejar y que puede ser recolectada durante la temporada
estival. En conjunto a lo anterior se minimizan los problemas de contaminacién durante la
iniciacion por tratarse de tejidos internos.

En el protocolo de embriogénesis somatica se cambié el medio de cultivo
semisdlido por medio liquido, a fin de promover la difusién de fenoles y reducir sus efectos
negativos sobre los explantes.

Proteaceas

Para Banksia coccinea y para Leucospermum cv. High Gold se procedié a
cuantificar con un tercer ensayo cual era la concentracion y tiempo de exposicion mas
adecuado para ambas especies. Se verificé con nuevos ensayos que fueron ensayados
con 5% de concentracién y cinco minutos de exposicion.

Se aumenté el tamano del explante en Leucospermum cv. High Gold de forma tal
de poder eliminar la zona basal que en contacto con el agar se necrosa, de esta forma
podemos mantener un nimero de yemas laterales uniforme para su posterior brotacién.

La mayor carga de patégenos en plantel de plantas madre de proteaceas durante
el invierno fue contrarrestado con la aplicacién periodica de fungicidas/ bactericidas.

De forma de disminuir la contaminacién que aun pudiera estar remanente en los
explantes iniciados in vitro se suplemento6 el medio MS con PPM.

El aumento en el presupuesto de implementacién de camara de crecimiento 2 se
previé compensarlo con la reasignacion de éste.

Para el caso de Banksia coccinea se modifico el medio de cultivo, la forma de
transporte y se aplic6 BAP a brotes juveniles en plantas madre. En Protea ‘Lady Di’ se
etiolaron parcialmente los brotes juveniles obtenidos desde podas de formacion en
plantas madre lo cual solucioné la problematica exudaciéon de fenoles en condiciones in
vitro de los explantes.

Para Protea ‘Lady Di' se pospuso la poda de induccién de brotes laterales en las
plantas madre de forma tal de no afectar la recuperacién de las plantas y se comenzé con
la aplicacion de BAP. Para Leucospermum ‘High Gold’ se utilizaron brotes apicales de las
plantas madre ubicadas en los invernaderos de la PUC. En Banksia coccinea se
seleccionaron dos plantas madre para la produccion exclusiva de explantes para iniciar in
vitro.
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La gran carga de patégenos que traen los explantes en proteaceas durante el
periodo de invierno fue tratada en terreno con aplicaciones semanales de StreptoPlus® y
Aliette®.

También se aumento el tamano del explante (de 4 a 7 cm) ya que se distinguié un
leve deterioro del explante en la parte en contacto con el agar, porcidon que debe ser
elimina semanalmente en cada traspaso. Con esto se busca que el tamano del explante
no disminuya drasticamente con el correr de las semanas, y asi no perder yemas que
luego podran formar nuevos brotes.

En Protea ‘Lady Di’ el mayor problema que presentd este cultivar es la oxidacién
por compuestos fendlicos. La adicidon de antioxidantes al medio parece no ser suficiente
para el control de éstos en brotes lignificados. La hidratacién en una solucién rica en
antioxidantes tampoco elimina del todo este problema en este tipo de brotes. Es por esto
que en el Ensayo 4 se prob¢ la utilizacion de brotes mas ‘juveniles’, con el fin de reducir
este problema, que fueron obtenidos mediante un fuerte rebaje en las plantas madre
realizado a principios de febrero. Se obtuvo brotes sobre madera de dos anos. Después
de una semana desde la iniciacion los explantes jovenes no presentaban oxidacién por
fenoles pero si deterioro al parecer por accion del cloro. Es posible que este efecto haya
sido ocultado por la rapida oxidacién de los explantes mas adultos en los ensayos
anteriores. Es por esto que los ensayos futuros deben considerar menores
concentraciones o, en definitiva, otro agente desinfectante.

Los tiempos de contacto y concentraciones de cloro para la desinfeccién previa al
inicio del cultivo se fueron ajustando de acuerdo a los resultados obtenidos en los
ensayos previos.

La preparacion de los explantes antes de la desinfeccion se corrigio, para proteger
las yemas apicales aumentado el tamano del explante, y cortando la hoja lateral dejando
un trozo de peciolo como proteccion.

En Protea cv. ‘Lady Di' la obtencion de brotes juveniles se obtuvo mediante técnica
de poda de rebaje en las plantas madres.

La inmersion en una solucion rica en antioxidantes y la adicién de antioxidantes al
medio no lograron controlar la produccion de fenoles, principalmente debido a las
caracteristicas lenosas de las proteas (mayor contenido de lignina). La solucién mas
adecuada que se encontré fue la etiolacion parcial de brotes en terreno mas el uso de
antioxidantes en el medio de cultivo.

8. Otros Aspectos de Interés

9. Conclusiones y Recomendaciones:

e Desde el punto de vista:

o Técnico

- La implementacién de una Unidad Especializada de Proapagacion in
vitro en Chile es posible de establecer.

- Existe demanda e interés en el sector productivo por los servicios
generados en una unidad de este tipo.

- Es posible generar conocimiento y tecnologia avanzada con los
recursos humanos y materiales con que se cuenta en Chile.
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El capital humano es de vital importancia para el éxito de este tipo de
iniciativa, siendo la permanencia del personal técnico, no profesional,
vital para el avance rapido en encontrar soluciones a los problemas
encomendados.

La metodologia de trabajo propuesta fue la apropiada para enfrentar
problemas variados en cada grupo de especies.

Se debe enfatizar en el trabajo parcializado, evaluando etapas
individuales, y no procesos completos desde iniciacién in vitro hasta
aclimatacién ex vitro.

Las diferencias genéticas dentro de cada especie, deben ser
consideradas, ya que las respuestas a distintos tratamientos, son
diferentes y se acrecientan cuando se trabaja en condiciones in vitro,
por lo que no pueden ser generalizadas a partir de otros protocolos.

Econoémico

El costo de desarrollo de un protocolo de propagacion in vitro, es
posible de ser generado por una Unidad Especializada.

Los costos asociados a la generacion de dicho protocolo son
diferentes a los asociados a la produccién masiva de plantas in vitro,
ya que incluyen costos diferentes de tiempo de profesionales e
investigadores, y pruebas y errores consecutivos hasta lograr el
resultado esperado.

La generacion de un nuevo protocolo posee una estructura de costos
diferente para cada fase de multiplicacién in vitro, y es muy
especifica para cada especie y en algunos casos también a nivel de
cultivar, y debe ser considerado al momento de asumir un
compromiso de este tipo.

De gestion.

La Universidad es capaz de generar una Unidad independiente y
especializada para la generacion de este tipo de protocolos.

El tamano y dificultad de la gestion financiera deben ser incluidos
dentro de las consideraciones a evaluar, ya que pueden provocar
dificultades adicionales a las dificultades técnicas.

El trabajo con personal técnico y profesional permanente es mucho
mas eficiente para este tipo de Unidades, ya que el trabajo con
alumnos, aun cuando es ventajoso en varios aspectos
(conocimientos basicos, busqueda de informacién, independencia en
el trabajo), posee la gran desventaja de ser mas lento al incluir una
etapa de 4 a 8 semanas de entrenamiento cada vez que se incluye
un nuevo integrante.
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IV. INFORME DE DIFUSION

e Difusion de los resultados obtenidos adjuntando las publicaciones
realizadas en el marco del proyecto o sobre la base de los resultados
obtenidos, el material de difusién preparado y/o distribuido, las charlas,
presentaciones y otras actividades similares ejecutadas durante la
ejecucidn del proyecto.

Charla y Visita de Difusién, enmarcada en el proyecto

“Unidad Especializada de Propagacién In Vitro en Especies Ornamentales de Dificil
Multiplicacion”,

financiado por la Fundacién para la Innovacién Agraria (FIA), a realizarse el 16 de

Noviembre de 2007 a partir de las 15:00 horas, en el Auditorio de Postgrado de la
Facultad de Agronomia e Ingenieria Forestal de la Pontificia Universidad Catélica de
Chile, ubicado en Vicunha Mackenna 4860, Macul, Santiago. La actividad, comenzara

con una charla, para luego visitar los laboratorios ademas de otras instalaciones.

Notas entregadas durante la charla:

PEONIA
Metodologia General manejo de rizomas de Peonia:

Cultivares utilizados traidos desde Punta Arenas (cv. Top Brass) y Osorno (cvs.
Inmaculee, Monsieur Jules Ellies, Big Ben, Festiva Maxima y Gardenia), los
rizomas son lavados y sumergidos en una solucion fungicida y bactericida para
luego ser plantados en un sustrato inerte (perlita). Las plantas son llevadas a
invernadero y/o sombreadero, lugar en el cual son mantenidas con fertilizacion,
riego y tratamientos semanales con fungicidas. A medida que las yemas
subterraneas aparecen en el rizoma, estas son extraidas para ser iniciadas bajo
condiciones in vitro.

Embriogénesis Somatica

La embriogénesis somatica (asexual o adventicia, consiste en el desarrollo de
embriones clonales a partir de células que no son el producto de una fusion
gamética, o en otras palabras, es un proceso por el cual se produce una
estructura bipolar (embridn) a partir de una célula somatica.
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Cortes Histolégicos

Los cortes histologicos realizados a callos tratados con altos niveles de auxina
2,4-D; presentaron sectores con células con alto nivel de divisién celular, lo cual
podria ser indicador de la induccion de nuevas zonas meristematicas.

ALSTROEMERIA
Metodologia General manejo de rizomas de Alstroemeria:

Cultivares utilizados: Sweet Laura, Liberty, Freedom. Los rizomas son lavados y
sumergidos en una soluciéon fungicida para luego ser plantados en un sustrato
inerte (perlita). Las plantas son llevadas a invernadero y/o sombreadero, lugar en
el cual son mantenidas con fertilizacién, riego y tratamientos semanales con
fungicidas. La yema apical generada en perlita asi como las estructuras aéreas de
las plantas presentan una menor carga de inoculos, disminuyendo la dificultad de
iniciacién bajo condiciones in vitro.

Explantes de Alstroemeria utilizados

Los explantes utilizados para la iniciacion in vitro han sido yemas apicales de
rizomas subterraneos y apices florales inmaduros. Ambos explantes son
capaces de generar brotes aéreos bajo condiciones controladas.

Estos explantes generan brotes aéreos vegetativos y rizomas. La cantidad de

reservas del rizoma es la que determina finalmente el éxito de la etapa de
aclimatacion.

Se adjunta copia presentacion realizada
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e Listado (nimero y detalle) de actividades por instrumento de difusién,
como por ejemplo:
o Presentaciones en congresos y seminarios

2008. 5th International Symposium on Aromatic, Medicinal, Tinctorial and
Ornamental Plants. Noviembre, Noumea, New Caledonia. Presentacion del
trabajo (pdster): "Alstromeria breeding program in Chile" (E. Olate, L.H. Escobar, C.
Sepulveda*, C. Encina, M.U. Wilmans y C. Jaramillo).

2008. 13th International Protea Association Conference & IXth International Protea
Working Group Symposium. 3-6 Septiembre, Stellenbosch, Suddafrica. Presentacion
del tfrabajo (oral): “Advances and strategies for micropropagation of Proteaceae
species” (E. Olate*, L.H. Escobar, C. Sepulveda, C. Rios and P. Errandoneaq).

2008. 1° Congreso Nacional de Flora Nativa. 21 al 23 de Agosto, Santiago, Chile.
Presentacion del trabajo (oral): “Programa de mejoramiento genético en
Alstroemeria: avances y problemdticas” (E. Olate*, LH. Escobar, C. Sepulveda, C.
Encina, M. Ursula Wilmans y C. Jaramillo).

2007. 2° Simposio de Horticultura Ornamental. Presentacion del trabajo: “Programa
de mejoramiento genético en Alstroemeria nativa” (E. Olate*, C. Sepulveda, Luis
H. Escobar, A. Garcia, M. Gebauer y M. Musalem). Talca, Chile.

2007. VI Encuentro Latinoamericano y del Caribe de Biotecnologia Agropecuaria
REDBIO 2007. 22 al 26 de octubre, Vina del Mar, Chile. Presentacion de los
trabagjos: “Iniciacién y multiplicacion in vitro de brotes aéreos de Leucospermum
‘High Gold’ (Proteaceae)” (C. Rios, L.H. Escobar, P. Errandonea, E. Olate(*), C.
Sepulveda); “Optimizacién del proceso de iniciacion de yemas subterrdneas de
Paeonia spp. y efecto de benzilaminopurina en la etapa de multiplicacién in vitro”
(Y. Matsumoto, C. Sepulveda, K. Pizarro, E. Olate*, L. H. Escobar).

2007. 57th Annual Meeting of the International Plant Propagators' Society - Eastern
Region. 16 al 19 de septiembre, Montreal, Canadd. Presentacion del frabagjo:
“Effect of é-Benzylaminopurine on the in vitro growth of Alstroemeria ‘Freedom’,
‘liberty’ and ‘Sweet Laura’ during the stage of multiplication” (E. Olate*, P.
Villalobos, C. Sepulveda and L.H. Escobar).

2005. 55 Annual Conference of the international Plant Propagators' Society - Eastern

Region. Presentacion del trabajo: “Manejo y aclimataciéon de plantas provenientes
de cultivo in vitro" (E. Olate* y A. Blanco). 3 al 6 de Octubre. Atlantic City, NJ. USA.
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o Organizacion de seminarios v talleres

2006. Curso Internacional “Actualizacién, comercializacién y técnicas en post
cosecha en flores de corte y follgjes”. Facultad de Agronomia e Ing. Forestal.
Pontificia Universidad Catdlica de Chile — Fundacion para la Innovacion Agraria, 29,
30 de Noviembre y 1° de Diciembre de 2006. Santiago, Chile.

2004 al 2007. Expositores Feria Anual Flores de Invierno del Club de Jardines de Chile.
Programa de Floricultura y Micropropagacién FAIF-UC. Casas de Lo Matta. Vitacura,
Santiago, Chile.

2006 y 2008. Expositores Feria Agro Innovaciéon UC — INAGRO 2006. Programa de
Floricultura y Micropropagacién FAIF-UC. Facultad de Agronomia e Ing. Forestal.
Pontificia Universidad Catdlica de Chile. Santiago, Chile.

2005. Exposicion Seminario “Proteas: Nueva Alternativa Para el Secano Costero”.

Jornadas de Invierno. Facultad de Agronomia e Ing. Forestal. Pontificia Universidad
Catdlica de Chile. Santiago, Chile.

o Dias de campo o reuniones técnicas

o Publicaciones cientificas
2009. Olate, E., L.H. Escobar, C. Sepulveda, C. Rios and P. Errandonea. Advances
and strategies for micropropagation of Proteaceae species. Acta Horticulturae
(enviado)

o Publicaciones divulgativas

o Articulos en prensa

Ben Gill. 2008. Protea gorwers up-and-coming: Chile profile. Floraculture
International. Septemeber 2008: 56-57.

Vision Universitaria. 2007. Agronomia trabaja para renovar el mercado de las flores
a través de cultivo in vitro. Seccion Universidad y Sociedad. Diciembre 2007: 9.

El Mercurio. 2007. Modificaciones genéticas: La UC hace de hada madrina de las
alstromerias. 26 diciembre 2007: A12.

o Paginas web

www.plantainvitro.cl
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V. ANEXOS

Como fue indicado para los informes de avance técnico, pero en este caso la
informacién no corresponde sdlo a la actualizacidn sino a la histdrica. Por ejemplo,
cambios en el equipo técnico, se debe adjuntar la ficha de todos los participantes

que participaron en alguna de las etapas del proyecto aunque hayan sido
reemplazados.

No Hubo cambios en el equipo técnico u otras actividades a informar.
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