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INFORME TECNICO FINAL

I. ANTECEDENTES GENERALES

Codigo

Nombre del Proyecto

Regidn o Regiones de Ejecucion (Originalmente planteadas en la propuesta y las efectivas)
Agente Ejecutor

Agente(s) Asociado(s) (Originalmente planteados en la propuesta y los efectivos)
Coordinador del Proyecto

Costo Total (Programado y Real)

Aporte del FIA (en pesos; porcentaje del costo total) (Programado y Real)

Periodo de Ejecucion (Programado y Real)

I. ANTECEDENTES GENERALES

Antecedentes

Cadigo: PYT-2012-0079.

Nombre del Proyecto: Mejoramiento de la técnica de propagacion in vitro para
produccion comercial de planta nativa chilena Leucocoryne.

Objetivo General: Mejorar la técnica de propagacion in vitro a nivel que permita
ofrecer bulbos de variedades registradas o patentadas a un
precio competitivo.

Regiones de ejecucion Valparaiso, Metropolitana

(originalmente planteadas):

Regiones de ejecucion Valparaiso, Metropolitana

(efectivas):

Agente Ejecutor: Mansur Agricultural Service Ltda.

Nombre(s) Asociado(s): -

Coordinador del Proyecto: | Carlos de la Cuadra




Costos

Costo general programado:

Costo total de la Iniciativa

Aporte FIA
Pecuniario
Aporte Contraparte No Pecuniario
Total Contraparte

Ejecucion presupuestaria a la fecha:

Acumulados a la Fecha Monto ($)

Suma cuotas programadas ®
Suma cuotas pagadas

Suma gasto programado
Suma gasto real @

Aportes FIA

Gasto programado

Gasto real

Gasto pecuniario programado ©
Gasto pecuniario real

Aportes Contraparte )

Fecha de inicio iniciativa 01 de Diciembre de 2012

(programado):

Fecha de inicio iniciativa 01 de Diciembre de 2012
(real):

Fecha término Iniciativa 30 de Noviembre de 2015
(programado):

Fecha término Iniciativa 31 de Diciembre de 2015 (31 de Agosto de 2017)"
(real):

! De acuerdo a carta UPP-A-N°3032 del 21 de Diciembre de 2015, se ha autorizado la realizacién de
actividad “Produccion, a escala piloto, de bulbos” con fecha de término 31 de agosto de 2017.



I. RESUMEN EJECUTIVO

Resumen ejecutivo del desarrollo del proyecto, sus objetivos, justificacion, resultados e
impactos logrados. Debe ser globalizante, incorporando aspectos de importancia
general dentro del proyecto, y dejando el detalle de la discusidon en el Texto Principal.
Debe ser corto y especifico, no repitiendo las discusiones, andlisis y calificaciones
especificas contenidas en el Texto Principal.

La floricultura nacional posee un potencial de desarrollo e innovacibn basado en el
fitomejoramiento, la produccién y exportacion de variedades propias. A la fecha, se han realizado
grandes esfuerzos para desarrollar el potencial ornamental de bulbosas nativas chilenas siendo
el género Leucocoryne un ejemplo de ello. Lamentablemente, al igual que muchas otras plantas
bulbosas chilenas, el Leucocoryne no habia podido desarrollar su potencial comercial siendo su
principal limitante la ausencia de una técnica de multiplicacién masiva de bulbos.

Gracias a la ejecucion de este proyecto, se encontré una solucién para mejorar de la técnica de
propagacion in vitro en base, principalmente, al ajuste de las variables como temperatura, uso de
citoquininas, frecuencia de repique y concentracion de sacarosa.

El objetivo principal fue mejorar la técnica de propagacion in vitro al nivel que permita ofrecer
bulbos de variedades registradas o patentadas a un precio competitivo. Y, el principal resultado
logrado fue la obtencidon de una técnica de propagacion masiva que permite la obtencién de
bulbos florales para su producciéon comercial.

El principal beneficio buscado es el éxito comercial del Leucocoryne de manera que la inversion
estatal y privada echa por casi 15 afios finalmente fructifique. El negocio principal es la
exportacion de flor cortada para el mercado internacional (EEUU) en contraestacion. Otros
negocios asociados: produccion de bulbos para venta en mercado nacional y exportacion;
desarrollo de variedades de flor de corte, flor de jardin y flor de maceta; y, produccién de flor
cortada para el mercado nacional. Ademas, ayudar a la conservacion de la flora nativa.



II.  INFORME TECNICO (TexTo PRINCIPAL)

1. Objetivos del Proyecto:

e Descripcion del cumplimiento de los objetivos general y especificos planteados en
la propuesta de proyecto, en funcidn de los resultados e impactos obtenidos.
e En lo posible, realizar una cuantificacion relativa del cumplimiento de los objetivos.

El objetivo general “mejorar la técnica de propagacion in vitro al nivel que permita ofrecer bulbos
de variedades registradas o patentadas a un precio competitivo” ha sido cumplido. Al 31 de
diciembre de 2015 se cuenta con una técnica de propagacion in vitro sobre la cual un laboratorio
especializado en multiplicacion in vitro de plantas bulbosas ornamentales (SMRL-Grupo Hijuelas)
planea desarrollar un produccion a escala piloto a un precio similar a otros bulbos comerciales
ornamentales.

Respecto al objetivo especifico (OE) N°1, “actualizar la informacion referente a la situacion de
mercado y la competitividad del Leucocoryne y las variedades nacionales en el mercado
internacional”’, su cumplimiento fue de un 100%.

De igual manera, el OE N°2, “mejorar la técnica de propagacién in vitro, basada en uso de
técnicas tradicionales de propagacion vegetativa, incluyendo su aclimatacion y crecimiento ex
vitro”, su cumplimiento fue de un 100% alcanzandose para el indicador “Tasa de multiplicacion in
vitro general” el valor meta de 300 bulbos por explante en 2 afios.

Relativo al OE N°3, “evaluar el costo/beneficio de la técnica mejorada de propagacion in vitro”,
corrié la misma suerte, se cumplié en un 100%.

El OE N°4, “producir, a escala piloto, bulbos florales de clones seleccionados usando la técnica
de cultivo in vitro”, no se cumplié. La razdn principal es que las actividades asociadas no pudieron
iniciarse debido a que se requeria el cumplimiento del OE N°2 que, finalmente se logrd, pero en
forma tardia. No obstante lo anterior, el FIA ha autorizado (Carta UPP-A-N° 3032 del 21 de
diciembre de 2015) la realizacion de la actividad “Produccion, a escala piloto, de bulbos” de
Leucocoryne que se extendera entre enero 2016 y agosto 2017.

Por ultimo, el OE N°5, “desarrollar una estrategia comercial a nivel nacional e internacional”,
también fue cumplido. Basado en el conocimiento adquirido durante el proyecto se identifico,
contactd y converso con actores relevantes (principalmente a nivel nacional) que puedan ayudar,
en un futuro, a dar valor al Leucocoryne como planta ornamental. Dentro de las empresas
contactadas se destaca a SMRL-Grupo Hijuelas, Paz y Flora Ltda., Vivero Pocochay y Prolaflora
SpA.



2. Metodologia del Proyecto:

e Descripcion de la metodologia efectivamente utilizada (aungue sea igual a la indicada en
la propuesta de proyecto original).

e Principales problemas metodoldgicos enfrentados.

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

e Descripcion detallada de los protocolos y métodos utilizados, de manera que sea
facil su comprension y replicabilidad (se pueden incluir como anexos).

OE N° 1. Actualizar la informacién referente a la situacion de mercado y la competitividad
del Leucocoryne y las variedades nacionales en el mercado internacional.

La metodologia efectivamente utilizada correspondio a la indicada en la propuesta original.

La actualizacion de la informacion referente a la situacion de mercado y la competitividad del
Leucocoryne y las variedades nacionales en el mercado internacional fue abordado por medio de:

A Recopilacion de antecedentes de la situacion de mercado y competitividad del
Leucocoryne recurriendo a fuentes secundarias.

A Desarrollo de “entrevista en profundidad” con expertos con el fin de obtener informacion
respecto al Leucocoryne.

A Elaboracién de informe referente a la situacibn de mercado y la competitividad del
Leucocoryne (Anexo II-1).

El principal problema metodolégico fue encontrar a los “expertos” que conocieran en profudidad
el Leucocoryne. Se logré ubicar 10 personas que, al menos, lo conocian mas que la media. Las
personas fueron: Mr. Bolta (Sunglory B.V., Holanda), Mr. Henk Beentjes (BulbsOnaWire,
Holanda); Sr. Dick Houter (Dos Cordilleras, Chile), Sr. Bram Delissen (Chilfresh, Chile), Sr. Alexis
K. Vidal (Japén), Mr. Eric Walton (Nueva Zelanda), Sr. Eduardo Olate (PUC, Chile), Sra. Gariela
Verdugo (PUCV, Chile), Sra. Claudia Barrera (Pazyflora, Chile) y Sr. Levi Mansur (MAS, Chile).

Otra dificultad fue la elaboracién de una Ficha Técnica Ecomomica dado la dificultad de encontrar
informacion de campo confiable. Para evitar el exceso de supuestos y estimaciones se contruyd
unas fichas que permiten comparar ingresos y egresos directos por metro cuadrado de distintas
especies de flores de corte y compararla con el Leucocoryne.

La actividades relativas a este objetivo fueron finalizadas el 31/12/2013. No obstate lo anterior,
Ultimos antecedentes de la situacion de mercado fueron incluidos en informe “Evaluaciéon
Costo/Beneficio de la Técnica Mejorada de Propagacion In Vitro de Bulbos de Leucocoryne”. Mas
detalles en OE N°3.



OE N° 2. Mejorar la técnica de propagacion in vitro, basada en uso de técnicas
tradicionales de propagacién vegetativa, incluyendo su aclimatacién y crecimiento ex
vitro.

La metodologia efectivamente utilizada correspondié, en un principio, a la indicada en la
propuesta original a la que se le fue complementando para llegar, finalmente, al cumplimiento del
objetivo.

Inicialmente, la solucion innovadora propuesta fue la mejora de la técnica de propagacioén in vitro
en base al control de la temperatura durante las distintas etapas que forman el proceso. Sin
embargo, debido a que el desempefio fue bajo lo esperado, se requiri6 complementar la técnica
de propagacion in vitro, principalmente, con otras variables como uso de citoquinina, frecuencia
de repigue y concentracién de sacarosa.

A modo resumido, la técnica de propagacion in vitro del Leucocoryne se describe de la siguiente
manera:

1) Establecimiento del material in vitro

El establecimiento de un cultivo in vitro de Leucocoryne puede realizarse por semilla y bulbo.
Cuando se utiliza el bulbo, lo mas recomendado es usar como explante el “punto de
crecimiento”. Es esperable una contaminacién de 20% y brotacion de 90%.

Eliminar tinicas protectoras secas del bulbo para lavarlo bajo flujo de agua corriente. Luego,
lavado en solucién fungicida (1 g/L Benomilo + 1 g/L Captan) y enjuague con agua destilada.
Posteriormente, lavado con etanol al 95% por 1 minuto y luego se desinfectaron con cloro
comercial (50 g-L* NaOCI) méas la adicion de un detergente no idnico (Tween 20®). Al
ingresarlos a camara de flujo laminar, tres enjuagues con agua destilada estéril.

Establecimiento en medio M535 con adicion de 30 g-L-1 de sacarosa, 1 mg/L de
Bencilaminopurina (BAP), 6 g-L-1 de agar, pH a 5,7 y 2ml-L* de PPM® (Plant Preservative
Mixture). Temperatura 20 °C con fotoperiodo 16/8 horas luz/oscuridad.

2) Multiplicacién de bulbillos

Una vez establecido, se inican los ciclos de multiplicacion. Cada ciclo de multiplicacion tiene
una duracién de ocho semanas y se espera una tasa de multiplicacion de 2,4 por ciclo. No es
necesario producir dafio en disco basal para favorcer nuevos bulbos.

Multiplicacion en medio M535 con adicibn de 60 g-L-1 de sacarosa, 1 mg/L de

Bencilaminopurina (BAP), 6 g-L-1 de agar, pH a 5,7 y 2ml-L* de PPM® (Plant Preservative
Mixture). Temperatura 20 °C con fotoperiodo 16/8 horas luz/oscuridad.

3) Engorda de bulbillos



Una vez cumplido los ciclos de multiplicacion los bulbillos se requiere aumentar su peso y
prepararlos para su aclimatacién. Se requiere un tiempo minimo de 8 semanas y se espera
alcanzar bulbos con un peso fresco mayor a 0,5 gr.

Engorda en medio M535 con adicion de 60 g-L-1 de sacarosa, 0,5 mg/L de Bencilaminopurina
(BAP), 6 g-L-1 de agar, pH a 57 y 2ml-L* de PPM® (Plant Preservative Mixture).
Temperatura 20 °C con fotoperiodo 16/8 horas luz/oscuridad.

Las principales actividades que permitieron definir la metodologia se listan a continuacion. Los
Informes Finales con la informacion detallada se encuentran en respectivos anexos.

2.1.- Establecimiento de material in vitro, Multiplicacién y Bulbificacién de bulbillos (Anexo I1-2a).
2.2.- Enraizamiento; Aclimatacion; Paso a tierra; Cosecha y Almacenaje de bulbos. (Anexo I1-2b,
[I-2c y II-2d).

2.5.- Efecto Genotipo, T°, Fotoperiodo y Citoquinina (Anexo II-2e, II-2f y 11-2g).

2.6.- Prueba de Protocolo Americano en Lab. Agro — PUC (Anexo [I-2h).

2.7.- Efecto pH & sacarosa en semillas in vitro en Lab. Agro-PUC (Anexo II-2i).

2.8.- Efecto pH & sacarosa en bulbos in vitro en CIDI (Grupo Hijuelas) (Anexo II-2j).

En este esfuerzo de mejora de la técnica de propagacion on vitro se contd con la particiapacion
de los asesores: Prof. Sr. Eduardo Olate, Prof. Sra. Marlene Gebauer y el estudiante de
doctorado Sr. Alejandro Altamira de la Pontificia Universidad Catolica de Chile; Prof. Sra.
Gabriela Verdugo y la estudiante de magister Srta. Josefina Santana de la Universidad Catdlica
de Valparaiso; Srta. Maria José Montafiola y Sr. Pablo Morales investigadores del Centro de
Investigacion, Desarrollo e Innovacién de la empresa Sone Mericrom Research Laboratory —
Grupo Hijuelas; y la colaboracién internacional de Sr. Eric Walton (Nueva Zelanda).

OE N° 3. Evaluacién costo/beneficio de la técnica mejorada de propagacion in vitro.

Siguiendo la metodologia de la propuesta original, se realiz6 informe Evaluacion Costo/Beneficio
de la Técnica Mejorada de Propagacion In Vitro de Bulbos de Leucocoryne” considerando los
antecedentes técnicos originados en las actividades relacionadas con OE N°2 y OE N°4.

El informe incluye antecedentes de la propagacion vegetativa en campo, la importancia del cultivo

in vitro, la importancia del cultivo in vitro, una simulacion de una produccion comercial de bulbos y
conclusiones. Los detalles se encuentran en Anexo I1-3.



OE N° 4. Producir, a escala piloto, bulbos florales de clones seleccionados usando la
técnica de cultivo in vitro.

En lineas generales la metodologia utilizada corresponde a lo descrito en propuesta original.
Como ha sido explicado con anterioridad, la ejecucion de todas las actividades no fue posible
debido a que estaba condicionado por el cumplimiento del OE N°2. El OEN°2 se rcumplié casi al
finalizar el proyecto (31/12/2015).

Al cierrre de este informe (31/12/2015), se avanz0 en identificar los clones que seran utilizados
en la produccion a escala piloto y en identificar el laboratorio que prestara el servicio que
corresponde a Sone Mericron Research Laboratory S.A. del Grupo Hijuelas (SMRL-Grupo
Hijuelas).

Basado en la autorizacion entregada por FIA (Carta UPP-A-N° 3032 del 21/12/2015) se llevara a
cabo la realizacion de las actividades no realizadas durante enero 206 y agosto 2017. La
especificacion del alcance (nimero de clones, etapas, cantidades y calidad), tiempo y costo se
encuentra en Anexo I1-4.

OE N° 5. Desarrollar una estrategia comercial a nivel nacional e internacional.

La metodologia utilizada correspondié a la indicada en propuesta original. La empresa Mansur
Agricultural Service Ltda. entiende que el desarrollo del potencial del Leucocoryne como planta
ornamental necesita de la participacion de los distintos actores de la cadena productiva.

Con la intencién de generar las condiciones que permitan dar el paso, al finalizar este proyecto, a
un escalamiento productivo junto a los otros actores de la cadena generando oportunidades de
negocio para Chile, se desarrollé una estrategia comercial que incluyé: la elaboracién de boletin
en modo Facebook (https://www.facebook.com/Leucocoryne-online-420305598168624/) vy
actualizacion de péagina web (www.leucocoryne.cl), visitas guiadas (Dia de Campo)
personalizadas con distintos actores relevantes, y participacion en 4° Congreso Nacional de
Flora Nativa.

Ademds, gracias a Convenio de Cooperacion entre la Pontificia Universidad Catolica de
Valparaiso y la empresa, se realizd, durante dos afios, el rescate y valoracion de bulbos de
Leucocoryne creandose la Coleccion Ornamental de Leucocoryne PUCV-MAS e identificandose
nuevos clones con potencial de convertirse en nuevas variedades de flor de corte y flor de jardin.

A las variedades de flor de corte registradas (Gabriela®, Paulina® y Elena®) se han identificado
6 nuevas potenciales variedades: E526 (tépalo color blanco); E527 y E420 (tépalo color pastel);
E624 (tépalo rayado lila); E402 (tépalo color lila); E30 y E639 (tépalo color pastel ligeramente
rayado); y, E633 y E542 (tépalo ligeramente rayado). Imagenes en Anexo II-5a.


https://www.facebook.com/Leucocoryne-online-420305598168624/
http://www.leucocoryne.cl/

Los clones seleccionados como variedades de flor de jardin se muestran en la siguiente tabla.
Imagenes en Anexo II-5b.

Tépalo Color Tépalo Color Tépalo
Tipo Flor de Jardin Blanco Lila Rayado
Alto (50a 70 cm) E523; E524 E618
Bajo (30 a 40 cm) E552; E555 E104; E621; E622 | E122; E414; E637
Bajo c / aroma E548; E625 E560




3. Actividades del Proyecto:

e Carta Gantt o cuadro de actividades comparativos entre la programacion planteada
en la propuesta original y la real.

e Razones que explican las discrepancias entre las actividades programadas y las
efectivamente realizadas.

Se entrega cuadro de actividades comparativo entre programacion planteada en propuesta
original (fila con color de fondo gris) y la real (fila con color de fondo blanco).

Las discrepancias relevantes se destacan con un nimero entre paréntesis al costado derecho del
cuadro y se explican a continuacion del cuadro.

N° N° Actividades Fe_c_ha} e Fgchg ol
OE | RE inicio término
1.1.- Recopilacion de antecedentes de la situacién de Dic 2012 Ene 2013
mercado y competitividad del Leucocoryne. Dic 2012 Jun 2013
. . 1.2.- Entrevista en profundidad con expertos. Egni 3(?1133 NSIE:J i(?llgs
1.3.- Elaboracién de Informe referente a la situacién de Mar 2013 May 2013
mercado y la competitividad del Leucocoryne. Mar 2013 Nov 2013
1.4.- Elaboracién ficha técnica — econémica del Mar 2013 May 2013
Leucocoryne (linea base) Jul 2013 Nov 2013
2.1.- Establecimiento de material in vitro, Multiplicacion Abr 2013 Mar 2014
y Bulbificacién de bulbillos Jun 2013 Jul 2014
2.2.- Enraizamiento; Aclimatacion; Paso a tierra; Ene 2014 Jun 2015
Cosecha y Almacenaje de bulbos Jul 2014 Ene 2016 1)
- . . Sep 2013 Oct 2013
2.3.- Visita de asesor internacional. Sep 2013 Oct 2013
2.4.- Andlisis de Patentabilidad, Redaccion de Solicitud Ene 2015 Jun 2015
5 5 de Patente y Presentacion de Solicitud de Patente. - - (5)
. R . . - Ene 2014 Jun 2015
2.5.- Efecto Genotipo, T°, Fotoperiodo y Citoquinina. Mar 2012 Nov 2015
2.6.- Prueba de Protocolo Americano en Lab. Agro — | May 2014 Nov 2015
PUC. Jun 2014 Dic 2015
2.7.- Efecto pH & sacarosa en semillas in vitro en Lab. Jun 2015 Nov 2015
Agro-PUC Sep 2015 Ene 2016 @
2.8.- Efecto pH & sacarosa en bulbos in vitro en CIDI Jun 2015 Nov 2015
(Grupo Hijuelas) Ago 2015 Dic 2015
3 3 3.1.- Evaluac.:ic')n.costolbeneficio de la técnica mejorada Ene 2015 Junio 2015
de propagacion in vitro. Julio 2015 Dic 2015
4.1.- Identificar el laboratorio prestador de servicio de Dic 2013 Mar 2014
4 4 multiplicacion in vitro y firmar contrato. Dic 2013 Dic 2015
4.2.- Establecimiento de material in vitro, Multiplicacién Abr 2014 Jun 2015




y Bulbificacién de bulbillos Ene 2016 Jun 2017 4
4.3.- Enraizamiento; Aclimatacion; Paso a tierra; | Junio 2015 Nov 2015
Cosecha y Almacenaje de bulbos. Jul 2017 Ago 2017 4
. . Dic 2012 Nov 2015

5.1.- Cultivo de Leucocoryne en invernadero. Dic 2012 Dic 2015
5.2.- Elaboracién de Boletin Técnico y actualizaciéon Abr 2014 Jun 2014

5 5 pagina web Jul 2015 Dic 2015
5.3.- Visitas guiadas a Cultivo de Leucocoryne (Dia de Sep 2014 Oct 2014
Campo) Sep 2015 Oct 2015
5.4.- Desarrollo Red de Contactos Nacional / Jun 2014 Nov 2015
Internacional Jun 2014 Dic 2015

1,2,3, %’i'y Coordinacién, Administracién general y Relaciones Dic 2012 Nov 2015

4y5 | g 7 | Comerciales. Dic 2012 Ene 2016 3)
Servico de Terceros PUCV (consultoria; uso de Dic 2012 Nov 2015

1y3 | 1y3 | Infraestructura y mantencién base; y mano de obra
agricola extraordinaria). Dic 2012 Dic 2015

(1) A pesar de que el proyecto se extendid un mes, hasta el 31 de diciembre de 2015, la

ejecucion de la actividad “2.2.- Enraizamiento; Aclimatacion; Paso a tierra; Cosecha y
Almacenaje de bulbos” no se completé en su totalidad. Dificultades técnicas en la
medicion en Esy. 2 y Esy. 3 explican la demora. De acuerdo a lo indicado por asesor
técnico, Prof. Sra. Gabriela Verdugo de la Pontificia Universidad Catdlica de Valparaios,
se estima que, a fines de enero 2016, los ensayos estaran terminados y elaborado
informe final.

(2) Las actividades 2.7.- Efecto pH &sacarosa en semillas in vitro en Lab. Agro-PUC fueron

autorizadas a principios del 2do semestre de 2015. Lamentablemente, la actividad 2.7 no
logré completarse a tiempo (diciembre 2015) quedando pendiente la Ultima etapa de los
experimentos. Error en estimacion del tiempo requerido en primera etapa de
establecimiento de los experimentos, explican demora. Responsable de la ejecucion es la
Prof. Marlene Gebauer dela Pontificia Universidad Catdlica de Chile.

(3) Relacionado con la Administracion General, actividad “Mantencién de Equipos (Camaras

Bioclimaticas)” de Gastos Generales. Durante el mes de noviembre 2015 estaba
programada la mantencién de las dos Camaras de Crecimiento. Una de las mantenciones
fue realizada, pero otra quedd una pendiente. La mantencion de la Camara de
Crecimiento faltante requiere una intervencién mayor que no fue posible realizarla durante
el afio 2015 quedando pendiente. La empresa CIENTEC se ha comprometido a realizar
dicha mantencién al inicio del afio 2016.

(4) Felizmente durante este periodo se logré obtener resultados que nos permitieron cumplir

satisfactoriamente con el OE N° 2 “Mejorar la técnica de propagacion in vitro, basada en
uso de técnicas tradicionales de propagacion vegetativa, incluyendo su aclimatacion y



crecimiento ex vitro.” Lo anterior, ha permitido contar con la autorizacion para iniciar las
actividades relacionadas con el “OE N°4 “Producir, a escala piloto, bulbos florales de
clones seleccionados usando la técnica de cultivo in vitro.” durante el 2016 y 2017 (Carta
UPP-A-N° 3032 del 21 de diciembre de 2015).

(5) La actividad no fue realizada debido a las dificultades y demora en la obtencién de una
técnica mejorada de propagacion in vitro (RE N°2). Situacion advertida en informes de
avance. El cumplimiento tardio, diciembre 2015, imposibilitdé conseguir autorizacién para
Su ejecucion.



4. Resultados del Proyecto:

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

e Cuadro comparativo de los resultados esperados en la propuesta de proyecto y los
alcanzados finalmente.

e Razones que explican las discrepancias entre los resultados esperados y los
obtenidos.

El OE N°1 “Actualizar la informacién referente a la situacion de mercado y la competitividad del
Leucocoryne y las variedades nacionales en el mercado internacional.” tuvo como RE “1.
Actualizacion de la informacion referente a la situacibn de mercado y la competitividad del
Leucocoryne y las variedades nacionales en el mercado internacional.”.

A principios de Noviembre de 2013, se dio cumplimiento del OE N°1 por medio de la elaboracién
de “Informe Situacién de Mercado del Leucocoryne” (Anexo II-1). Las conclusiones fueron:

a) El principal uso del Leucoryne es como flor de jardin y como flor de corte.

b) El principal proveedor de bulbos de Leucocoryne es Holanda. El precio unitario promedio
por bulbo es USD 0,10.

c) Como flor de jardin, se comercializan en los principales mercados mundiales (Europa,
Estados Unidos y Japén) bulbos secos de Leucocoryne en bolsas con 5 a 20 bulbos con
un precio unitario por bulbo de USD 0,50 a USD 1,00 por bulbo.

d) Flores de corte de Leucocoryne son, principalmente, producidas y comercializadas en
Japon.

e) A nivel nacional, el precio a productor por flores de corte de Leucocoryne podria ser de
USD 0,20.

f) La produccion de flores de corte de Leucocoryne es tan competitivo como lo es la
produccion de flores de Fresia.

g) Es extraordinariamente relevante para la rentabilidad del productor de flores la capacidad
de reutilizar los bulbos de Leucocoryne durante mas de dos temporadas.

Relacionado al OE N°2 “Mejorar la técnica de propagacion in vitro, basada en uso de técnicas
tradicionales de propagacion vegetativa, incluyendo su aclimatacién y crecimiento ex vitro.”, se



alcanzo6 el resultados esperado al final del afio 2015. La situacién actual es una “Tasa de
Multiplicacién In Vitro General” de 300 bulbos por explante en 2 afios correspondiendo al valor

meta.

Cuadro 1. Indicadores de resultados relacionados con OE N° 2.

Indicadores de Resultados
Nombre del Eérmula de Linea base del Meta del Fecha de
T T g indicador indicador (al final | Cumplimiento
indicador calculo . I
(situacion actual) del proyecto)
T .
mult?pjigsién Cantidad de
in Vitro bulbos 5a 10 bulbos / 300 bulbos /
terminados/ explante/ explante / 30/06/15
general . ~ ~
2 explante/tiempo 2 afios 2 afios
(indicador ~
(afios)
resumen)

Las variables ajustadas mas importantes que explican este nuevo desempefio de la técnica de
cultivo in vitro es el uso de citoquinina (1 mg/l de BAP), la frecuencia de repique (cada 8
semanas) y el uso de sacarosa (60 g/l) en los ciclos de multiplicacién.

El RE “3. Evaluacion costo/beneficio de la técnica mejorada de propagacion in vitro.”, relacionado
con OE N°3 “Evaluar el costo/beneficio de la técnica mejorada de propagacion in vitro.” se obtuvo
durante el 2do semestre de 2015 (Anexo I1-3).

Las principales conclusiones del informe son:

Es deseable que las variedades clonales de Leucocoryne presenten la caracteristica de
una alta Tasa de Multiplicacion Vegetativa en Campo en un afio ( > 2,5).

La actual Tasa de Multiplicacion In Vitro de bulbos de Leucocoryne es de 300 bulbos /
explante / 2 afios. Similar a la presentado por Lilium.

Una alta Tasa de Multiplicacion In Vitro es deseable pero no debiera considerarse una
condicion limitante para el desarrollo de variedades clonales de bulbosas como el
Leucocoryne (opinion de experto Dr. Arie Petersen, Septiembre 2015).

La actual Tasa de Multiplicacién In Vitro de bulbos de Leucocoryne permite una ganancia
de tiempo de 3 afios.

Un bulbo producido in vitro es caro, pero se puede reducir su costo luego de sucesivas
temporadas de cultivo en campo.

Simulando una produccion piloto de 525.000 bulbos/afio en 0,5 ha, se requiere una
inversion de CLP 8 millones. Se estima un VAN de CLP 10 millones a una tasa de 10% y
un TIR de 22%.



Por ultimo, basado en cotizacién entregada por empresa SMRL (Grupo Hijuelas), el costo unitario
de bulbo producido in vitro es de $ 221 (IVA incluido).

El “RE N°4. Produccién de bulbos florales de clones seleccionados a escala piloto.”, relacionado
con OE N°4 “Producir, a escala piloto, bulbos florales de clones seleccionados usando la técnica
de cultivo in vitro.”, no se logr6. Sin embargo, las actividades relacionadas han sido
reprogramada para realizarse entre enero 2016 y agosto 2017, y una vez finalizadas, se espera
lograr el RE N°4.

La principal explicacion es el cumplimiento tardio del OE N°2 y su resultado asociado, RE N°2.
Técnica de cultivo in vitro mejorada basada en uso de técnicas tradicionales de propagacion
vegetativa.”, que era una condicién necesaria para continuar con las actividades del OE N°4.

En el marco de colaboraciéon entre la empresa Mansur Agricultural Service Ltda y la empresa
SMRL (Grupo Hijuelas), se cuenta con cotizacién actualizada (18 de eneroe de 2016) para
realizacion de produccion a escala piloto de bulbos de Leucocoryne utilizando técnica mejorada
de multiplicacion in vitro (Anexo 11-4).

El RE “5. Conocimiento por parte del mercado y sus actores del estado actual del Leucocoryne.”,
relacionado con OE N°5 “Desarrollar una estrategia comercial a nivel nacional e internacional.” se
cumplié durante el desarrollo del proyecto (01/12/2012 al 30/12/2015).

Se cred Coleccion Ornamental de Leucocoryne PUCV-MAS rescatandose variedades registradas
de la Pontificia Universidad Catélica de Valparaiso e identificAndose potenciales nuevas
variedades de flor de corte y jardin (Anexo Il-5a y II-5b).

Se contacto y recibio visitas de empresas como SMRL-Grupo Hijuelas (Patricia Sone), Vivero
Pocochay (Annemarie Kamp), empresa productora y comercializadora de flores de corte Prolaflor
S.p.A. (Edgardo Grasso), empresa productora y comercializadora de bulbos Paz y Flora Ltda.
(Claudia Barrera), Restaurante Borag6 (Rodolfo Guzman), entre otros.

Se actualiz6 pagina web www.leucocoryne.cl y se cre6 pagina de Facebook “Leucocoryne online”
(https://www.facebook.com/Leucocoryne-online-420305598168624/).

Se presentaron dos trabajos, en modalidad panel, en el 4to Congreso Nacional de Flora Nativa
realizado entre el 14 y 17 de Octubre de 2015.



http://www.leucocoryne.cl/
https://www.facebook.com/Leucocoryne-online-420305598168624/

5. Fichas Técnicas y Analisis Economico:

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

e Analisis econdmico actualizado, comparando con los analisis de la propuesta de
proyecto.

e Andlisis de las perspectivas del rubro, actividad o unidad productiva desarrollada,
después de finalizado el proyecto.

e Descripcion estrategias de marketing de productos, procesos o servicios (segin
corresponda a la naturaleza del proyecto).

El proyecto incluyé dentro de sus objetivos, actividades y resultados la realizacién de “Informe
Situacién de Mercado del Leucocoryne” (RE N° 01, Anexo II-1) y una “Evaluacion costo/beneficio
de la técnica mejorada de propagacion in vitro” (RE N° 03, Anexo, II-3). Sus principales
conclusiones se encuentran en la seccion anterior (4 .- Resultados del proyecto).

Al término de este proyecto, al contactar con un técnica mejora de propagacion in vitro, han
mejorado las condiciones para el desarrollo del potencial ornamental del Leucocoryne. Es
positivo mencionar que existe interés en el mercado nacional e internacional (Holanda, Japon y
Sudafrica) por el Leucocoryne como flor de corte, flor de jardin y, especialmente, flor de maceta.
Ademas, se han creado una red de contacto y cooperacion con empresas importantes en el rubro
de bulbosas ornamentales que permitira crear alianzas futuras en la produccion y
comercializacioén. Y, a la fecha, el paquete tecnolbgico para producir y comercializar no seria una
limitante. Por Ultimo, aparte del potencial ornamental del Leucocoryne, ha surgido interés en el
uso comestible y nutracéutico.

No obstante lo anterior, existen espacios de mejora como es el desarrollo de nuevas variedades
gue se ajusten a disefios y colores mas deseables de los mercados como el caso del mercado
japonés y el del estado de california (EEUU).

La empresa desea continuar mejorando sus competencias en el desarrollo de variedades de
plantas nativas junto el desarrollo de una estrategia de colaboracién con otras empresas que
aporten su know how en la produccion y comercializacion.




6. Impactos y Logros del Proyecto:

e Descripcion y cuantificacion de los impactos obtenidos, y estimacion de lograr
otros en el futuro, comparacién con los esperados, y razones que explican las
discrepancias.

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

Impactos Productivos, Economicos y Comerciales

Logro Al inicio del Al final del proyecto Diferencial
Proyecto
Formacion de empresa o
. . 0 1
unidades de negocio
Produccién (por producto) 0 1.200 bulbos / aino
Costos de produccién
Ventas y/o Ingresos 0 / ano
Nacional 0 / ano
Internacional 0 0
Convenios comerciales e Pazy Flora Ltda. ha

comercializado 1.200
bulbos de Leucocoryne en
Homecenter en 2014 y
2015. Ha solicitado 50.000
para exportar a sudafrica.

e SMRL-Grupo Hijuelas
realizara produccion in
vitro de 30.000 bulbos
(entrega ago 2017).

0 ¢ Vivero Pocochay
interesado en 5.000 bulbos
para macetas para
temporada 2016.

o Prolaflor SpA interesada en
comercializar flores de
corte.

e Restaurante Borago
interesado en dar uso
comestible a flores.




Impactos Sociales

Logro Al inicio del Al final del Diferencial
Proyecto proyecto
Nivel de empleo anual (1)
Nuevos empleos generados (1)
Productores o unidades de )
negocio replicadas

(1) Considerando el nivel de desarrollo del proyecto y el horizonte de evaluacion completar tabla de
impactos sociales.

Impactos Tecnoldgicos

Logro Numero Detalle
Nuevo en Nuevo en la Mejorado
mercado empresa
Producto
Técnica de multiplicacién In
Vitro del Leucocoryne, 300
Proceso 1
bulbos por explante en 2
afos.
Servicio
Propiedad Intelectual | Nimero Detalle
Patentes
Solicitudes de patente
Existe intencidén de patentar técnica mejorada de
Intencién de patentar 1 multiplicacién in vitro. Se espera que en el corto plazo
conseguir fondos para inciar el proceso.
Secreto industrial
Resultado no patentable
Resultado interés publico
Logro Numero Detalle
¢ Convenio de Cooperacion con Pontificia Universidad Catdlica
de Valparaiso. Creacién Coleccion Ornamental del
Leucocoryne PUCV-MAS y acceso a variedades.
e Contrato de Servicios con Laboratorio de Biotecnologia
Convenio o (Cultivo In Vitro) de Facultad de Agronomia e Ingenieria
- Forestal de la Pontificia Universidad Catdlica de Chile,
alianza 4 -
tecnoldgica Santiago. - . ,
e Contrato de Servicios de Asesoria con Escuela de Agronomia
de la Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso, Quillota.
e Contrato de Confidencialidad con Sone Mericrom Research
Laboratory - Grupo Hijuelas para actividades de investigacion
y produccién de bulbos in vitro.
Generacion 1 e [EST-2016-0037 “Explotacion Comercial del Leucocoryne como




nuevos Planta Ornamental y su Potencial Nutracéutico”, Convocatoria
proyectos Agricultura Sustentable. Proyecto admitido pero no
adjudicado.
Impactos Cientificos
Logro Numero Detalle (Citas, titulo, decripcion)

Publicaciones

De la Cuadra, C., A.K. Vidal, S. Lefimil, and L. Mansur.
Temperature Effect on Seed Germination in the Genus
Leucocoryne (Amaryllidaceae). Hortscience. (enviado
30/10/2015; aceptado 15/01/2016).

(Por Ranking)

Eventos de divulgacion
cientifica

Altamira, A., Mansur, L. y E. Olate. 2013. Respuesta
de diferentes genotipos del género Leucocoryne en el
desarrollo de un protocolo de multiplicacién clonal
masiva in vitro. 3*" Congreso Nacional de Flora Nativa,
5 al 7 de Septiembre de 2013, Campus Antumapu,
Universidad de Chile. Libro Resumen: Domesticacion
pag. 17-19. (Resumen).

Altamira, A., C. De la Cuadra, L. Mansur, E. Olate, y
M. Gebauer. 2015. Efecto de la temperatura en la
germinacion de semillas, formacién y crecimiento de
bulbos de tres genotipos de Leucocoryne en
condiciones in vitro. 4% Congreso Nacional de Flora
Nativa, 14 al 17 de Octubre de 2015, Facultad de
ciencias Forestales, Universidad de Concepcion.

De la Cuadra, C., A.K. Vidal, S. Lefimil, y L. Mansur.
2015. Efecto de la Temperatura sobre la Germinacion
de Semillas del Género Leucocoryne. 4to Congreso
Nacional de Flora Nativa, 14 al 17 de Octubre de
2015, Facultad de ciencias Forestales, Universidad de
Concepcidn.

Integracion a redes de
investigacion

Trabajos en coordinacion con Prof. Sr. Eduardo Olate
y Prof. Sra. Marlene Gebauer del Laboratorio de
Biotecnologia (Cultivo In Vitro) de Facultad de
Agronomia e Ingenieria Forestal de la Pontificia
Universidad Catdlica de Chile, Santiago.

Trabajos en coordinacion con Prof. Sra. Gabriela
Verdugo de la Escuela de Agronomia de la Pontificia
Universidad Catdlica de Valparaiso, Quillota.
Trabajos en coordinacion con investigadores Maria
José Montanola y Pablo Morales del Centro de
Investigacion, Desarrollo e Innovacion (CIDI)
perteneciente a la empresa SMRL-Grupo Hijuelas.




Impactos en Formacion

Logro

Numero

Detalle (7itulo, grado, lugar, instituicion)

Tesis pregrado

Efecto de la temperatura sobre la germinacion de
semillas de especies de Leucocoryne. Tesis para optar
al titulo de Bidlogo. Instituto de Biologia. Facultad de
Ciencias. Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso.
Alumno: Susana Lefimil Rodriguez.

Tesis postgrado

Prolongacion del tiempo de crecimiento de bulbos de
Leucocoryne propagados in vitro a través de la
aplicacion de Fluridona. Proyecto de Tesis para optar
al titulo de Magister en Ciencias Agrondmicas y
Ambientales. Escuela de Agronomia. Facultad de
Ciencias Agrondmicas y de los Alimentos. Pontificia
Universidad Catdlica de Valparaiso. Alumno: Josefina
Santana Toro.

Desarrollo de técnicas in vitro como apoyo al
mejoramiento genético y a la multiplicacion clonal
masiva de Leucocoryne spp. (Alliaceae). Proyecto de
Tesis para optar al titulo de Doctor en Ciencias de la
Agricultura. Facultad de Agronomia e Ingenieria
Forestal. Pontificia Universidad Catdlica de Chile.
Alumno: Alejandro Altamira Bravo.

Pasantias

Cursos de capacitacion




7. Problemas Enfrentados Durante el Proyecto:

e Legales

e Técnicos

e Administrativos
e Gestion

e Medidas tomadas para enfrentar cada uno de ellos.

Los principales problemas presentados durante a ejecucion del proyecto correspondié a
problemas técnicos relacionados con el OE N° 2 “Mejorar la técnica de propagacion in vitro,
basada en uso de técnicas tradicionales de propagacion vegetativa, incluyendo su aclimatacion y
crecimiento ex vitro.”

Los problemas técnicos fueron de distinta naturaleza, desde la contaminacion de bulbos en etapa
de establecimiento in vitro hasta el funcionamiento deficiente camaras bioclimaticas recién
compradas. Sin embargo, el problema que obligd a invertir mayor esfuerzo de tiempo y recursos,
fue que la solucién innovadora (uso de temperaturas frescas) no fue suficiente para mejorar el
desempefio dela técnica de propagacion in vitro al nivel del indicador meta.

Con tal de conseguir el OE N°2, en la medida que se analizaban los resultados de los
experimentos programados originalmente, se fueron desarrollando nuevos que incluyeran nuevas
variables que mejoraran el desempefio. Dentro de los nuevos experimentos, aprobados por FIA,
podemos mencionar:

1. Efecto Genotipo, Temperatura, Fotoperiodo y Citoquinina (Actividad 2.5).

2. Prueba de Protocolo Americano en Lab. Agro — PUC (Actividad 2.6).

3. Pruebas de multiplicacién in vitro por parte de la empresa Sone Mericrom Research
Laboratory — Grupo Hijuelas.

4. Efecto pH &sacarosa en semillas in vitro en Lab. Agro-PUC. (Actividad 2.7).

5. Efecto pH &sacarosa en bulbos in vitro en CIDI (Grupo Hijuelas) (Actividad 2.8).

Felizmente, los resultados obtenidos, luego de realizados los experimentos, permitieron cumplir
con el OE N°2.




8. Otros Aspectos de Interés

9. Conclusiones y Recomendaciones:

e Desde el punto de vista:
o Técnico
o Econdmico
o De gestién

El proyecto “Mejoramiento de la técnica de propagacion in vitro para la produccion
comercial de planta nativa chilena Leucocoryne” (Cod. PYT-2012-0079) cumplié con su
objetivo general de “mejorar la técnica de propagacion in vitro a nivel que permita
ofrecer bulbos de variedades a un precio competitivo”.

Sin restar mérito a lo anterior, el desarrollo del Leucocoryne como planta ornamental
requiere seguir avanzando en el proceso para convertirse en una alternativa econémica
para Chile.

Desde un punto de vista técnico, fue ingenuo pensar una solucién innovadora reducida a
una sola variable (temperatura) seria suficiente para ajustar un protocolo de
multiplicacion in vitro. Gracias a la comprensién, flexibilidad y apoyo del FIA, se logro
enmendar la situacidon y mejorar el protocolo de multiplicacion hasta alcanzar el
desempefio deseado.

Desde un punto de vista econdmico, fue un error el haber reducido el proyecto al uso del
Leucocoryne como flor de corte basado en las tres variedades clonales registradas. Debid
haberse permitido una aproximacion mas amplia que incorporara financiamiento para
desarrollar el programa de mejoramiento genético de desarrollo de nuevas variedades
con potencial ornamental amplio (flor de corte, flor de jardin y flor de macetas) y otros
usos (comestible y nutracéutico).

Desde un punto de vista de gestién, fue un acierto el desarrollar una red de apoyo que
involucrd a profesionales nacionales e internacinales con experiencia en cultivo in vitro
junto con la participacién de empresas especializadas como Sone Mericrom Research
Laboratory - Grupo Hijuelas.




VII.

INFORME DE DIFUSION

o 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
difusion preparado y/o distribuido, las charlas, presentaciones y otras actividades
similares ejecutadas durante la ejecucion del proyecto.

Listado (nimero y detalle) de actividades por instrumento de difusion, como por
ejemplo:

©)

O O O O O O

Presentaciones en congresos y seminarios
Organizacién de seminarios y talleres

Dias de campo o reuniones técnicas
Publicaciones cientificas

Publicaciones divulgativas

Articulos en prensa

Paginas web

Durante el desarrollo del proyecto se difundieron algunos resultados. Se utilizd
preferentemente, las presentaciones en congresos, visitas guiadas (Dia de Campo),
publicaciones cientificas, pagina web y pagina de facebook.

A continuacion, se presenta en una tabla las distintas actividades:

Tipo de o - . - .
Fecha Lugar Actividad N° participantes Documentacion Generada
Campus Presentacion
5al7
Antumapu, en Congreso. . .
de Sep : } . Resumen trabajo realizado.
Universidad | 3er Congreso 1 (Levi Mansur)
de : . Anexo VII-1
2013 de Chile. Nacional de
Santiago. Flora Nativa
Facultad de
Ciencias Presentacién Resumen y Poster de
14 al 17 ) :
Forestales, en Congreso. algunos trabajos realizados
de Oct . . 2 (Carlos de la Cuadra
Universidad | 4to Congreso . en el marco de este
de ) y Levi Mansur)
de Nacional de proyecto. (Anexo VII-2 y VII-
2015 L .
Concepcién, | Flora Nativa 3)
Concepcién.
Hortscience,
revista Articulo: Temperature Effect
Oct C|ent|f|ca.de Pybllt,:z_icmn 2 (Carlos de la Cuadra on Seed Germination in the
2015 la Amercian | Cientifica Levi Mansur) Genus Leucocoryne
Society for y (Alliaceae). Enviado el
Horticultural 30/12/2015. Anexo VII-4

Science




SMRL-Grupo Hijuelas

Escuela de (Patricia Sone), Vivero
Agronomia, Pocochay (Annemarie
Pontificia Kamp), Prolaflor S.p.A.
ggl\c/')ﬁrciddaed (Edgardo Grasso), Paz
Sep a Valparaiso. | Visitas Guiadas y Flora Ltda. (Claudia
Nov Sector (Dia de Barrer{;t), Restaurante
2015 | Flores. Campo) Boragd (Rodolfo
Coleccion Guzman),
Ornamental Pachamama Gourmet
de SpA (Sergio Aguilar),
Leucocoryne Agricola Tencadan
PUCV-MAS. Ltda. (Betania
Barrientos)
Pagina web
Jul a Espacio Elaboraciéon de Carlos de la Cuadra, Péagina web
Dic virtual Boletin Técnico | Levi Mansur, Elias www.leucocoryne.cl
2015 (internet) y actualizacion | Mansur)
pagina web.
Pagina P&gina Facebook
Jul a Espacio Facebook Carlos de la Cuadra, “Leucocoryne online”
Dic virtual Elaboracion de | Levi Mansur, Elias (https://www.facebook.com/L
2015 (internet) Boletin Mansur) eucocoryne-online-
Técnico. 420305598168624/)



http://www.leucocoryne.cl/
https://www.facebook.com/Leucocoryne-online-420305598168624/
https://www.facebook.com/Leucocoryne-online-420305598168624/
https://www.facebook.com/Leucocoryne-online-420305598168624/

VIII. ANEXOS

Como fue indicado para los informes de avance técnico, pero en este caso la informacion
no corresponde sélo a la actualizacion 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.

Se adjunta CV de todos los participantes en anexos antecedidos por nimero romano de
VIII.

e Carlos de la Cuadra, Anexo VIII-1,
e Levi Mansur, Anexo VIII-2,

e Elias Mansur, Anexo VIII-3,

e Eduardo Olate, Anexo VIII-4,

e Gabriela Verdugo, Anexo VIII-5,

e Eric Walton, Anexo VIII-6,

e Marlene Gebauer, Anexo VIII-7.



IX. BIBLIOGRAFIA CONSULTADA

Cada informe adjuntado como anexo incluye la bibliografia consultada.
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Informe Técnico Final

Nombre Proyecto: Mejoramiento de la técnica de propagacién in vitro para produccion
comercial de planta nativa chilena Leucocoryne.

Cdédigo Proyecto: PYT-2012-0079

Ejecutor: Mansur Agricultural Service Ltda.

Periodo comprendido desde el hasta el
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Mansur Agricultural Service Ltda.
Situacién de Mercado del Leucocoryne
PYT-2012-0079

INFORME
SITUACION de MERCADO
del
LEUCOCORYNE

PROYECTO CODIGO
PYT-2012-0079

Mejoramiento de la técnica de propagacion in vitro
para produccidon comercial de planta nativa chilena Leucocoryne.

Diciembre 2012 - Junio 2013.



Mansur Agricultural Service Ltda.
Situacién de Mercado del Leucocoryne
PYT-2012-0079

INTRODUCCION

OBJETIVO y METODOLOGIA

Se ha preparado el Informe Situacion de Mercado del Leucocoryne teniendo presente el cumplimiento del

objetivo especifico y la metodologia comprometida.

Como ayuda memoria se muestra tabla con objetivo, descripcion de metodologia y actividades

mencionadas en el Plan de Trabajo.

el NP 2 Actualizar la informacion referente a la situacion de mercado y la competitividad del
jetivo N® . . . .
Leucocoryne y las variedades nacionales en el mercado internacional.

La actualizacion de la informacién referente a la situacion de mercado y la competitividad del
Leucocoryne y las variedades nacionales en el mercado internacional serd abordado por medio de:

A Recopilacién de antecedentes de la situacién de mercado y competitividad del Leucocoryne
recurriendo a fuentes secundarias.
o Determinar si existe mercado y dimensionar su tamafo (oferta, demanda y precios)
o Si no hay mercado, determinar interés por el producto segun su uso (flor de corte, flor
de maceta, flor de jardin, paisajismo, etc.)

A Desarrollo de “entrevista en profundidad” con expertos con el fin de obtener informacion de
estos Ultimos respecto al Leucocoryne. La “entrevista en profundidad” sera la técnica usada para
recurrir a fuentes primarias de informacion.

A Elaboracion de informe referente a la situacion de mercado y la competitividad del
Leucocoryne.
o Se incluira la elaboracién de una Ficha Técnica Econdémica para la produccién de
bulbos vy flores. Se estimara la rentabilidad de la produccion de bulbos y de flor de corte en
base a la informacién disponible y supuestos de costo, rinde y precio.

Actividad

1.1.- Recopilacion de antecedentes de la situacién de mercado y competitividad del Leucocoryne.

1.2.- Entrevista en profundidad con expertos.

1.3.- Elaboracién de Informe referente a la situacién de mercado y la competitividad del Leucocoryne.

1.4.- Elaboracién ficha técnica — econémica del Leucocoryne
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ANTECEDENTES DE LA SITUACION DE MERCADO DEL LEUCOCORYNE

Usando Internet como fuente secundaria de recopilacion de informacion se confeccioné una Base de

Datos (Anexo N°1) sobre la oferta de material vegetal (semillas y bulbos) del género Leucocoryne.

El mercado del Leucocoryne puede segmentarse en de la siguiente manera:

—_

Bulbosa para Coleccionista
Flor de jardin y maceta
Flor de corte

L

Proveedor de Bulbos

Bulbosa para Coleccionista

El género Leucocoryne es una especie bulbosa que se encuentra en muchas tiendas on-line con una
clara orientacién a un publico “coleccionista” de plantas. Los “coleccionistas” gustan cultivar en su jardin o
invernadero plantas provenientes de otras latitudes, le importa conocer el nombre cientifico, les interesa
los temas de cultivo (temperatura, riego, almacenaje) y alcanzan un alto grado de experiencia que les

permite gozar el crecimiento, floracion y propagacién de sus plantas.

Como ejemplo de tiendas on-line podemos citar: Telos Rare Bulbs ( http:/telosrarebulbs.com/, Estados

Unidos); Rare Plants (http://www.rareplants.de, Alemania); y Chileflora ( http://www.chileflora.com, Chile).

Se comercializan semillas y/o bulbos de especies botanicas. Las semillas se venden en sobres con 8, 10,
20 a 50 semillas por sobre y los bulbos de manera unitaria. Las especies botanicas mas frecuentes son:
Leucocoryne purpurea, Leucocoryne ixioides y Leucocoryne vittata.

El precio de un sobre de semillas va de USD 4,00 a USD 7,00 y el precio de un bulbo va de USD 3,50 a
USD 4,50.
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Flor de jardin y maceta

El potencial del Leucocoryne como flor de jardin se ha ido desarrollando en los Ultimos 20 afos basado,
principalmente, en variedades comerciales ofrecidas desde el afio 1990 por la empresa holandesa

Sunglory B.V. El cliente busca en el cultivo de estos bulbos una recreacién y ornamentacion (Figura 01).

El Leucocoryne es recomendada como una planta bulbosa para ser usada como planta de jardin o
maceta y se ofrece en el estado de bulbo dormante. No fue posible encontrar ofertas de Leucocoryne

como planta en flor, cultivadas en macetas, para ser comercializadas.

Los Leucocoryne son ofrecidos en tiendas minoristas o retailers del tipo “Garden Centre” como por
ejemplo: Easy to Grow Bulbs (www.easytogrowbulb.com, Estados Unidos), Thompsons Plants & Garden
Centres (www.thompsons-plants.co.uk, Inglaterra), Garden Express (http://www.gardenexpress.com.au,
Australia), British Seed Ltda. (http:/www.britishseed.com, Japdn), Bulbi web shop (www.bulbi.nl,
Holanda), Jacques Briant (http://www.jacques-briant.fr, Francia), Flora Kom (www.florakom-

blumenzwiebeln.de, Alemania) (Figura 02).

Los bulbos de Leucocoryne en estado dormante se comercializan usando nombres registrados. Las
primeras variedades ofrecidas al mercado fueron: Caravelle®, Sirius®, Dione®, Blue Ocean®, La
serena®, Calgary®, Sunny Stripe® y Double Fantasy®. Las actuales variedades son Andes®, Dione®,
Blue Ocean®, White Dream®, Spotlight® y “Mix” (Figura 03). Leucocoryne Andes® es la més popular.
Los bulbos dormantes de Leucocoryne se venden, en la mayoria de los casos, en bolsas con 5 a 20
bulbos.

Basado en Leucocoryne Andes®, variedad mas popular, el precio de una bolsa con 10 bulbos dormantes
es de USD 5,00 a USD 10,00, es decir, desde USD 0,50 a USD 1,00 por bulbo.
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011A9404C * @YISIOMNS s diomedia.com * Leucocoryne andes 01A956250 * @WVISIOMNS|wana diomedia.com * Leucoconine Andes *
* 22 AU 2013 23 Aug 2013

Figura 01. El Leucocoryne como flor de jardin y maceta.
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Figura 02. Coleccion de caratulas de sobres o bolsas con bulbos dormantes de Leucocoryne ofrecidos a
nivel minorista en distintos paises (Inglaterra, Alemania, Holanda, Polonia, Francia, Japén).
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Figura 03. Variedades comerciales de Leucocoryne, Andes®, Dione®, Blue Ocean®, Spotlight®, White
Dream® y Sunny Stripe® (www.visionpictures.com).
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Flor de corte

El potencial como flor de corte presenta un desarrollo comercial incipiente a nivel global. La Royal
General Bulb Growers' Association (KAVB) de Holanda presenta regularmente en la KAVB Flower Show
de la cuidad de Lisse, Holanda al Leucocoryne como flor de corte (Figura 04).

Figura 04. Vista general de variedades comerciales de Leucocoryne para flor de corte presentadas en
KAVB Flower ShOW, LiSSG, Holanda (http://www.srgc.net/forum/index.php?topic=1315.msg50803;topicseen#msg50803).

Las variedades usadas son Andes®, Dione®, Blue Ocean®, White Dream®, Spotlight® y Sunny Stripe®
(Figura 05).

En Holanda, algunas empresas comercializadoras de flores de corte la ofrecen en su catalogos (ej.
http://www.dgi.nl; http://www.euflora.eu, http://www.antonspaargaren.nl) (Figura 06). En Japon también es
cultivado como flor de corte para el mercado interno y para exportacién como lo indica la pagina web de
la empresa Bloom Japan Network Co. Ltd. (http://www.bloom-japan.net/) en su Calendario Anual de
Suministro de Flores de Corte (Cut Flower Yearly Supply Calendar). La disponibilidad es durante 6 meses
(Diciembre a Mayo), siendo los meses de primavera donde se obtiene la mejor calidad y mayor
disponibilidad (Figura 07). A modo de ejemplo, la empresa Candy Floriculture Pte Ltd. de Singapur
(http://candy.com.sg) ofrece Leucocorye importados de Japén.

El Leucocoryne como flor de corte es usado para arreglos florales y bouquets (Figura 08).
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Figura 05. Variedades comerciales de Leucocoryne para flor de corte presentadas en KAVB Flower Show, Lisse, Holanda.
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Figura 06. Variedades ofrecidas por empresas exportadoras/importadoras de Leucocoryne para flor de corte.
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Figura 07. Calendario Anual de Suministro de Flores de Corte (Cut Flower Yearly Supply Calendar)
(http://www.bloom-japan.net/).
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Figura 08. Uso del Leucocoryne como flor de corte. Fotografias de weeding buoquet en pagina web de empresa de Corea del Sur y de Hungria.
Fotografia de arreglo floral en pagina web de empresa de Republica Checa.
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Proveedor de Bulbos

Las empresas mayoristas proveedoras de bulbo estan orientadas a satisfacer las necesidades de
minoristas (retailers), paisajistas y productores de flor de corte. Las variedades usadas son las mismas

descritas para “Flor de jardin y maceta” y “Flor de corte”.

Muchas empresas mayoristas ofrecen los bulbos dormantes de Leucocoryne ya envasados para que los
minoristas realicen la  venta directa como por  ejemplo: Veld Siergewassen
(http://www.veldsiergewassen.nl, Holanda), O.A. Taylor & Sons Bulbs Ltd. (http://www.taylors-bulbs.com/,
Inglaterra) y A.D.R. Bulbs, Inc. (http://www.adrbulbs.com, Estados Unidos). El formato para minoristas es
de 5 a 20 bulbos por bolsa. También se ofrecen en formato de 60 o 100 bulbos por bolsa pensando en
paisajistas como la empresa J. Parker Dutch Bulbs (Wholesale) Ltd. (www.dutchbulbs.co.uk, Inglaterra) y
Treppens (http://www.treppens.de, Alemania). Y por ultimo, también se ofrecen en formato de 1.000 y
5.000 bulbos por bolsa, Bulbs On a Wire (http://www.bulbsonawire.com/, Holanda) y J. Parker Dutch
Bulbs (Wholesale) Ltd. (www.dutchbulbs.co.uk, Inglaterra) para productores de flores de corte o

intermediarios de la cadena de comercializacion.

Para el formato minorista de 5 a 20 bulbos por bolsa, el precio promedio del bulbo es de USD 0,27. Para
el formato intermedio de 100 bulbos por bolsa, el precio promedio del bulbo es de USD 0,17. Finalmente
para el formato de 1.000 bulbos por bolsa, el precio promedio del bulbo puede llegar a ser entre USD
0,08 a USD 0,12.
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COMPETITIVIDAD DEL LEUCOCORYNE

Recopilacion de datos.

El estudio de la competitividad del Leucocoryne como flor de corte se apoya en la comparacién con otras
especies de flor de corte como anémona, ranunculo, lilium, lisianthus y fresia. Por medio de informacion
técnica e informacion de precios obtenida a nivel de proveedores de material vegetal, productores de flor
de corte, y comercializadores de flor de corte se construyeron las Tabla 01 y Tabla 02 para poder
comparar las distintas especies. Basado en los datos obtenidos, se generaron indicadores como: Costos
(propagulos) / m ; Ingresos (varas florales) / m; Margen Bruto (Ingresos — Costos) / m? ; Relacién

Ingresos / Costos por cultivo; y Relacion Ingresos / Costos por cultivo anualizado.

Importante destacar que no se han incluido costos relacionado a preparacion de suelo, agroquimicos,
riego, infraestructura como invernadero o sombreaderos, mano de obra de cosecha y embalaje ya que se
asumen parecidos. lgualmente, muchos productores de flores, con el animo de maximizar sus utilidades
reutilizan los propagulos (material vegetal) por mas de una temporada como por ejemplo: raninculo y

fresia.

Competitividad

Basado en los resultados entregados en la Tabla 01, las especies de flores de corte estudiadas deben de
presentar una Relacion Ingresos / Costos por cultivo anualizado igual o superior a 10 con un Margen
Bruto (Ingresos — Costos) / m? anualizado sobre $30.000 como anémona, lilium y lisianthus. Otras
especies, como ranunculos y fresia, para ser mas competitivas necesitan ser producidas bajo un sistema
de menor costo (aire libre, sombreaderos) dado su Margen Bruto (Ingresos — Costos) / m? anualizado
menor y/o, sus propagulos deben ser utilizados en cultivos subsiguientes, reduciendo el costo del

propagulo, para maximizar su utilidad.

Con respecto a las especies estudiadas, el Leucocoryne presenta caracteristicas similares a la fresia. Su
capacidad competitiva se fundamenta en la posibilidad de reutilizar el propagulo (cormo o bulbo) varias
veces y de las cantidad de nuevos propagulos que se produzcan y puedan ser incorporados en los
siguientes cultivos. El Leucocoryne, al igual que la fresia, también tendria la ventaja de poder desplazar
su floracién por medio de una plantacién escalonada. Lugares de produccion que se caractericen por
presentar temperaturas frescas (influencia marina) y estables durante todo el afio y un suelo suelto que
permita una buena tasa de recuperacién de bulbos, son claves para que el Leucocoryne sea competitivo
como flor de corte.
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Otras especies, no incluidas en este estudio, que pueden presentar caracteristicas similares a
Leucocoryne son: Narcissus, Nerine y Cyrthanthus.

15



Tabla 01. Cuadro comparativo de distintas especies bulbosas de flor de corte.
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Cuadro Comparativo de Ingresos / Egresos de
Flores de Corte

Anemona
coronaria

Ranunculus
spp.

Lilium spp.

Eustoma

grandiflorum
(Lisianthus)

Freesia x
hybrid
(1er Cultivo)

Freesia x
hybrid
(2do Cultivo)

Propagulo tubero tubero bulbo almacigo cormo cormo
Tamafio del propagulo 5/6 4/5 5/6 5/6
Precio a Productor Flores (CLP/propagulo) S 150 S 125 S 130 S 70 S 100 S 30
Densidad de Plantacion ( propagulos / m2) 22 16 64 60 90 90
Costo Propdgulos (CLP) / m2 / Cultivo S 3.300 S 2.000 S 8.320 S 4.200 S 9.000 S 2.700

Tiempo a floracion (dias) 90 dias 90 dias 90 dias 90 dias

PuraFlon del Cultivo en meses (tiempo cosecha 9 9 3 4 3 3
incluido)

N Cultivos al Aio (mdximo) 13 1,3 4,0 3,0 1,5 15

Longitu vara (cm) 40 40 40 a 50 40 a 50
Productividad (varas / propagulo) 11 8 1 1 2,5 2,5
Productividad (varas / m2) 242 128 64 60 225 225
Precio Vara Floral (CLP/unidad) a Productor S 123 S 115 S 300 S 300 S 90 S 90
Ingreso Varas (CLP) / m2 / Cultivo S 29.645 S 14.720 S 19.200 S 18.000 S 20.250 S 20.250
Margen Bruto (CLP) / m2 / Cultivo S 26.345 S 12.720 S 10.880 S 13.800 S 11.250 S 17.550
Margen Bruto (CLP) / m2 / Afio S 35.127 S 16.960 S 43.520 S 41.400 S 16.875 S 26.325
Relacion [{ngreso Varas m2] / [Costo Propdgulos 9,0 7.4 23 43 23 75
m2] / Cultivo

Relac10n~[lngreso Varas m2] / [Costo Propdgulos 12,0 9,8 9,2 12,9 34 11,3
m2 ]/ Afo

Reutilizacion de los propagulos

Anenoma coronaria. Recomendable, 1 temporada. 50% recuperacién para 2da temporada.

Ranunculus spp. 5 nuevos propagulos al final de cada temporada. Minimo 2 temporadas.

Freesia x hybrida. La reutilizacién del cormo (y/o engorde de cormillos) es clave para optar, en un siguiente cultivo, a una

rentabilidad atractiva.



Tabla 02. Cuadro comparativo entre Freesia x hybriday Leucocoryne spp..
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Cuadro Comparativo de Ingresos / Egresos de
Flores de Corte

Freesia x hybrid
(1er Cultivo)

Freesia x hybrid
(2do Cultivo)

Leucocoryne spp.
(1er Cultivo)

Leucocoryne spp.
(2do Cultivo)

Propagulo cormo cormo bulbo bulbo
Tamafio del propagulo 5/6 5/6 4/5 4/5
Precio a Productor Flores (CLP/propagulo) S 100 S 30 S 100 S 30
Densidad de Plantacion ( propagulos / m2) 90 90 90 90
Costo Propdgulos (CLP) / m2 / Cultivo S 9.000 S 2.700 S 9.000 S 2.700

Tiempo a floracion (dias) 100 dias 100 dias
Duracién del Cultivo en meses (tiempo cosecha

. . 8 8 8 8
incluido)

N Cultivos al Ao (maximo) 1,5 1,5 1,5 1,5

m2 ]/ Afo

Longitu vara (cm) 40 a 50 40 a 50 40a 50 40a 50
Productividad (varas / propagulo) 2,5 2,5 2,5 2,5
Productividad (varas / m2) 225 225 225 225
Precio Vara Floral (CLP/unidad) a Productor S 90 S 90 S 100 S 100
Ingreso Varas (CLP) / m2 / Cultivo S 20.250 S 20.250 S 22.500 S 22.500
Margen Bruto (CLP) / m2 / Cultivo S 11.250 S 17.550 S 13.500 S 19.800
Margen Bruto (CLP) / m2 / Afio S 16.875 S 26.325 S 20.250 S 29.700
Relacion [I.ngreso Varas m2] / [Costo Propdgulos 2,3 75 25 83
m2] / Cultivo

Relacién [Ingreso Varas m2] / [Costo Propdgulos 34 11,3 3,8 125

Reutilizacion de los propagulos.

Freesia x hybrida. La reutilizacién del cormo (y/o engorde de cormillos) es clave para optar, en un siguiente
cultivo, a una rentabilidad atractiva.

Leucocoryne spp. La reutilizacién del bulbo (y/o engorde de bulbillos) es clave para optar, en un siguiente
cultivo, a una rentabilidad atractiva.
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RESUMEN

e El principal uso del Leucoryne es como flor de jardin y como flor de corte.

e El principal proveedor de bulbos de Leucocoryne es Holanda. El precio unitario promedio por
bulbo es USD 0,10.

e Como flor de jardin, se comercializan en los principales mercados mundiales (Europa, Estados
Unidos y Japon) bulbos secos de Leucocoryne en bolsas con 5 a 20 bulbos con un precio unitario
por bulbo de USD 0,50 a USD 1,00 por bulbo.

e Flores de corte de Leucocoryne son, principalmente, producidas y comercializadas en Japoén.

e Anivel nacional, el precio a productor por flores de corte de Leucocoryne podria ser de USD 0,20.

e La produccion de flores de corte de Leucocoryne es tan competitivo como lo es la produccién de
flores de Fresia.

e Es extraordinariamente relevante para la rentabilidad del productor de flores la capacidad de
reutilizar los bulbos de Leucocoryne durante mas de dos temporadas.
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En el presente informe se expone la implementacion y resultados de cada uno de
los experimentos contemplados en la primera parte del proyecto Mejoramiento de
la técnica de propagacion in vitro para produccion comercial de planta nativa
chilena Leucocoryne” codigo PYT-2012-0079.

EXPERIMENTO 1. Efecto de la temperatura en la germinacion de semillas,

formacion y crecimiento de bulbos en tres genotipos de Leucocoryne spp.

EXPERIMENTO 2. Efecto de la temperatura en el desarrollo y crecimiento de

bulbos en tres genotipos de Leucocoryne spp.

EXPERIMENTO 3. Efecto de la temperatura en la multiplicacion a partir de division

de bulbos de Leucocoryne spp.



EXPERIMENTO 1. Efecto de la temperatura en la germinacién de semillas,
formacion y crecimiento de bulbos en tres genotipos de Leucocoryne.

Unidad Experimental (Inicial): 25 plantulas
Factor GENOTIPO: 3 (C509, C516 y C518)
Factor TEMPERATURA: 2 (15 y 20°C)

N° Plantulas (inicial)/genotipo: 300

N° Plantulas (inicial) total 900

Fecha establecimiento: Agosto 2013

Cuadro 1. Estructura Experimento 1

. Genotipos
Tratamientos Temperatura Gl G2 a3
TMT 1.1 20°C G1-TMT1.1 G2-TMT1.1 G3-TMT1.1
TMT 1.2 15°C G1-TMT1.2 G2-TMT1.2 G3-TMT1.2

El protocolo para iniciar el material consistié en la conformacion de grupos de 50
semillas, las que fueron introducidas en bolsitas de papel filtro, las que fueron
amarradas con elastico para impedir que las semillas escaparan de estas (Figura
1). Las semillas dentro de las bolsitas fueron desinfectadas en solucion de cloro
comercial (50g-L™ de cloro activo) al 20% durante 15 minutos bajo campana de
flujo laminar, en forma posterior se realizaron 3 enjuagues con agua destilada
estéril. Una vez desinfectadas las semillas fueron mantenidas en proceso de

imbibicién durante 96 horas en agua destilada estéril a 8°C, en oscuridad.

Figura 1: Bolsa con semillas para proceso de desinfeccién in vitro.



Transcurridas 96 horas, se aislaron las semillas, para su siembra en condiciones
estériles en frascos de vidrio de 200mL con 30mL de medio de cultivo MS con
vitaminas (Murashige and Skoog, 1962) al 12,5%, ademas contenia 30 g-L™ de

Sacarosa, 6 g-L™ de Agar como agente gelificante y pH ajustado a 5,7.

Para cada genotipo se iniciaron 300 semillas las que fueron distribuidas en 5
semillas/frasco. La mitad del material fue dispuesto en camara de crecimiento a
20£1°C vy la otra mitad del material a 8£1°C, en ambos casos en oscuridad por
una semana. Cumplido este periodo ambos grupos fueron dispuestos en camara
de crecimiento bajo fotoperiodo de 16/8 horas luz/oscuridad, a 20+1°C y 15+1°C

respectivamente (Figura 2 y Figura 3).

Una vez que germinaron las semillas se mantuvieron en crecimiento hasta la
semana N°13, momento en el cual se realizé trasferencia a medio de cultivo
fresco. Segun lo planeado se aumento la concentracion del medio de cultivo MS
con vitaminas (Murashige and Skoog, 1962) de 12,5% a 25%, se mantuvo el

contenido de Sacarosa (30 g-L™), Agar (6 g-L ™) y ajuste de pH a 5,7.

Figura 2. Semillas de Leucocoryne spp. en proceso de germinacion en camara de crecimiento
2041 °C (TMT 1.1).
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Figura 3. Semillas de Leucocoryne spp. en proceso de germinacion en camara de crecimiento

15+1°C (TMT 1.2).

En el momento del traspaso (semana 13 de cultivo) se evalud el porcentaje final

de germinacién del primer periodo, porcentaje de receso de las plantulas, N° de

bulbos producidos (Cuadro 2 y Figura 4) y ademas se tom6 6 muestras de 5

bulbos cada una, para cada tratamiento en cada uno de los genotipos para

determinar el peso promedio de los bulbos (Cuadro 3 y Figura 5).

Cuadro 2. Evaluacion Experimento 1 transcurridas 13 semanas después de ser establecidas
semillas de distintos genotipos de Leucocoryne spp. en condiciones in vitro.

Formacion de

Tgfgr%tiiepnoto Total Germinacion bulbo Receso**
N° % N° %* N° %*
C509 TMT1.1 150 73 48,67 60 82,19 39 53,42
C509 TMT1.2 150 128 85,33 118 92,19 37 28,91
C518 TMT1.1 140 118 84,29 114 96,61 106 89,83
C518 TMT1.2 150 145 96,67 144 99,31 108 74,48
C516 TMT1.1 150 125 83,33 108 86,40 104 83,20
C516 TMT1.2 150 148 98,67 140 94,59 108 72,97

* Los porcentajes de formacion de bulbos y Senescencia fueron calculados en base al nimero de

semillas germinadas.

** Para el parAmetro Receso se contabilizé a aquellas plantulas en que se observaba mas de 2/3

del brote senescente.



Figura 4. Formacién de bulbos y distintos grados de receso en plantulas de Leucocoryne spp. la
provenientes de la germinacién de semillas del genotipo C516 en el tratamiento TMT1,2 después
de trascurridas 13 semanas en cultivo.

En el Cuadro 3 se puede observar el nUmero de bulbos por genotipo y tratamiento
que siguieron en cultivo, ya que en algunos casos existié una pequefia pérdida de
material al momento del traspaso, debido principalmente a la dificultad de manejo

por su reducido tamafio, fragilidad, muerte y/o contaminacion.

Cuadro 3. Peso promedio y numero de bulbos de cada genotipode Leucocoryne spp. en cada
tratamiento in vitro evaluados al momento del primer traspaso (semana 13 de cultivo).

Genotipo Tratamiento bl\LIJIl;joes Pro&cleg:)o(g)eso
C509 TMT1.1 60 0,017
C509 TMT1.2 117 0,029
C518 TMT1.1 107 0,017
C518 TMT1.2 144 0,023
C516 TMT1.1 107 0,022

C516 TMT1.2 134 0,035




Figura 5. Apreciacion visual del nimero y tamafio de bulbos de Leucocoryne spp. para cada uno
de los genotipos y tratamientos al momento de realizar el traspaso (13 semanas en condiciones de
cultivo in vitro) en el Experimento 1. a.C509TMT1.1; b.C509TMT1.2; c¢.C518TMT1.1;
d.C518TMT1.2; e.C516TMT1.1 y d.C516TMT1.2.



Para los tres genotipos se obtuvo mejores resultados en los parametros evaluados
(Germinacion, numero de bulbos, grado de receso y peso de bulbos) en los
tratamientos con menor temperatura (15°C).

Posterior al traspaso a medio fresco (50% MS + vitaminas) los bulbitos producidos
mostraron una disminucién en la actividad, crecimiento y brotacién en las dos

temperaturas para cada uno de los genotipos (Cuadro 4 y Figura 6).

Cuadro 4. Evaluacion Experimento 1 transcurridas 10 semanas después de que los bulbos de
Leucocoryne spp. fueron traspasados a medio fresco (50%MS) en condiciones in vitro.

Material Bulbos 1 Brote Sin Brote
N° N° % N° %
C509 TMT1.1 60 2 3,33 58 96,67
C509 TMT1.2 117 21 17,95 96 82,05
C518 TMT1.1 107 11 10,28 96 89,72
C518 TMT1.2 144 7 4,86 137 95,14
C516 TMT1.1 107 5 4,67 102 95,33
C516 TMT1.2 134 18 13,43 116 86,57

Figura 6. Bulbos de Leucocoryne genotipo C509 sin brotacion o sin crecimiento activo luego del
traspaso realizado a 10 semanas de cultivo en condiciones in vitro.



Debido a la disminucion en la actividad de los bulbos observada en ambas
condiciones de temperatura, se decidid realizar un nuevo traspaso a medio fresco
(50% MS) pero con adicién de 1mg*L™ de Bencilaminopurina (BAP), para sacar
del receso a los bulbos. Al realizar el traspaso (a las 10 semanas) se evalu6 el
peso de los bulbos, momento en el que se pudo observar ademas una disminucion

en el peso promedio de estos al final del periodo sefialado (Cuadro 5).

Cuadro 5. Peso promedio y nimero de bulbos de Leucocoryne spp. in vitro evaluados al momento
del traspaso a medio fresco (50%MS+1mI*L'BAP).

Genotipo Tratamiento bltl;;bdoes PB?JTB'OP(ZS)O
C509 TMT1.1 53 0,13
C509 TMT1.2 107 0,17
C518 TMT1.1 106 0,11
C518 TMT1.2 143 0,18
C516 TMT1.1 85 0,12
C516 TMT1.2 135 0,23

Sin embargo, trascurridas 13 y 17 semanas desde el traspaso, y luego de evaluar
nuevamente brotacion, formacion de brotes mdultiples, produccion de bulbillos y
formacion de raices, se pudo observar nuevamente actividad en parte de los
bulbos (Figura 7), Esto se reflejé, en el aumento en los porcentajes de bulbos con
un brote y brotes multiples que aumentaron desde la evaluacion realizada antes

del traspaso (Cuadro 6 y Cuadro 7).

Cuadro 6. Evaluacion Experimento 1 transcurridas 13 semanas después de que los bulbos de
Leucocoryne spp. fueron traspasados a medio fresco (50%MS+1mI*L*"BAP) en condiciones in
vitro.

Material Bulbos 1 Brote Sin Brote Brot. multiple /Bulbillos Formacion raices
N° N° % N° % N° % N° %
C509 TMT1.1 53 26 49,06 25 47,17 2 3,77 5 9,43
C509 TMT1.2 107 61 57,01 42 39,25 4 3,74 32 29,91
C518 TMT1.1 106 52 49,06 52 49,06 2 1,89 18 16,98
C518 TMT1.2 143 85 59,44 53 37,06 5 3,50 38 26,57
C516 TMT1.1 85 43 50,59 38 44,71 2 2,35 11 12,94
C516 TMT1.2 135 101 74,81 33 24,44 1 0,74 59 43,70




Cuadro 7. Evaluacion Experimento 1 transcurridas 17 semanas después de que los bulbos de
Leucocoryne spp. fueron traspasados a medio fresco (50%MS+1mg*L'1BAP) en condiciones in
vitro.

Bulbos 1 Brote Sin Brote Brot. multiple / Bulbillos Formacién raices

Material
ateria N ONS % N % Ne % N° %

C509 TMT1.1 53 31 58,49 20 37,74 2 3,77 9 16,98
C509 TMT1.2 107 67 62,62 36 33,64 4 3,74 33 30,84
C518 TMT1.1 106 54 50,94 45 42,45 7 6,60 21 19,81
C518 TMT1.2 143 92 6434 46 32,17 5 3,50 47 32,87
C516 TMT1.1 85 46 54,12 32 37,65 7 8,24 14 16,47
C516 TMT1.2 135 100 74,07 25 18,52 10 7,41 65 48,15
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Figura 7. Bulbos de Leucocoryne C509 sometidos al tratamiento TMT1.2 con crecimiento activo en
condiciones in vitro, luego de 13 semanas de realizado el traspaso a medio de cultivo 50%MS +
1mg*L™" BAP.

A las 24 semanas y para tener un registro de la entrega del material se evalu6
nuevamente el Experimento 1, donde se pudo observar un aumento en el nimero
de bulbos con formacion de brotes multiples o bulbillos (Cuadro 8). Ademas se
evalué el peso de los bulbillos transcurridas las 24 semanas desde su ultimo
traspaso y se pudo constatar una baja del peso promedio obtenido (Cuadro 9), lo
gue podria estar explicado por la muestra en la que se tomaron estos datos, que
correspondio a 6 repeticiones de 5 bulbitos en cada uno de los tratamientos, y en

gue se seleccionaron solo bulbitos individuales, dejando sin pesar en esta muestra



los bulbos que tenian produccion de bulbillos laterales, ya que no en todos los

casos estaba claro cudl era el bulbo original y cuales los laterales (Figura 8).

Cuadro 8. Evaluacion Experimento 1 transcurridas 24 semanas después de que los bulbos de
Leucocoryne spp. fueron traspasados a medio fresco (50%MS+1mg*L™) en condiciones in vitro.

Material Bulbos 1 Brote Sin Brote  Brot. multiple / Bulbillos Formacién raices
N° N° % N° % N° % N° %
C509 TMT1.1 53 36 67,92 15 28,30 4 7,55 11 20,75
C509 TMT1.2 107 71 66,36 33 30,84 7 6,54 33 30,84
C518 TMT1.1 107 76 71,03 24 22,43 7 6,54 28 26,17
C518 TMT1.2 143 94 65,73 43 30,07 7 4,90 44 30,77
C516 TMT1.1 85 63 74,12 15 17,65 7 8,24 28 32,94
C516 TMT1.2 135 97 71,85 26 19,26 17 12,59 66 48,89

Cuadro 9. Peso promedio y numero de bulbos de Leucocoryne spp. producidos a las 24 semanas
en cada genotipo y tratamiento en condiciones in vitro.

Bulbos Prom. Peso final Bulbos

Genotipo Tratamiento Iniciales bulbo finales
N° (9) N°
C509 TMT1.1 53 0,08 54
C509 TMT1.2 107 0,05 112
C518 TMT1.1 107 0,04 116
C518 TMT1.2 143 0,09 147
C516 TMT1.1 85 0,06 103
C516 TMT1.2 135 0,10 146

Figura 8. Bulbos individuales y multiples de Leucocoryne genotipo C516 sometido al tratamiento
TMT1.1 con crecimiento activo en condiciones in vitro, luego de 24 semanas de realizado el
traspaso a medio de cultivo 50%MS + 1mg*L™ BAP.



Conclusiones

1. La iniciacién in vitro de semillas de Leucocoryne en 25% MS sin
reguladores de crecimiento vegetal es posible, produciendo rapidamente un
bulbillo cercano alos 0,1 a 0,2 g.

2. Una temperatura de cultivo de 15°C produce un mayor nimero y peso de
bulbos inicial de plantas producidas in vitro, a partir de semillas en
comparacion a aquellas cultivadas a 20°C.

3. El uso de BAP es beneficioso desde etapas muy iniciales del cultivo de
Leucocoryne spp. previniendo el ingreso prematuro en receso.

4. Al final de 24 semanas de cultivo, un porcentaje importante de los genotipos
estudiados fueron capaces de multiplicar el nimero de bulbillos, pero no
fueron capaces de aumentar significativamente su peso individual.

5. No obstante lo anterior, ya es posible detectar diferencias de respuesta
entre distintos genotipos.

6. Es probable que sea necesario aumentar la concentracion de macro y
micronutrientes (MS) y/o de sacarosa desde el momento en que concluya la
formacién de bulbillo y comience el proceso de receso natural, con el fin de
mantener el crecimiento vegetativo y aumentar asi el peso fresco de cada

bulbillo iniciado a partir de semilla.



EXPERIMENTO 2. Efecto de la temperatura en el desarrollo y crecimiento de
bulbos en tres genotipos de Leucocoryne.

Unidad Experimental (Inicial): bulbo de 0,5g

Factor GENOTIPO: 3 (C150, C509 y C510)

Factor TEMPERATURA: 2 (15y 20°C)

Tratamiento / Genotipo: 2

Tratamientos totales: 6

Fecha establecimiento: Mayo-Junio y Noviembre 2013

Cuadro 10. Estructura Experimento 2.

. Genotipos
Tratamientos Temperatura G1 G2 G3
TMT 2.1 20°C G1-TMT2.1 G2-TMT2.1 G3-TMT2.1
TMT 2.2 15°C G1-TMT2.2 G2-TMT2.2 G3-TMT2.2

Para los primeros bulbos iniciados, el protocolo consistié en la eliminacion de las
tunicas protectoras secas externas, luego los bulbos fueron lavados bajo flujo de
agua corriente. Al ingresarlos a la cAmara de flujo laminar se asperjaron con etanol
70%, posteriormente se desinfectaron con cloro comercial (50 g-L™* NaOCI) y

luego se realizaron tres lavados con agua destilada esteéril.

La preparacion de los explantes consisti6 en la eliminacién de las catéfilas de
reserva hasta llegar lo mas cercano posible al punto de crecimiento, eliminando
ademas la parte mas externa del plato basal (Figura 9). Luego de esto fueron
establecidos en tubos de ensayo con 20mL de medio MS (Murashige and Skoog,
1962) con adicién de 30 g-L™ de sacarosa como fuente de carbohidratos, 6 g-L™
de agar como agente gelificante y se ajusto6 el pH a 5,7. Posteriormente los bulbos
fueron dispuestos en camara de crecimiento con fotoperiodo de 16/8 horas

luz/oscuridad a 20+1°C para su brotacion y crecimiento.
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Figura_9. Eliminacion de catéfilas de reserva y establecimiento del explante in vitro de bulbos de
Leucocoryne spp.

A pesar de que el protocolo anterior dio resultados positivos en experiencias
previas (iniciacion realizada en febrero) en este caso no se obtuvo la misma
respuesta probablemente porque la vez anterior se utiliz6 un menor nimero de

individuos y en una etapa en que los bulbos se encontraban en receso profundo.

Se presentaron algunos problemas en la estabilizacién de los explantes, ya que
trascurrido aproximadamente un mes desde el establecimiento se pudo observar
contaminacion en los bulbos en condiciones in vitro. Si bien exteriormente se
encontraban limpios, se presenté una contaminacion proveniente desde la parte
central de los bulbos (Figura 10), lo que significaria que la desinfeccion y lavados
fueron efectivos para la desinfeccion exterior de los explantes, pero no fue
suficiente para llegar al centro de estos. Un posible factor que podria haber influido
en este problema podria ser el estado o fecha en que se inicié el material, ya que
se encontraban saliendo del receso y con el proceso de brotacién iniciado en
muchos de los bulbos, a diferencia de los bulbos que se utilizaron preliminarmente

(febrero) que se encontraban en receso.



Figura 10. Contaminacion desde el centro del bulbo de Leucocoryne spp.

Para superar el problema de contaminacién se ajusto el protocolo de iniciacion
para el nuevo material a establecer in vitro, al cual se le agregd un lavado previo
con etanol 95% por un minuto y la adicién de un detergente no iénico (Tween 20®)

a la solucién de cloro. obteniendo asi una mejor respuesta a este protocolo.

Para este ensayo se utilizé bulbos correspondientes a los genotipos C510, C509 y
C150. Luego que se logro la estabilizacion in vitro (esterilizados y activos) de
suficientes bulbos, se peso6 grupos de 10 bulbos para ser asignados a cada uno de
los tratamientos, para asi tener una estimacion del peso inicial promedio de los
bulbos utilizados en este experimento (Cuadro 11) y asi poder evaluar en el
tiempo su ganancia en peso. Para esto se sacé los bulbos de condiciones in vitro y
fueron pesados en magentas previamente esterilizadas y pesadas, y de esta
forma por diferencia de peso se pudo obtener el valor promedio inicial de los

bulbos a utilizar.



Cuadro 11. Peso de muestras de 10 bulbos y promedio de bulbo, en material utilizado en el

experimento 2.

Material Peso
10 bulbos (g) promedio bulbo (g)
C510 TMT2,1 5,22 0,522
C510 TMT2,2 5,26 0,526
C509 TMT2,1 6,22 0,622
C509 TMT2,2 5,59 0,559
C150 TMT2,1 3,84 0,384
C150 TMT2,2 3,65 0,365

Luego de obtener el peso inicial de los bulbos, estos fueron establecidos en tubos
de ensayo con 20mL de medio MS (Murashige and Skoog, 1962) con adicion de
30 g-L™ de sacarosa como fuente de carbohidratos, 6 g-L™* de agar como agente
gelificante y pH ajustado a 5,7. Posteriormente los bulbos fueron dispuestos en
camara de crecimiento con fotoperiodo de 16/8 horas luz/oscuridad a 20+1°C y
15+1°C segun tratamiento. El experimento fue evaluado a las 6 y 10 semanas de
cultivo, para ver su evolucion en brotacion y formacion de raices (Cuadro 12,
Cuadro 13y Figura 11).

Cuadro 12. Evaluacion de brotacion y formacion de raices de bulbos de Leucocoryne spp. a las 6
semanas de cultivo in vitro para cada tratamiento del Experimento 2.

Bulbos con brotacion Bulbos con formacién raices
Material Total 1 brote Brote multiple

N° N° % N° %
C510 TMT2.1 10 1 0 10 1 10
C510 TMT2.2 10 2 0 20 0 0
C509 TMT2.1 10 5 0 50 0 0
C509 TMT2.2 10 6 1 70 3 30
C150 TMT2.1 10 7 0 70 3 30
C150 TMT2.2 10 8 0 80 7 70

Cuadro 13. Evaluacion de brotacion y formacion de raices de bulbos de Leucocoryne spp. a las 10
semanas de cultivo in vitro para cada tratamiento del Experimento 2.

Bulbos con brotacion Bulbos con formacién raices
Material Total 1 Brote Brote mualtiple

N° N° % N° %
C510 TMT2.1 10 1 0 10 1 10
C510 TMT2.2 10 3 0 30 0 0
C509 TMT2.1 10 5 0 50 2 20
C509 TMT2.2 10 6 1 70 3 30
C150 TMT2.1 10 7 0 70 4 40
C150 TMT2.2 10 8 0 80 7 70




En el Experimento 2 existi0 la tendencia a obtener mejores resultados en el
porcentaje de brotacion para los tratamientos con menor temperatura (15°C) pero
ademas existi6 un marcado efecto del genotipo en el nimero de bulbos que

presentan respuesta a los distintos tratamientos de temperatura.

Figura 11. Evaluacion visual de brotacion y formacion de raices en bulbos para cada uno de los
genotipos y tratamientos luego de 10 semanas de iniciado el experimento 2: a.C510TMT2.1;
b.C509TMT2.1; ¢.C150TMT2.1; d.C510TMT2.2; e.C509TMT2.2 y d.C150TMT2.2.

En febrero de 2014 (a las 14 semanas de iniciacion) se realizé un traspaso a
medio fresco de las mismas caracteristicas que el medio utilizado en el ciclo
anterior. Se mantuvieron en crecimiento durante otras 13 semanas hasta su
evaluacion, en la que se pudo observar un menor porcentaje de brotacion y una
apariencia de entrada en receso de los bulbos. También fue posible constatar la
formacion de bulbos laterales en mayor porcentaje para el genotipo C510 (Cuadro

14), existiendo un posible efecto del genotipo.



Cuadro 14. Evaluacién de brotacion, formacién de raices y bulbos laterales de bulbos de
Leucocoryne spp. a las 13 semanas de cultivo in vitro en la segunda etapa, para cada tratamiento
en el Experimento 2.

- 1 Brote B,ro.te Sin Forma}cién de Formacion de
Material Total Multiple Brote raices bulbos

N° % N° % N° % N° % N° %

C510 TMT2.1 10 3 30 1 10 6 60 1 10 5 50
C510 TMT2.2 10 1 10 3 30 6 60 0 0 7 70
C509 TMT2.1 10 2 20 0 0 8 80 2 20 1 10
C509 TMT2.2 10 3 30 0 0 7 70 0 0 3 30
C150 TMT2.1 10 0 0 1 10 9 90 1 10 1 10
C150 TMT2.2 10 7 70 O 0 3 30 2 20 1 10

Se realizé otra evaluaciéon a las 17 semanas para constatar estado de brotacion,
donde se pudo observar un pequefio aumento en los porcentajes de brotacion y
brotacion mdultiple en los genotipos C509 y C510 (Cuadro 15). En el mismo cuadro
es posible observar la diferente respuesta que tuvieron los tres genotipos
estudiados sobre la formacion de bulbos, los cuales, en general no presentaron
respuestas importantes a las temperaturas de cultivo, siendo levemente superior

en aquellos sometidos a 15°C.

Cuadro 15. Evaluacién de brotacién, formacién de raices y bulbos laterales de Leucocoryne spp. a
las 17 semanas de cultivo in vitro en la segunda etapa, para cada tratamiento del Experimento 2.

1 Brote B,ro_te Sin Forma}cién Formacion de
Material Total Maltiple Brote de raices bulbos

N° % N° % N° % N° % N° %

C510 TMT2.1 10 2 20 5 50 3 30 1 10 5 50
C510 TMT2.2 10 1 10 3 30 6 60 0 0 7 70
C509 TMT2.1 10 2 20 1 10 7 70 3 30 1 10
C509 TMT2.2 10 5 50 0 0 5 50 0 0 3 30
C150 TMT2.1 10 0 0 1 10 9 90 2 20 1 10
C150 TMT2.2 10 7 70 0 0 3 30 2 20 1 10

En el Cuadro 16 se puede observar la diferencia entre el peso inicial y el peso final
de los explantes y el aumento en el nimero de bulbos después de 27 semanas de
cultivo (14 semanas ciclo 1 + 23 semanas ciclo 2). Destacd el nimero de bulbos
producido en el genotipo C510 en ambas temperaturas, evidenciando una vez
mas el efecto del genotipo.



Al momento de pesar los bulbos, estos fueron sacados de las condiciones in vitro
y guardados en bolsa de papel a 20+2°C para ser entregados al mandante. No se
mantuvieron en condiciones in vitro, ya que en su mayoria se encontraban en
estado de receso y como una forma adicional de testear su capacidad de

aclimatacion ex vitro (Figura 12).

Cuadro 16. Numero de bulbos inicial, peso promedio inicial, peso promedio de bulbo final y N° de
bulbos obtenidos de Leucocoryne spp. después de 37 (14 + 23) semanas de cultivo en condiciones
in vitro.

Material N°_d_e pulbos 'Pe'zs_o promedio Reso promedio N° d.e bulbos
iniciales inicial bulbo (g) final bulbo (g) finales
C510 TMT2,1 10 0,522 1,155 23
C510 TMT2,2 10 0,526 1,066 21
C509 TMT2,1 10 0,622 1,351 11
C509 TMT2,2 10 0,559 0,951 13
C150 TMT2,1 10 0,384 0,692 14
C150 TMT2,2 10 0,365 0,727 11

Figura 12. Evaluacion visual de brotacion y formacién de raices in vitro en bulbos de Leucocoryne
spp. para cada uno de los genotipos y tratamientos luego de 37 semanas de iniciado el
experimento 2: a.C510TMT2.1; b.C509TMT2.1; c. C150TMT2.2.

Conclusiones

1. Fue posible aumentar el peso fresco de bulbos de Leucocoryne spp. de
0,59 a 1,0g en 27 semanas de cultivo in vitro utilizando los tratamientos

descritos.



2. El genotipo C510 aument6 a mas del doble la cantidad de bulbos
producidos en igual periodo, independiente de la temperatura de cultivo.
Los genotipos C509 y C150 solo fueron capaces de aumentar entre un 10 y
un 40% el numero de bulbos producidos, no observandose una clara
respuesta a la temperatura de cultivo respecto de este parametro.

3. Solo C509 tuvo una clara respuesta positiva al cultivo a 20 °C en
comparacion a aquellos cultivados a 15 °C, al comparar el aumento en peso
fresco, no asi en el nimero de bulbos producidos.

4. Segun los resultados obtenidos, existe un efecto mucho mas importante del
genotipo sobre el parametro tasa de multiplicaciébn que sobre el pardmetro

de aumento de peso fresco de bulbo.



EXPERIMENTO 3. Efecto de la temperatura en la multiplicacién a partir de

divisién de bulbos.

Unidad Experimental (Inicial): bulbo de 0,59
Factor GENOTIPO: 3 (C509, C516 y C518)
Factor TEMPERATURA: 2 (15y 20°C)
Tratamiento / Genotipo: 2

Tratamientos totales: 6

Fecha establecimiento: Octubre 2013

Cuadro 17. Estructura Experimento 3.

. Genotipos
Tratamientos Temperatura G1 G2 G3
TMT 3.1 20°C G1-TMT3.1 G2-TMT3.1 G3-TMT3.1
TMT 3.2 15°C G1-TMT3.2 G2-TMT3.2 G3-TMT3.2

En este experimento el material fue iniciado utilizando el mismo protocolo de

desinfeccion e iniciacion descrito en para el Experimento 2.

Se dio inicio al experimento en el mes de octubre de 2013 a partir de material
estabilizado, que se habia establecido en condiciones de cultivo in vitro entre los
meses de Mayo y Junio del mismo afo. Para esto se utilizaron los genotipos
C509, C516 y C518.

Se pesé en forma individual 5 bulbos ya estabilizados in vitro de cada genotipo
(Cuadro 18), los cuales luego fueron divididos en cuatro partes cada uno,
asegurando dejar parte del plato basal en cada explante (Figura 13) y fueron
distribuidos aleatoriamente en tubos de ensayo con 20mL de medio MS
(Murashige and Skoog, 1962) con adicién de 30 g-L™ de sacarosa como fuente de
carbohidratos, 6 g-L™* de agar como agente gelificante y se ajust6 el pH a 5,7
(Figura 14). Posteriormente las secciones de bulbos fueron dispuestos en camara
de crecimiento con fotoperiodo de 16/8 horas luz/oscuridad a 20£1°C y 15+1°C

segun tratamiento.



Cuadro 18. Peso inicial de bulbos de Leucocoryne spp. utilizados para la division y establecimiento
in vitro en el Experimento 3.

Peso Inicial

()
1,00
1,29
1,23
0,81
1,25
1,45
1,23
2,01
1,44
1,01
1,48
1,17
1,24
1,03
1,24

Genotipo Bulbo

(I

C509

C516

C518
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Figura 13. Divisiéon de bulbos de Leucocoryne spp. in vitro para establecimiento de Experimento 3.

Figura 14. Establecimiento de secciones de bulbos de Leucocoryne spp. en medio de cultivo MS
en el Experimento 3.



El experimento 3 fue evaluado a las 6 y 10 semanas de cultivo, para ver su
evolucion en brotacion, formacioén de raices y formacion de bulbos (Cuadro 19,
Cuadro 20 y Figura 15)

Cuadro 19. Evaluacion de brotacion, formacion de raices y bulbos de Leucocoryne spp. a las 6
semanas de cultivo in vitro para cada tratamiento en el Experimento 3.

Material Total Brotacion Formacion raices Formacién bulbos

N° 1 Brote N° Brote Mdltiple % N° % N° %
C509 TMT3.1 10 3 2 50 0 0 2 20
C509 TMT3.2 10 1 2 30 0 0 3 30
C516 TMT3.1 10 0 0 0 0 0 0 0
C516 TMT3.2 10 2 0 20 0 0 2 20
C518 TMT3.1 10 3 1 40 1 10 1 10
C518 TMT3.2 10 4 0 40 1 10 3 30

Cuadro 20. Evaluacion de brotacién, formacién de raices y bulbos de Leucocoryne spp. a las 10
semanas de cultivo in vitro para cada tratamiento en el Experimento 3.

Material Total Brotacion _ Formacion raices Formacién bulbos

N° 1 Brote N° Brote Multiple % N° % N° %
C509 TMT3.1 10 3 3 60 0 0 5 50
C509 TMT3.2 10 1 2 30 0 0 3 30
C516 TMT3.1 10 2 2 40 0 0 4 40
C516 TMT3.2 10 2 0 0 0 0 2 20
C518 TMT3.1 10 3 2 50 1 10 1 10
C518 TMT3.2 10 4 0 40 1 10 3 30

La formacion de bulbos observada a las 6 y 10 semanas fue mejor en los
tratamientos de temperatura mayor (20°C), excepto para el caso del genotipo
C518, lo que indica que el genotipo podria haber estado influyendo en la

respuesta.



Figura 15. Evaluacion visual de brotacién, formacion de raices y bulbos para cada uno de los
genotipos y tratamientos luego de 10 semanas de iniciado el experimento 3: a.C509TMT3.1;
b.C516TMT3.1; ¢.C518TMT3.1; d.C509TMT3.2; e.C516TMT3.2 y d.C518TMT3.2.

Aproximadamente a las 15 semanas de cultivo se realiz6 un traspaso a medio
fresco (MS con vitaminas), al que en esta etapa se le adicioné 1mg*L™ de BAP,
buscando la posibilidad de mejorar la formacion de bulbos. En dicho momento se

traspaso la totalidad del explante sin separar ni cortar ninguna seccion.

Se evalu6 el porcentaje de brotacién, produccién de bulbillos y engorde de
escamas. A las 14 semanas de este nuevo cultivo, se pudo observar diferencias

en los porcentajes de brotacion entre los distintos genotipos, sin importar el



régimen de temperatura en el que estaban, donde el genotipo C516 mostro el

menor porcentaje de respuesta (Cuadro 21).

Cuadro 21. Evaluacion de brotacion, formacion de bulbillos y engorda de escamas de Leucocoryne
spp. a las 14 semanas de cultivo in vitro de la etapa 2, para cada tratamiento en el Experimento 3.

Material Explantes Brotacion Bulbillos Escamas engrosadas

N° N° % N° N°
C509TMT3.1 10 7 70,0 39 6
C509TMT3.2 10 8 80,0 64 0
C516TMT3.1 10 3 30,0 10 7
C516TMT3.2 10 3 30,0 7 10
C518TMT3.1 10 6 60,0 38 5
C518TMT3.2 10 6 60,0 20 4

A las 17 semanas se realiz6 una nueva evaluacion, donde en forma general se
pudo observar un aumento en la formacion de bulbillos (Cuadro 22 y Figura 16).
Este aumento en nimero de bulbillos y brotes imposibilitd una evaluacion precisa
en cuanto al numero exacto de bulbillos producidos, por lo que los valores podrian
tener un ligero margen de error al momento de sacar los explantes a condiciones
ex vitro, en donde si se podran aislar y contar con mayor facilidad. En el caso de
las escamas engrosadas algunas de ellas se transformaron a una estructura
similar a un bulbo y en otros casos estas terminaron muriendo.

Cuadro 22. Evaluacion de brotacién, formacién de bulbillos y engorda de escamas de Leucocoryne
spp. a las 17 semanas de cultivo in vitro de la etapa 2, para cada tratamiento en el Experimento 3.

Material Explantes Brotacion Bulbillos Escamas engrosadas

N° N° % N° N°
C509TMT3.1 10 7 70,0 46 2
C509TMT3.2 10 8 80,0 64 3
C516TMT3.1 10 3 30,0 22 7
C516TMT3.2 10 3 30,0 28 5
C518TMT3.1 10 6 60,0 51 3
C518TMT3.2 10 6 60,0 20 5




Figura 16. Evaluacién visual de brotacion, formacién de raices y bulbos in vitro para cada uno de
los genotipos de Leucocoryne spp. y tratamientos luego de 23 semanas de ser traspasadas a
medio MS + 1mg*L'l BAP: a.C509TMT3.1; b.C516TMT3.1; c¢.C518TMT3.1; d.C509TMT3.2;
e.C516TMT3.2 y d.C518TMT3.2.

Conclusiones

1. El seccionamiento completo de bulbos de Leucocoryne spp. estimula
fuertemente la produccion de nuevos bulbos en condiciones in vitro.

2. Existe un efecto importante del genotipo sobre su capacidad de
multiplicacion final, lo cual debe ser considerado en futuras evaluaciones y
seleccién de genotipos superiores.

3. La adicién de 1 mg L de BAP provocd un efecto de mayor tasa de
multiplicacion, lograndose entre un 200 y un 600% aproximadamente.

4. La adicibn de BAP también produjo una mayor actividad vegetativa,
retrasando la dormancia lo cual es importante al momento de realizar la
multiplicacion de estos genotipos.

5. El tamafo de los bulbos producidos es muy inferior a los bulbos iniciales, y

deben ser traspasados a una etapa de engorda posterior.
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PYT-2012-0079

Experimento 4b. - Informe de Avance

Responsable: Carlos de la Cuadra

Fecha: 30/06/2015.

El Exp. 4b se realiza dentro de la actividad “2.2.- Enraizamiento; Aclimatacion; Paso a
tierra; Cosecha y Almacenaje de bulbos” que pertenece al OE N°2 “Mejorar la técnica de
propagacion in vitro, basada en uso de técnicas tradicionales de propagacion vegetativa,

incluyendo su aclimatacion y crecimiento ex vitro.” del pryecto FIA PYT-2012-0079.

El Exp. 4b tiene como objetivo mejorar la “Tasa de Aclimatacion ex vitro” y estaba
programado para ser iniciado en Abril 2014 y terminado en Diciembre 2014. No obstante,
dado que existi6 un atraso en la disponibilidad de material in vitro (actividad “2.7.-
Establecimiento de material in vitro, Multiplicacion y Bulbificacion de bulbillos (Exp. 1, Exp. 2, Exp.
3 y Exp. 4a)”), su ejecucién se inicié con desfase. Durante el Ultimo trimestre del 2014 se decidid
realizar un (experimento) complemento al Exp. 4b. La nueva programacién y su nivel de ejecucion

se describen a continuacion:

PYT-2012-0079
Agonomia UCV

2014

2015

T3

T4

T

T2

T3

T4

jlals

o/n|d

el f|m

a|m|j

jlals

oln|d

Exp. N°4b. In vitro | Plan

+ almacen. + ex vitro | Real

OBIJETIVO: Mejora de Tasa de aclimatacién exvitro.

Exp. N°4b Plan

(complemento). |Real

OBJETIVO: Mejora de Tasa de aclimatacion exvitro.

e Material Vegetal Utilizado

El material utilizado corresponde a bulbos utilizados en Exp. 1, Exp. 2 y Exp. 3
provenientes de la actividad “2.1.- Establecimiento de material in vitro, Multiplicacion y
Bulbificacion de bulbillos” desarrollada en el Laboratorio de Cultivo In Vitro y Ornamentales de la
Facultad de Agronomia e Ingenieria Forestal de la Pontificia Universidad catélica de Chile. El
material fue recibido en Julio de 2014.

Origen # Bulbitos / Bulbos Promedio de Peso Promedio (gr)
Exp. 1 528 0,07
Exp. 2 93 1,0
Exp. 3 309 0,7




e Curado y Almacenaje

Los bulbos fueron extraidos de su condicién de cultivo in vitro, lavados (para retirar el gel),
secados y guardados en sobres de papel en camara de almacenaje a 20 °C. No se realiz6
ningun procedimiento mas de curado. A las 7, 14, 22 y 26 semanas de almacenaje se
realizaron controles. Se descartaron bulbos dafados, se contaron el numero
bulbitos/bulbos y se pesaron (a las 7 y 26 semanas de almacenaje).

El % de sobrevivencia (# Bulbos Final / # Bulbos Inicial) es mayor en la medida que el
peso fresco del bulbo inicial es mayor. La principal pérdida de bulbos es por
deshidratacion y ocurre en durante los primeros meses de almacenaje.

Tiempo de Almacenaje a 20 2C
% Sobrevivencia

Experimentos | 0 semanas | 7 semanas | 14 semanas | 22 semanas | 26 semanas
Exp. 1 100% 64% 46% 35% 34%
Exp. 2 100% 62% 55% 54% 55%
Exp. 3 100% 48% 44% 40% 39%

Tiempo de Almacenaje a 20 2C

Peso Fresco

Promedio % Pérdida de Peso Fresco Promedio Bulbo
Bulbo (gr)
Experimentos | 0 semanas | 7 semanas | 14 semanas | 22 semanas | 26 semanas
Exp. 1 0,07 -18% NR NR -69%
Exp. 2 1,0 -59% NR NR -64%
Exp. 3 0,7 -78% NR NR -78%

NR = No Registrado

El mejor promedio general de sobrevivencia lo presenta el Exp. 2 (55%). Y si se tomaran
en consideracion, solamente los provenientes del TMT 2.2 (cultivados in vitro a 15 °C), el
porcentaje promedio de sobrevivencia de los tres genotipos utilizados fue de 77%.

e Brotacion y Cultivo ex vitro

Cumplidas las 26 semanas (09/01/15), los bulbitos/bulbos fueron plantados en maceteros
y puestos camara de crecimiento a 15 °C con un fotoperiodo de 12 hrs (20.000 lux). Luego
de 28 dias (06/02/15) se observé un 43% de brotacién promedio y a los 56 dias (06/03/15)
se observo un 75% de brotacién promedio.

Peso . .
# F Tiempo de Cultivo a 15 2C
Bulbitos S
Prom. ..
/ Bulbos % Brotacién
Bulbo (gr)
Exp. 0 DDP 7 DDP | 14 DDP ‘ 21 DDP ‘ 28 DDP | 35 DDP | 42 DDP | 49 DDP ‘ 56 DDP

2



Exp. 1 178 0,02 3% 12% | 24% | 42% | 71% | 71% | 78% | 80%

Exp. 2 51 0,3 18% | 37% | 57% | 70% | 76% | 76% | 80% | 80%

Exp. 3 122 0,1 3% 16% | 27% | 32% | 50% | 50% | 60% | 66%

DDP = Dias Después de Plantacion

Al finalizar el experimento (06/03/15), las plantas fueron llevadas al invernadero.
Conclusioén.
Los resultados obtenidos en este Exp. 4b pueden ser considerados como linea base.

Bulbos in vitro de 1 gr (Exp. 2) presentan un % de sobrevivencia de 55% a las 26
semanas de almacenaje y una brotacion de un 80% a los 56 dias de cultivo, es decir, la
Tasa de Aclimatacion ex - vitro fue de 44%.

Considerando solamente el desemperio de los bulbos provenientes del TMT 2.2
(cultivados in vitro a 15 °C), bulbos in vitro de 1 gr presentan un % de sobrevivencia de
77% a las 26 semanas de almacenaje y una brotacion de un 80% a los 56 dias de cultivo.
En otras palabras, la Tasa de Aclimatacion ex - vitro fue de 58%.

Observaciones.

Como complemento al Exp. 4b, se inici6 en noviembre 2014, otro experimento de
aclimatacion ex vitro. Se seleccionaron bulbos que se encontraban en (aparente)
crecimiento activo (presencia de hojas verdes) y se llevaron a temperaturas de
senescencia (25°C) hasta finales de enero 2015 para favorecer entrada en dormancia.
Posteriormente, estos bulbos han sido almacenados en camara de 20 °C por 26 semanas
(6 meses) y se cultivaran, desde fines de Julio de 2015, en cadmara de crecimiento para
control de brotacion.
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PYT-2012-0079

Experimento 4b (complemento). - Informe de Avance
Responsable: Carlos de la Cuadra

Fecha: 31/12/2015.

El Exp. 4b (complemento) se realiza dentro de la actividad “2.2.- Enraizamiento;
Aclimatacién; Paso a tierra; Cosecha y Almacenaje de bulbos” que pertenece al OE N°2
“Mejorar la técnica de propagacion in vitro, basada en uso de técnicas tradicionales de
propagacion vegetativa, incluyendo su aclimatacion y crecimiento ex vitro.” del pryecto FIA
PYT-2012-0079.

El Exp. 4b (complemento) tiene como objetivo mejorar la “Tasa de Aclimatacion ex vitro” y
se decidid su ejecucion, durante ultimo trimestre del 2014, aprovechando disponibilidad de
bulbos in vitro existentes en el Laboratorio de Cultivo In Vitro y Ornamentales de la
Facultad de Agronomia e Ingenieria Forestal de la Pontificia Universidad Catdlica de
Chile. Su programacion y nivel de ejecucién se describen a continuacion:

2014 2015

S e T3 T4 T1 T2 T3 T4

Agonomia UCV

jlals|o|n|d|e|f|m|a|lm|j|jlals|o|n]|d

Exp. N°4b Plan
(complemento). |Real

OBJETIVO: Mejora de Tasa de aclimatacion exvitro.

e Material Vegetal Utilizado

El material utilizado corresponde a bulbos de Leucocoryne del Laboratorio de Cultivo In
Vitro y Ornamentales. Los bulbos originales fueron entregados por el Prof. Levi Mansur al
Laboratorio de Cultivo In Vitro con anterioridad al inicio del proyecto FIA PYT-2012-0079.

Genotipo T2 de Cultivo # Bulbos
L. vittata 15¢C 10
L. vittata 753 15eC 20
L. purpurea 209C 16
L. vittata 20eC 10
L. ixioides 202C 20

Los distintos genotipos no solo difieren de temperatura de cultivo sino que también de tiempo
desde el dltimo repique (desde 12 a 34 semanas).




e Curado y Almacenaje

Previo a que los bulbos fueron extraidos de su condicion de cultivo in vitro se realizaron
tratamientos para favorecer el curado aumentando la temperatura de cultivo (25 °C). A las
6 y 10 semanas de tratamiento de curado se realizaron controles de senescencia. Una
vez cumplidos los tratamientos (11 semanas), los bulbos fueron extraidos, es decir,
lavados (para retirar el gel), secados y guardados en sobres de papel en cadmara de
almacenaje a 20 °C. No se realizd ningun procedimiento mas de curado. Alas 1, 3,8y 36
semanas de almacenaje se realizaron controles. Se descartaron bulbos dafados, se
contaron el nimero bulbos y se pesaron (a las 8 y 36 semanas de almacenaje).

El % de senescencia es mayor en la medida que se expone a tratamientos con mayores
temperaturas (25°C). Respecto a la pérdida de bulbos por deshidratacion no supera el
25% durante las primeras 8 semanas de almacenaje, pero ésta continta hasta alcanzar
un 40% en promedio al término del almacenaje.

Tiempo de Curado a 25 2C
% Senescencia
TMT 0 semanas | 6 semanas | 10 semanas
15eC / 15°C 100% 25% 35%
15eC / 25eC 100% 45% 60%
20°C / 20°C 100% 28% 50%
20eC / 25°C 100% 71% 89%
Tiempo de Almacenaje a 20 2C
% Sobrevivencia
Peso Peso
T™MT 0 1 3 8 Fresco‘ 36 Fresco.
semanas | semanas | semanas | semanas | Promedio | semanas | Promedio
Bulbo (gr) Bulbo (gr)
15eC / 15°C 100% 93% 93% 88% 0,5 66% 0,4
15eC / 252C 100% 78% 78% 75% 0,4 62% 0,3
202C / 20eC 100% 96% 90% 67% 0,4 52% 0,3
20eC / 252C 100% 97% 95% 78% 0,6 59% 0,3

Al analizar los datos a nivel de genotipo, se observa gran variacion. Los genotipos L.
vittata 753 y L. purpurea cuando no han sido afectados por tratamiento de curado (25°C
por 11 semanas) presentan un % Sobrevivencia de un 86%.

e Brotacion y Cultivo ex vitro

Cumplidas 36 semanas (24/09/15), los bulbos fueron plantados en maceteros y puestos
camara de crecimiento a 15 °C con un fotoperiodo de 12 hrs (20.000 lux). Luego de 25
dias (19/10/15) se observé un 42% de brotacion promedio y a los 43 dias (06/11/15) se
observé un 51% de brotacién promedio.




# Bulbos Peso Fresco Tiempo de Cultivo a 15 2C
Prom. Bulbo (gr) % Brotacion
TMT. 0 DDP 11 DDP 25 DDP 32 DDP 43 DDP
152C / 15eC 12 0,4 43% 43% 43% 58%
15eC / 252C 14 0,3 36% 47% 47% 42%
202C / 202C 26 0,3 33% 55% 60% 68%
20eC / 252C 24 0,3 4% 14% 18% 22%

DDP = Dias Después de Plantacién

Al finalizar el experimento, las plantas fueron llevadas al invernadero.

Al analizar los datos a nivel de genotipo, se observa gran variacién para el % Brotacion.
Los genotipos L. vittata 753 y L. purpurea cuando no han sido afectados por tratamiento
de curado (25°C por 11 semanas) presentan un % Brotacién de un 87%.

Conclusion.

En forma preliminar, el tratamiento de curado en condicion in vitro (25°C, 11 semanas) no
tienen efecto sobre la sobrevivencia en almacenaje y su posterior brotacién.

Se debiera ahondar en definir condiciones de humedad durante el almacenaje que
disminuyan pérdida por deshidratacion cuando los bulbos se exponen a largos periodos
de almacenaje (4 a 6 meses).

Existe una gran variacion de desempefio por genotipo. Si se consideran los genotipos de
mejor desempenfio, L. vittata 753 y L. purpurea, presentan un % de sobrevivencia de 86%
y una brotacion de 87%, es decir, una Tasa de Aclimatacién ex - vitro de 75%.
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Informe de avance n°2: Etapa
aclimatizacion ex vitro de Leucocoryne



Introduccion

Chile presenta una gran diversidad de gedfitas nativas dentro de las cuales se encuentra el género
Leucocoryne (Shiappacasse et al., 1999). Este Ultimo pertenece a la familia Alliaceae y es endémico de
Chile (Mansur et al., 2002). El género cuenta con 12-14 especies (Yafiez, 2007), todas provistas de bulbo,
distribuidas entre la primera a la actual octava regién (Mansur, De la Cuadra, 2004). Las flores presentan una gran
variabilidad tanto en la forma y color de los tépalos como en la forma y colorido de los estaminodios (Yafiez, 2007).

Si se piensa en su futuro comercial, este género presenta cualidades excepcionales como planta ornamental, ya
sea como flor de corte, maceta o aplicaciones al paisajismo (Mansur et al., 2002). Dentro de las caracteristicas que
le otorgan este potencial se pueden sefialar vistosas flores, buena duracion postcosecha y gran variabilidad del
género respecto al colorido (Walton, 2008). Debido a las caracteristicas mencionadas anteriormente el
Leucocoryne ha sido cultivado desde el siglo XIX en jardines europeos, a través de semillas o bulbos llevados desde
su pais de origen. En la década de los setenta se desarrollaron varios cultivares en Holanda y actualmente se
cultivan en Japon, Israel y en menor grado en Holanda (Yafiez, 2007). Sin embargo para que una planta o género
pueda ser explotado a nivel comercial resulta fundamental que la propagacidon sea capaz de responder a las
necesidades de un mercado exigente tanto en calidad como en los tiempos requeridos para la obtencién de los
bulbos.

No obstante el tiempo que el género lleva siendo explotado, su cultivo ain no es masivo principalmente por lo
extenso del periodo de receso, lo que impide obtener bulbos con calidad comercial en un tiempo razonable.
Sumado a esto el ciclo completo es extenso tomando al menos tres afos, desde semilla a bulbo floral, pudiendo
variar levemente segln la especie (Zoéllner et al., 2002). Es importante mencionar ademas, que el Leucocoryne
tiene la posibilidad de reproducirse vegetativamente mediante la produccién de nuevos bulbillos originados en
el disco basal del bulbo madre (Mansur et al., 2002). Pero lamentablemente debido a lo largo del proceso, este
tipo de propagacion tampoco es capaz de responder a las exigencias del mercado.

A partir de esto se ha buscado en los ultimos afios acelerar el ciclo de vida del Leucocoryne,
principalmente a través de la técnica de cultivo in vitro, de ahi que sea posible obtener bulbos capaces
de producir flores con valor comercial en menos tiempo. Se han detectado dificultades a partir de la
técnica de clonacién ya que las cantidades entregadas por los laboratorios de micropropagacién son
bajas y el material muy heterogéneo. Por otra parte la micropropagacidn realizada hasta la fecha es a
partir de semillas, por lo tanto no se ha desarrollado la técnica de clonacion que permitiria un
escalamiento comercial.

Mas aun, ademas de la heterogeneidad del material un problema mayor resulta ser la entrada en receso
de los bulbos, sean a partir de semilla o clonacién. Se han obtenido resultados en relacion a los medios
de cultivo adecuados, explantes y tasa de multiplicacién, pero es comun que al momento del cultivo in
vitro los bulbos entren en profunda dormancia (Verdugo, 2013).Es mds, observaciones realizadas por
Eduardo Olate y Carlos de la Cuadra (Comunicacion personal, 2014) indican que gran parte de los
bulbos entran en receso entre la semana 11 y 13 luego de iniciado el cultivo in vitro. Esto ultimo implica
que el tiempo de crecimiento del material se acorta y en consecuencia los bulbos obtenidos no cuentan
con el tamafio suficiente para producir varas florales de calidad comercial, ya que como menciona
Verdugo (2013) para que un bulbo pueda producir flores con valor comercial se requiere que este tenga
un peso minimo de 1 gramo aunque otros autores indican que los bulbos a partir de 0,3 g tienen
capacidad de florecer.



Con el objetivo de atrasar el comienzo del receso, el aino 2007 Araneda y Verdugo aplicaron auxinas a la
base de los bulbos logrando un 70 % de enraizamiento sin entrada en receso. Sin embargo al repetir
esos tratamientos el afio 2014 se observé que la mayoria de estos entraron en receso independiente del
uso de la hormona y del estado en que fue recibido el bulbo (con hojas verdes, sin hojas o con hojas
senescentes).

Los antecedentes mencionados han llevado a plantear la necesidad de verificar que mecanismo
gobierna la entrada en receso, de forma que mediante el control de este sea factible prolongar el
tiempo de crecimiento y asi obtener un bulbo mas grande que produzca por lo tanto una o mas flores de
alta calidad.

Actualmente el receso se relaciona al contenido de ABA o con la relacién ABA/GA en el interior de un
drgano o tejido. Lo que se evidencia en el trabajo de Yamazaki et al. (1999), en el cual la cantidad de
ABA fue relacionada con la profundidad en la dormancia de bulbos de Allium wakegi, donde a través de
aplicaciones de 500 uM de ABA a los bulbos por 24 horas se retrasd significativamente la brotacion.
Andlogamente Matsubara y Kimura el afio 1991 trabajaron con bulbos de cebolla donde observaron que
el momento del receso del bulbo correspondia con los mas altos niveles de ABA endégeno durante el
ciclo de crecimiento. En cuanto a la relacion ABA/GA Yamazaki et al. (2002) menciona que el estado de
dormancia del bulbo se considera independiente de las concentraciones de GA en A. wakegi, de forma
gue es posible pensar en una minima o nula participacién de esta hormona en la dormancia del
Leucocoryne, también del genero allium.

Adicionalmente este fendmeno se relaciona con condiciones de estrés durante el crecimiento,
principalmente ya que estas podrian facilitar la producciéon de ABA. Se ha determinado que los niveles
endogenos de ABA se incrementan en diferentes condiciones de estrés, incluido el déficit hidrico. Estos
datos, junto con el estudio de promotores y la caracterizacién de las mutantes deficientes en ABA de A.
thaliana y de maiz, apoyan la participacion del ABA enddgeno en la regulacion de la expresidon de genes
durante estrés (Moreno, 2009).

Sin embargo al evaluar el factor estrés es dificil considerar que un bulbo durante su permanencia in vitro
sufra algln tipo de estrés, puesto que las condiciones tanto de luz, temperatura y humedad se
encuentran estables, ya que en la propagacidn in vitro se controlan estrictamente las condiciones del
ambiente (Hartmann y Kester, 1995). Eso si resulta importante mencionar que un Unico factor
potencialmente variable estaria relacionado con el medio de cultivo usado y mas especificamente con el
agotamiento de alguno o algunos de los componentes del medio, pero en los antecedentes de los dos
cultivos in vitro realizados hasta la fecha por Fuentevilla (2004) y Olate (2004) independiente de la
cantidad de repiques realizados a lo largo del cultivo, los bulbos Ilegan a un peso similar. Por lo tanto, es
factible pensar que probablemente exista formacion de ABA enddgeno natural en los bulbos lo que
ocasionaria la entrada en receso. Es mas, el hecho de que la induccion de la dormancia en plantas
bulbosas sea acompanada por la bulbificacién (Kaori Li et al., 2002) ha llevado a pensar que ambos
procesos son simultaneos lo que explicaria la formacion endégena de ABA (Uemoto, S.et al., 1983).

Es de esta manera que si se determina la curva de acumulacidon de ABA durante el cultivo in vitro sera
posible retrasar el receso mediante la aplicacién de un anti ABA en los momentos criticos, aquellos en
los que se alcanzan cantidades activas en los tejidos. Un anti ABA de uso comun es la Fluridona de la que
existen antecedentes de efectividad. Yamazaki et al. en 1999 afirmaba que los niveles de ABA enddgeno



en bulbos, yemas de bulbos, laminas foliares y raices fueron reducidos gracias a la aplicacién de
Fluridona. Mds aun se ha informado que los microtubérculos de patata y los bulbillos de Lilium
regenerados en la presencia de Fluridona no desarrollaron dormancia y el efecto del herbicida fue
suprimido al aplicar ABA exdgeno (Yamazaki et al., 1999). Asimismo Yoshioka et al. (1998), determinaron
qgue el contenido de ABA en semillas de lechuga decayd luego de una imbibicidn rapida en Fluridona. Sin
embargo para obtener el resultado buscado es necesario que la aplicacidn se realice en el momento
adecuado y en la dosis precisa.

En base a lo anterior se propone por tanto hacer una serie de ensayos tendientes a probar la hipdtesis y
a determinar un procedimiento que pueda ser usado a escala comercial para obtener bulbos de alto
peso en corto tiempo.

Ensayo N°1: Determinacion del medio de cultivo

El dia 7 de mayo del 2015 se inicid la evaluacidon de dos medios de cultivo en la produccién de bulbos a
partir de semillas de Leucocoryne purpurea. El objetivo era determinar aquel medio que resulte mas
eficiente en la micropropagaciéon, tanto en calidad vy cantidad de plantulas obtenidas como en la
economia de elaboracion. Los medios son descritos a continuacion:

e Medio A: Medio denominado MS (Murashige y Skoog, 1962) diluido en un octavo.
e Medio B: Medio OMA (agar avena) el cual ha sido utilizado en tratamientos de germinacién
simbidtica de Chloraeas con buenos resultados (Steinfort, U. et al. 2010, Chou and Chang, 2004)

La composicién de cada medio se puede observar en el anexo nimero 1.

Cada siembra se realizé en frascos de cultivo, con una cantidad de 6 semillas por frasco y 15 repeticiones
por medio.

Protocolo de desinfeccion:

180 semillas de Leucocoryne purpurea fueron desinfectadas durante 10 minutos en una solucidn de
hipoclorito de sodio al 1% y unas gotas de detergente en un matraz, para luego, ser lavadas tres veces
con agua destilada estéril, al interior de la cdmara de flujo laminar. Posteriormente estas se secaron
sobre papel absorbente durante 30 minutos.

Protocolo de siembra:
Se sembraron 6 semillas por frasco con 20 cc de medio. Posteriormente se trasladaron los frascos a una

camara de cultivo proporcionandoles oscuridad y una temperatura de 15°C. Al momento de la aparicion
de la radicula se llevaron a una cdmara dotada de un panel de luces led donde se les proporciond 16
horas de luz.

En el anexo numero dos es posible observar imagenes de los frascos de cultivo de cada medio y en el
anexo 4 la metodologia utilizada para la iluminacién.

Finalmente para determinar el efecto del medio sobre la germinacion, las evaluaciones fueron las
siguientes:

1. Tiempo que demora la primera semilla en emerger en cada tratamiento.



2. Tiempo que toman en emerger el 50% de las semillas en cada tratamiento

También se midid la ganancia de peso de los bulbillos formados posteriormente a la germinacion.

Resultados

1. Germinacion

Datos de germinacion en porcentaje

Dia Porcentaje de
germinacién
OMA MS
11 de
mayo 0 0
13 de
mayo 0 0
15 de
mayo 7,8 1,1
19 de
mayo 64,4 38,9
22 de
mayo 86,7 74,4
25 de
mayo 90,0 92,2

Curva de germinacion in vitro de Leucocoryne purpurea a
15°Cy condicion de oscuridad. Quillota 2015.
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1. Germinacion de la primera semilla
e 8 dias después de la siembra en ambos medios se dio la germinacién de la primera
semilla.
2. Germinacion del 50%
e En OMA 11 dias después con 58 semillas
e En MS 15 dias después con 70 semillas.

3. Bulbificacion

Curva de bulbificacion Leucocoryne
purpurea

-~

60 yauul
/ / = Porcentaje de

bulbificacion OMA

Titulo del eje
o
o

Porcentaje de
bulbificaciéon MS

lde 9de 14de 17de 20de 22de 27 de
julio julio julio julio julio julio julio

Ensayo N°2: Obtencion de la curva de formacion de ABA enddgeno en
Leucocoryne

En base a los resultados obtenidos del ensayo nimero uno se sembré en el medio MS/8 cada dos
semanas semillas de Leucocoryne sp. La siembra se realizd en frascos de cultivo con 6 semillas por
frasco, la unidad experimental estara constituida por 20 frascos y con 3 repeticiones, de modo que a la
semana 14 sea posible contar con siete estados de desarrollo. En cada estado se realizard una
evaluacion del contenido de ABA mediante un test de ELISA. A través de esta metodologia sera posible
elaborar una curva de formacion de ABA enddgeno en pg/ml en bulbos de Leucocoryne propagados in
vitro. Dependiendo de las caracteristicas de la curva sera posible establecer el momento en el cual esta
hormona alcanza valores criticos los cuales podrian estar provocando la entrada en receso de los bulbos.
De acuerdo a experiencias de cultivos anteriores se ha estimado que la maxima concentracion de ABA se
debiese encontrar aproximadamente entre la semana 10 y 14 de cultivo, de forma que gracias a la
obtencién de las concentraciones serd posible establecer el momento exacto en el cual la hormona
alcanza valores significativos. Es importante mencionar que para llevar a cabo la medicidon de ABA en
tejido el protocolo del test exige un total de 0,5 gr de peso seco de material vegetal. Por tanto si se



considera un peso de 0,3 gr por bulbo y un porcentaje de 95% de agua en cada bulbo, se debe tomar en
cuenta que cada bulbo aporta solamente 0,015 gr para la evaluacién de forma que es necesario contar
con al menos 30 bulbos por cada estado lo que permitiria realizar la medicién del contenido de ABA.

Metodologia de evaluacion de ABA

Para llevar a cabo la evaluacién del contenido de ABA serd necesario de manera inicial elaborar los
extractos crudos, los cuales se obtienen a partir de los bulbillos liofilizados. Para cada evaluacion es
necesario un peso de 0,5 gr. Posteriormente la muestra se lleva a una centrifuga en la cual se agregan
4,5 ml del buffer de extraccién. Las muestras se deberdn agitar durante la noche en frio a 4-5°C y en
oscuridad. A continuacidén sera necesario centrifugar los sdélidos y usar el sobrenadante directamente o
diluido con el buffer o H,0 en el ELISA, lo que finalmente otorgard las concentraciones de ABA en las
muestras.

Resultados

A la fecha se han realizado 7 siembras consecutivas, que se encuentran en crecimiento en
camara de cultivo a 152C y con fotoperiodo aportado por luces led, de ellas sélo la fecha 5 tuvo
problemas de perdida de ejemplares por contaminacidn, en las primeras siembras ya se ha
iniciado la formacion de bulbillos, la evaluacién del ABA enddgeno sera realizada la primera
semana de diciembre momento en el cual las primeras siembras estdn en la semana 13 y por lo
tanto mostrarian una alta concentracién de ABA.

Fechas siembras:

27 de agosto

3 de septiembre
10 de septiembre
16 de septiembre
24 de septiembre
1 de octubre

NouhkwnR

5 de noviembre
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Contaminacion detectada por fecha de siembra, porcentualmente la 5 fecha tiene 88 % de
contaminacion y los ejemplares que permanecen no alcanzaran los mg de peso seco requeridos
para el test de presencia de ABA, al existir otras 6 fechas se puede graficar el resultado vy
extrapolar si fuese necesario.

Imagenes de los frascos contaminados, todos presentan el mismo crecimiento, en la 7 fecha de
siembra se volvié a desinfectar las semillas, esta siembra realizada el 5 de noviembre esta aun
sin germinar.



También se ha importado el producto anti ABA y una vez obtenida la curva de acumulacién de
ABA se realizard el ensayo de cultivo in vitro con adicién del producto mencionado y evaluar asi
el tiempo que demora en entrar en receso y su efecto en el peso de los bulbos obtenidos.

Imagenes de bulbillos

Figure 2MS 27 de Julio Figure 10MA 27 de Julio

Pesos promedios en gr de bulbillos obtenidos
Este valor corresponde al promedio de 15 ejemplares

1. OMA: 0,00303333
2. MS:0,01528

3. Contaminacion

Porcentaje de contaminacion

MEDIO Porcentaje de contaminacion

FECHA OMA MS
NUMERO DE Cantidad de frascos OMA MS
FRASCO contaminados
11 de mayo 0 0 0 0
13 de mayo 0 0 0 0
15 de mayo 0 0 0 0
19 de mayo 0 2 0 12,5
22 de mayo 0 0 0 0
25 de mayo 6 2 28,6 12,5
27 de mayo 1 0 4,8
29 de mayo 1 0 4,8 0




1 de junio 0 0 0 0
3 de junio 0 0 0 0
5 de junio 0 0 0 0
8 de junio 0 0 0 0
9 de junio 0 0 0 0
10 de junio 0 0 0 0
11 de junio 0 0 0 0
12 de junio 0 0 0 0
13 de junio 0 0 0 0
14 de junio 0 0 0 0
15 de junio 0 0 0 0
TOTAL 8 4 38,10 25,00

En el adjunto numero 3 se pueden observar imdgenes de los frascos contaminados
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Anexos

1. Anexo n°l: Constitucién de medios de cultivo

Constitucion Medio MS

Cddigo solucién Constitucién Concentracion | Volumen para | Concentracion | Concentracion
madre solucién madre preparacion final del de MS/8
(g/1) de 1 litro de medio (mg/I) (mg/1)
medio (ml/I)

Macroelementos

I NH;NO; 330 5 1650 206

I KNO; 190 10 1900 237

1] KH,PO, 34 5 170 22

\Y MgS0,7H,0 74 5 370 46,25

Vv CaCl,2H,0 88 5 440 55

Microelementos

Vi KI 0.166 5 0.83 0,10
HsPO3 1.24 5 6.2 0,775
ZnS0,47H,0 2.12 8.6 1




MnS0O,4H,0 3.38 22.3 2,8
Vi CuS0,5H,0 0.01 2.5 0.025 0,003
VIl Na,Mo0,2H20 0.05 5 0.025 0,003
IX CoCl,6H,0 0.01 2.5 0.025 0,003
X Na,EDTA 7.46 5 37.3 4,6

FeS0,7H,0 5.56 27.8 3,47
Vitaminas
Xl Tiamina HCL 0.02 0.5 0.1 0,01
Xl Piridoxina 0.1 2.5 0.5 0,06
Xl Ac.Nicotinico 0.1 2.5 0.5 0,06

Formulaciéon de medio Agar avena

Constitucion Cantidad para 1 litro de medio
Avena 3g

Agar 78

Agua destilada desionizada 1.0L

Extracto de levadura 01g

2. Anexo n°2 Imagenes frascos de cultivo

1. Evolucion de semillas en OMA

11 de mayo

15 de mayo

19 de mayo 22 de mayo

25 de mayo 27 de mayo 29 de mayo 1 de junio

3 de junio 5 de junio 8 de junio 10 de junio

12 de junio 15 de junio




2. Evolucion de semillas en MS

11 de mayo

15 de mayo

25 de mayo

19 de mayo

29 de mayo

3 de junio

5 de junio

15 de junio

22 de mayo

10 de junio




3. Anexo n°3:imdagenes de frascos contaminados




4. Anexo n°4 metodologia de iluminacién

Camara con iluminacién LED
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PYT-2012-0079

Experimento 7. - Informe

Efecto de la temperatura sobre la germinacién del Leucocoryne.
Responsable: Carlos de la Cuadra

Fecha: 30/01/2015.

El Exp. 7 se realiza dentro de la actividad “2.5.- Efecto Genotipo, T Fotoperiodo y
Citoquinina” que pertenece al OE N°2 “Mejorar la técnica de propagacion in vitro, basada
en uso de técnicas tradicionales de propagacion vegetativa, incluyendo su aclimatacion y
crecimiento ex vitro.” del proyecto FIA PYT-2012-0079.

El Exp. 7 tiene como objetivo identificar condiciones favorables de cultivo ex vitro
(temperatura) que favorezcan la germinacion en distintos genotipos de Leucocoryne. El
identificar esas condiciones favorables en condiciones ex vitro (camaras) para los distintos
genotipos sera una referencia para ajustar el protocolo de cultivo in vitro.

La programacioén inicial y ejecucién se describen a continuacion:

PYT-2012-0079 2014 2015
2.5.- Efecto Genotipo, T T1 T2 T3 T4 T1 T2
Fotoperiodo y Citoquinina e\f|m a\m\j j|a\s o|n|d e|f|m a\m\j

Exp. N °7.Efecto

Genotipo y T°sobre

Plan
Germinacion. Real

OBJETIVO: Identificar condicién que favorezca crecimiento vegetativo permanente.

Antecedentes

JARA, 2006. L. purpurea germina a 10 °C y no germina a 25 °C. Semilla colectada en
verano y almacenada por 60 dias a 25 °C.

DE LA CUADRA et al., 2002. L. sp. ecotipo Pichicuy con 0,3 afios de almacenaje germina
a 10 °C. Igualmente, L. coquimbensis, L. purpureay L. sp. ecotipo Pichicuy con 1,3 afios
de almacenaje germina a 10 °C. Semillas cosechadas y almacenadas a temperatura
ambiente (20 °C).

SCHIAPPACASSE et al., 2005. L. coquimbensis, L. purpureay L. ixioides no germinan a
20 °C. No obstante, se pueden conseguir altos porcentajes de germinacion a 20 °C, mayor
a 90%, cuando las semillas se exponen previamente a tratamiento de frio ( 8 °C) por 3 a 6
semanas.



Objetivo

Evaluar germinacion a distintas temperaturas dentro del rango 10 y 25 °C de distintas
especies de Leucocoryne.

Materiales y Método

Basado en el tiempo de almacenaje de la semilla, se disefiaron dos experimentos.

Exp 1. Efecto de la temperatura sobre la germinacién de especies de Leucocoryne de
semilla obtenida de plantas cultivadas en invernadero Quillota durante el afio 2012 con
0,3 afios de almacenaje.

Exp 2. Efecto de la temperatura sobre la germinacién de especies de Leucocoryne de
semilla obtenida de plantas cultivadas en invernadero Quillota durante el afo 2012 con
1,3 afos de almacenaje.

Resultados
Curvas de Germinacion.

MOBAYEN (1980) desarroll6 un modelo, p = A [1-exp{-k {t -t;}}], que se ajusta
satisfactoriamente a curvas de germinacion, en donde p es el porcentaje de germinacién
en el tiempo t, A el porcentaje final de germinacién, t, el tiempo estimado de germinacion
de la primera semilla y k es la medida de la extension del tiempo de germinacion; en otras
palabras, k es el indice de la razén de cambio de p con respecto a t (dp/dt = k [A - p)).
Altos valores de k indican un corto tiempo y valores bajos un largo tiempo entre la
germinacion de la primera y la ultima semilla. Otro pardmetro que se desprende del
modelo es la velocidad de germinacion, 1/4., en donde ti. es el tiempo en que ha
germinado la mitad de las semillas y esta dado por t, + 0,693/k.

Segun los resultados obtenidos, se puede apreciar que el coeficiente de determinacion
(R®) fue igual o mayor a 0.9 para todas las especies, lo que significa que los datos
obtenidos se ajustan satisfactoriamente al modelo de Mobayen (1980) (Figura 1).
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Figura 1. Ejemplo de curvas de germinacion.
(1) Semillas de L. vittata almacenada por 1,3
afios y germinadas a 15 2Cy (2) Semillas de L.
dimorphopetala almacenada por 0,3 afios y
germinadas a 10 2C.

Las curvas estan descritas por las siguientes
ecuaciones:
Curval:p=94[1-exp{-0,622 (t—4,53)}]
Curva2:p=48[1—-exp{-0,164 (t—6,44) }]



Exp. 1. Germinacion de semillas almacenadas por 0,3 afios

A 10 °C, se obtienen los mayores valores de A (porcentaje final de germinacion)
para todas las especies. A excepcion de L. dimorphopetala (A = 48%), los valores
de A para las distintas especies fue = 88%.

A 15 °C, la mayoria las especies (L. dimorphopetala, L. coquimbensis, L. purpurea
y L. sp. ecotipo Pichicuy) también alcanzan sus mayores valores de A (porcentaje
final de germinacién). Sin embargo, las especies L. sp. ecotipo Alcones y L.
ixioides presentan una disminucion significativa respecto a lo alcanzado a 10 °C.
Germina un tercio menos que a 10 °C.

A 20 °C, hay una baja significativa de la germinacion con respecto a 15 °C. Los
valores de A (porcentaje final de germinacién) son menores en un tercio o0 mas de
lo obtenido a 15°C pudiendo, incluso, no germinar (L. sp. ecotipo Alcones).

A 25 °C, no hay germinacion.

Para las especies en que alcanzan sus maximos valores de A a 10 y 15 °C, los
otros parametros (fp, kK y 1/ta2) presentan una tendencia de que a 15 °C se
obtienen los mejores valores para identificar la temperatura Optima de
germinacion. En otras palabras, a 15 °C se obtienen los menores valores de
(tiempo estimado de germinacién de la primera semilla) y los mayores valores de k
(extension del tiempo de germinacién) y 1/t4»(velocidad de germinacion).



Tabla 1. Efecto de la temperatura sobre la germinacién de semilla de
los parametros A
(porcentaje final de germinacion), t, (tiempo estimado de germinacion de la
primera semilla), k (extension del tiempo de germinacién) y 1/t4.» (velocidad
de germinacion). Valores entre paréntesis afectos a transformacién arcsen.
Medias y error estandar.

Leucocoryne almacenada por 0,3 afos usando

Temperature A to k 1/t
(eC) (%) (d) (d”) (d?)
L. dimorphopetala
10 eC 48 (43,9£1,0) 6,44 +0,98 0,164 +0,009 0,094 +0,00¢
15 °C 53 (46,8+2,1) 4,70 +1,82 0,417 +0,066 0,157 +0,082
20 eC 12 (19,0+4,0) 3,76 +1,87 0,361 +0,078 0,176 +0,031
25 ¢C 0 (0,0%0,0)
L. coquimbensis
10 eC 93 (74,5t1,5) 8,30 +1,63 0,319 +0,029 0,096 +0,01¢
15 °C 92 (73,7+1,7) 5,19 +0,92 0,459 +0,055 0,149 +0,02C
20 °C 59 (50,4 +2,8) 6,84 +1,34 0,214 0,021 0,099 +0,012
25 ¢C 0 (1,8£18)
L. purpurea
10 eC 85 (66,9+1,1) 7,80 +1,27 0,342 +0,027 0,102 +o0,01¢
15 °C 89 (71,7+3,2) 5,19 +1,05 0,604 +0,071 0,158 +0,041
20°C 54 (46,9+12,0) 4,19 +0,58 0,309 +0,014 0,155 +0,014
25¢9C 1 (32%3.2)
L. sp. ecotipo Pichicuy
10 eC 94 (75,7%1,9) 8,07 £1,29 0,518 +0,051 0,106 +0,01¢
15 °C 95 (78,1+2,3) 5,26 +1,38 0,837 +0,151 0,164 +0,01¢
20 9eC 30 (33,0£0,8) 7,71 +1,87 0,205 +0,023 0,090 +0,01:
25 ¢C 0 (0,0£0,0)
L. sp. ecotipo Alcones
10 eC 96 (78,6+2,1) 8,68 +1,27 0,355 0,029 0,094 +0,0132
15 °C 68 (56,2+7,4) 6,02 +1,65 0,498 +0,081 0,135 +0,043
20 °C 0 (1,9%1,9)
252eC 0 (0,0%0,0)
L. ixiodes
10 eC 88 (70,0£0,6) 8,64 +1,08 0,213 +0,012 0,084 +0,007
15 °C 58 (49,9+2,4) 5,22 +0,58 0,225 +0,008 0,120 +0,00¢
20 eC 17 (24,0+2,2) 5,81 +0,97 0,172 +0,010 0,102 +0,00¢
25¢°C 2 (61£3,6)




En el caso de L. dimorphopetala, dado que a ninguna temperatura supero el 85%
de porcentaje final de germinacion (A), se realiz6 test de tetrazolium que indicd un
84% de viabilidad.

Exp. 2. Germinacion de semillas almacenadas por 1,3 afios

A 10 y 15 °C, se obtienen los mayores valores de A (porcentaje final de
germinacion). Sobre el 90% para L. purpurea, L. vittata'y L. sp. ecotipo Pichicuy, y
sobre el 80% en L. ixioides.

A 20 °C, los valores de A (porcentaje final de germinacién) disminuyen
significativamente respecto a lo obtenido a 10 y 15 °C. No obstante, la disminucién
no es mayor a un cuarto de lo que germiné a 10y 15 °C.

A 25 °C, no hay germinacion.

Al observar los otros parametros (fy, ky 1/ts) a las temperaturas de 10y 15 °C, se
observa la tendencia de que a 15 °C se obtienen los mejores valores para
identificar la temperatura 6ptima de germinacion. A 15 °C se obtienen los menores
valores de {, (tiempo estimado de germinacién de la primera semilla) y los mayores
valores de k (extensién del tiempo de germinacion) y 1/ta» (velocidad de
germinacion).



Tabla 2. Efecto de la temperatura sobre la germinacién de semilla de
los parametros A
(porcentaje final de germinacion), t, (tiempo estimado de germinacion de la
primera semilla), k (extension del tiempo de germinacién) y 1/t4.» (velocidad
de germinacion). Valores entre paréntesis afectos a transformacién arcsen.
Medias y error estandar.

Leucocoryne almacenada por

1,3 afos usando

Temperature A to 1/t, /2
(¢C) (%) (d) (d?) (d?)
L. purpurea
10 eC 92 (74,0%1,3) 9,16 0,82 0,471 +0,025 0,094 0,008
15 eC 93 (75,0%1,1) 4,91 +0,18 0,659 +0,012 0,168 +0,005
202C 72 (59,0£5,7) 3,19 +1,21 0,465 0,050 0,214 0,107
25 ¢C 3 (9,5+1,0)
L. vittata
10 °C 94 (76,0 +2,4) 7,45 +2,42 0,338 +0,046 0,105 +0,046
15 oC 94 (76,6 £1,6) 4,53 £0,8 0,622 +0,056 0,177 +0,039
20 °C 81 (63,9+1,4) 2,89 +0,78 0,295 +0,018 0,191 +0,191
25 ¢C 1 (2,7+2,7)
L. sp. ecotipo Pichicuy
10 eC 93 (75,0£1,9) 8,31 +1,69 0,383 +0,039 0,099 +0,022
15¢eC 91 (73,0+2,8) 4,88 +1,19 0,683 +0,080 0,170 +0,062
20¢eC 62 (51,9 +4,4) 4,88 +1,85 0,211 +0,028 0,122 +0,028
259C 1 (46+2,7)
L. ixioides

10 °C 87 (68,9+1,5) 6,67 +2,35 0,128 +0,012 0,083 +0,017
15 ¢eC 81 (64,6+2,1) 5,85 +1,01 0,390 +0,029 0,131 +0,021
209eC 67 (54,9+2,7) 6,92 2,09 0,185 +0,021 0,094 +0,018
25 ¢eC 1 (3,8+2,2)




Discusion

L. dimorphopetala presentaria algin mecanismo de dormancia basado en el test
de tetrazolium (84% viable) y el mejor valor de A obtenido (53% a 15 °C). L.
dimorphopetala presenta algunas particularidades respecto a las otras especies
mencionadas como crecer en la lll Region con una condicién climatica méas arida y
pertenecer a un linaje distinto dentro del género Leucocoryne (JARA, 2013).

En este trabajo se han utilizado semillas de L. purpurea, L. sp. ecotipo Pichicuy y
L. ixioides cosechadas en dos temporadas de cultivo distintas que ha originado
dos tiempos de almacenaje, 0,3 afos y 1,3 afos. Reconociendo que las semillas
de cada una de estas especies no corresponde a un mismo lote de semillas, los
datos muestran que el mayor tiempo de almacenaje (1,3 anos) no afectaria la
germinacion de semillas de Leucocoryne a 10 °C, coincidiendo con lo indicado por
DE LA CUADRA et al. (2002). A 15 °C, aparentemente, la germinaciéon se
mantiene para L. purpureay L. sp. ecotipo Pichicuy, pero muestra una mejoria en
L. ixioides. A 20 °C, la tendencia es mas marcada, la germinacion mejora para
todos las especies, especialmente, para L. sp. ecotipo Pichicuy y L. ixioides en la
medida que el tiempo de almacenaje es mayor (1,3 anos). Lo observado, sugeriria,
que existiria un mecanismo de dormancia que se afecta por el tiempo de
almacenaje y se manifiesta a temperaturas frescas (15 °C) y altas (20 °C).

Aparentemente, el Leucocoryne presentaria dormancia fisiologica del nivel no-
profundo del tipo 1 segun la clasificacion con criterio ecofisioldgico de BASKIN and
BASKIN (2004).
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Figura 2. Efecto de la temperatura 10 (—), 15 (= -) y 20 °C (-.... ) sobre la germinacion

de semillas almacenadas por 0,3 y 1,3 anos de (a) L. purpurea, (b) L. sp. ecotipo Pichicuy
y (c) L. ixiodes.



Conclusion

Al igual que lo indicado por JARA (2006) para L. purpurea, otras especies del
género Leucocoryne (L. dimorphopetala, L. coquimbensis, L. vittata, L. sp. ecotipo
Pichicuy, L. sp. ecotipo Alcones y L. ixioides) también alcanzan a 10 °C los
mayores valores de A (porcentaje final de germinacion), pudiendo considerarse 10
2C como dentro del rango éptimo de germinacién, y que a 25 °C, las especies de
Leucocoryne no germina.

La temperatura de germinacion de 15 °C es una temperatura Optima de

germinacion para varias especies (L. dimorphopetala, L. coquimbensis, L.
purpurea, L. sp. ecotipo Pichicuy).
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Efecto de la temperatura y Biozyme (citoquinina) en el

PYT-2012-0079

Experimento 8. - Informe

crecimiento del Leucocoryne a partir de semilla.

Responsable: Carlos de la Cuadra

Fecha: 30/01/2015.

El Exp. 8 se realiza dentro de la actividad “2.5.- Efecto Genotipo, T Fotoperiodo y
Citoquinina” que pertenece al OE N°2 “Mejorar la técnica de propagacion in vitro, basada
en uso de técnicas tradicionales de propagacion vegetativa, incluyendo su aclimatacion y
crecimiento ex vitro.” del proyecto FIA PYT-2012-0079.

El Exp. 8 tiene como objetivo identificar condiciones favorables de cultivo ex vitro
(temperatura y nivel de citoquinina) que favorezcan la duracién del cultivo (eviten la
senescencia) y favorezcan la obtencién de bulbitos de mayor tamano. El identificar esas
condiciones favorables en condiciones ex vitro (camara de crecimiento de plantas) sera
una referencia para ajustar el protocolo de cultivo in vitro, especialmente, para el indicador
“Tasa de Bulbificacion (ganancia de peso) in vitro”.

La programacion inicial y ejecucién se describen a continuacion:

PYT-2012-0079 2014 2015
2.5.- Efecto Genotipo, T T1 T2 T3 T4 T1 T2
Fotoperiodo y Citoquinina e|f|m a|m|j j|a|s o|n|d e|f|m a|m|j

Exp. N °8.Efecto
Genotipo, T°y
Citoquinina.

OBJETIVO: Identificar condicién que favorezca crecimiento vegetativo permanente.

e Materiales y Tratamientos

Los materiales vegetales (semillas) utilizados y los tratamientos se muestran en la

siguiente tabla.

Plan
Real




Experimento 8. Efecto de la Temperatura y Biozyme (citoquinina) en el crecimiento del Leucocoryne a partir de semilla.

PRE - TRATAMIENTO w01 a w06'

TRATAMIENTO w07 a w13 (y mas ).

coD. GEN GENOTIPO To Ne Ne
. Luz Riego N2 Rep. Semillas T2 Dia/Noche Luz Riego Tratamiento Plantulas
Dia/Noche
/ Rep. / Rep.
OP2012-C509 L. purpurea 3 50 Control 3 25
Riego ¢/ Riegoc/  Biozyme® TFen
0P2012-C509 L. purpurea 12 fertilizante 3 50 12 fertilizante  cada riego 3 25
15/10 ¢C 15/10 ¢C :
horas  pH=6,5; CE horas  pH=6,5;CE Bjozyme® TF en
OP2012-C509 L. purpurea =14 =14 riego cada tres
3 50 semanas. 3 25
OP2012-C509 L. purpurea 3 50 Control 3 25
Riego ¢/ Riego ¢/  Biozyme® TF en
0P2012-C509 L. purpurea 12 fertilizante 3 50 12 fertilizante  cada riego 3 25
15/10eCc o 25/10 C h o :
oras pH=6,5; CE oras pH=6,5; CE Biozyme® TF en
OP2012-C509 L. purpurea =14 3 50 =14 riego cada tres 3 25
semanas.
L En la w06 se ralearan las plantulas dejandose 25 por repeticidn (o maceta).
Complemento Exp. 8. Otros Genotipos
0P2012-C518 L. vittata Riego ¢/ 3 50 Riego ¢/ 3 25
12 fertilizante 12 fertilizante
- n o n g g
OP2012-C516 L. sp. "marina 15/10°C horas  pH= 6,5; CE = 3 50 15/10°C horas  pH=6,5; CE Control 3 25
OP2012-C524 L. ixiodes 1,4 3 50 =14 3 25
0P2012-C518 L. vittata Riego ¢/ 3 50 Riego ¢/ 3 25
12 fertilizante 12 fertilizante
- n o n g g
OP2012-C516 L. sp. "marina 15/10°C horas  pH= 6,5; CE = 3 50 25/10°C horas  pH=6,5; CE Control 3 25
OP2012-C524 L. ixiodes 1,4 3 50 =14 3 25




e Duracion del cultivo (retraso de senescencia)

Desde la semana 07 de cultivo se registro el % de plantas verdes (= 1 - % senescencia).
Cado 2 semanas se registro el % de plantas verdes hasta alcanzar la senescencia total
del cultivo.

La temperatura fresca (15 °C) y alta (25 °C) no afecta el inicio de la senescencia que se
manifiesta a la semana 09 de cultivo (63 dias después de siembra). No obstante, la
temperatura fresca (15 °C) muestra una tendencia de favorecer la duracion del cultivo
(reduce la velocidad de senescencia) al comparar con la temperatura alta (25 °C). El
efecto de la temperatura alta (25 °C) podria ser la reduccién de la duracion del cultivo en
dos semanas comparado con la temperatura fresca (15 °C). Aparentemente, el efecto del
genotipo en la duracién del cultivo no seria significativo. Ver Figura 1y 2.

Al aplicar de Biozyme, existe una tendencia a aumentar la duracion del cultivo (reduce la
velocidad de senescencia) a temperaturas frescas (Figura 3). Sin embargo, a temperatura
alta (25 °C), la tendencia es la opuesta, es decir, existe una tendencia a reducir la
duracién del cultivo (aumenta la velocidad de senescencia) (Figura 4).
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Figura 1. Efecto de la Temperatura 15 °C sobre la senescencia de plantulas de Leucocoryne spp.
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Figura 2. Efecto de la Temperatura 25 °C sobre la senescencia de plantulas de Leucocoryne spp.
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Figura 3. Efecto de Biozyme (Citoquinina + Auxinas + Giberalinas) en la senescencia de plantulas
de Leucocoryne purpurea a 15 °C de Temperatura.
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Figura 4. Efecto de Biozyme (Citoquinina + Auxinas + Giberalinas) en la senescencia de plantulas
de Leucocoryne purpurea a 25 °C de Temperatura.



* % de Bulbificacion y Peso Fresco Bulbo Final

Al finalizar el cultivo se levantaron, contaron y pesaron los bulbos para obtener el % de
Bulbificacion y el Peso Fresco Promedio de Bulbo.

El cultivo a temperatura alta (25 °C), favorece la formacion de bulbo (% de Bulbificacion)
obteniéndose valores iguales o superiores que a temperaturas frescas (15 °C).
Aparentemente, existiria un requerimiento de mayor temperatura para que los genotipos
L. purpureay L. vittata puedan formar bulbo.

% de Bulbificacion
Genotipo Temp. 15°C Temp. 25°C
G1 - L. purpurea 81% (17%) 100%
G3 - L. vittata 35% (13%) 93% (12%)
G4 - L. sp. "marina" 84% (28%) 85% (19%)
G5 - L. ixiodes 92% (11%) 97% (5%)

1 Valor desviacién estandar entre paréntesis.

Al comparar los datos obtenidos en el Exp. 1 (condicién de cultivo in vitro), no se ven
diferencias entre genotipos (L. purpurea, L. vittatay L. sp. “marina”) ni entre temperaturas
(15y 22 °C) y el % de Bulbificacion fue de 92%.

La aplicacién de Biozyme (citoquininas) tendria un efecto favorable en L. purpurea cuando
es cultivado a temperatura fresca (15 °C), el % Bulbificacién mejora significativamente. No
obstante, la aplicacion de Biozyme (citoquinina) en condiciones de cultivo de temperatura
alta (25 °C) tiende a bajar el % de Bulbificacion.

G1 - L. purpurea % de Bulbificacion
Tratamiento Temp. 15°C Temp. 25°C
Control 81% (17%) 100%

F - Biozyme en riego cada 3 semanas. 92% (11%) 95% (5%)

B - Biozyme en riego semanal. 100% 92% (14%)

1 Valor desviacién estandar entre paréntesis.

Con respecto al peso fresco promedio del bulbo obtenido al final del cultivo,
aparentemente, no existiria efecto de las temperaturas frescas (15 °C) y altas (25 °C). El
Peso Fresco Promedio de Bulbo total es de 60 mg que es 2,5 veces mas de lo obtenido
en condiciones in vitro (Exp. 1).

Peso Fresco Promedio Bulbo (mg)’
Genotipo Temp. 15°C | Temp. 25°C
G1 - L. purpurea 65 (12) 67 (9)
G3 - L. vittata 48 (12) 53 (g)
G4 - L. sp. "marina” 72 (23) 58 (2)
G5 - L. ixiodes 59 (10) 57 (8)

1 Valor desviacion estandar entre paréntesis.



Al aplicar Biozyme, existe un efecto en el Peso Fresco Promedio de Bulbo en L. purpurea
al ser cultivado a temperatura fresca (15 °C). El Peso Fresco Promedio de Bulbo puede
llegar a los 100 mg.

G1 - L. purpurea Peso Fresco Promedio Bulbo (mg)’
Tratamiento Temp. 15°C Temp. 25°C
Control 65 (12) 67 (9)

F - Biozyme en riego cada 3 semanas. 92 7 58 (14)

B - Biozyme en riego semanal. 100 (5) 56 (5)

1 Valor desviacién estandar entre paréntesis.

Bulbos de 300 mg de peso fresco son considerados florales.

Observaciones.

1.- Las plantulas de Leucocoryne producen solamente una hoja, la hoja cotiledén. La
ocurrencia de la aparicion de una segunda hoja, la primera hoja verdadera, es poco
frecuente. Se observé 3 plantas que produjeron una segunda hoja, todas pertenecientes a
L. purpurea cultivado a temperatura fresca (15 °C) y con aplicacion de Biozyme en riego
semanal. En otras palabras, un 4% de las plantulas de L. purpurea cultivado a
temperatura fresca (15 °C) y con aplicacion de Biozyme en riego semanal produjo una
segunda hoja.

2.- Este experimento reafirma la idea de que a temperaturas frescas (15 °C) y con
citoquininas (Biozyme) se favorece una mayor duracion del cultivo (se retarda la velocidad
de senescencia), se favorece un % de Bulbificacibn mayor y la obtencién de bulbos de
pesos frescos mayores.

3.- No obstante, no se ha identificado las condiciones que evitan la entrada en
senescencia ni tampoco las condiciones que favorecen la emisién de nuevas hojas que
redundaran en bulbos de mayor peso fresco.
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PYT-2012-0079

Experimento 9. - Informe

Efecto del fotoperiodo y Biozyme (citoquinina) en el crecimiento
del Leucocoryne a partir de semilla.

Responsable: Carlos de la Cuadra

Fecha: 31/12/2015.

El Exp. 9 se realiza dentro de la actividad “2.5.- Efecto Genotipo, T°, Fotoperiodo y
Citoquinina” que pertenece al OE N°2 “Mejorar la técnica de propagacion in vitro, basada
en uso de técnicas tradicionales de propagaciéon vegetativa, incluyendo su aclimatacién y
crecimiento ex vitro.” del proyecto FIA PYT-2012-0079.

El Exp. 9 tiene como objetivo identificar condiciones favorables de cultivo ex vitro
(fotoperiodo y nivel de citoquinina) que favorezcan la duracién del cultivo (eviten la
senescencia) y favorezcan la obtencion de bulbitos de mayor tamafio. Al identificar esas
condiciones favorables en condiciones ex vitro (cdmara de crecimiento de plantas) sera
una referencia para ajustar el protocolo de cultivo in vitro, especialmente, para el indicador
“Tasa de Bulbificacién (ganancia de peso) in vitro”.

La programacion inicial y ejecucién se describen a continuacion:

PYT-2012-0079 2014 2015
2.5.- Efecto Genotipo, T°, T3 T4 T1 T2 T3 T4
Fotoperiodo y Citoquinina J | a | s |o | n | dle | f |m a |m | J J | a | s | o | n | d

Exp. N°9.Efecto Plan
Genotipo, Fotoperio-
do y Citoquinina. Real

OBJETIVO: Identificar condicion que favorezca crecimiento vegetativo permanente.

e Materiales y Tratamientos

Los materiales vegetales (semillas) utilizados y los tratamientos se muestran en la

siguiente tabla.

—— R




Experimento 9. Efecto del Fotoperiodo y Biozyme (citoquinina) en el crecimiento del Leucocoryne a partir de semilla.

PRE - TRATAMIENTO w01 a w06

TRATAMIENTO w07 a w13 (y mas ).

COD.GEN  GENOTIPO Te Ne Te Ne
Dia/Noche Luz Riego Semilla Dia/Noche Luz Riego Tratamiento Plantulas
s / Rep. / Rep.
OP2012-C509 L. purpurea 3 50 Control 3 25
Riego c/ Riegoc/  Biozyme® TFen
OP2012-C509 L. purpurea 15/10 °C 8 fertilizante 3 50 15/102C6 8 fertilizant  cada riego. 3 25
horas  pH=6,5; CE 20/15 °C horas  epH=6,5  Bjozyme® TF en
OP2012-C509 L. purpurea =14 CE=14 riego cada tres
3 50 semanas. 3 25
0OP2012-C509 L. purpurea 3 50 Control 3 25
Riego c/ Riegoc/  Biozyme® TF en
OP2012-C509 L. purpurea 15/10 °C 8 fertilizante 3 50 15/109C6 16 fertilizant  cada riego. 3 25
horas pH=_6,5; CE 20/15 °C horas e pH_= 6,5; Biozyme® TF en
0OP2012-C509 L. purpurea =14 CE=14 riego cada tres
3 50 semanas. 3 25
Y En la w06 se raleardn las plantulas dejandose 25 por repeticion (o maceta).
Complemento Exp. 9. Otros Genotipos
0OP2012-C518 L. vittata Riego ¢/ 3 50 Riego ¢/ 3 25
. 8 fertilizante 15/10eC 6 8 fertilizant
B Lsp. " " o
0P2012-C516 sp. "marina 15/10 °C horas pH=65 CE= 3 50 20/15 °C horas e pH= 6,5; Control 3 25
0P2012-C524 L. ixiodes 1,4 3 50 CE=1,4 3 25
0OP2012-C518 L. vittata Riego ¢/ 3 50 Riego ¢/ 3 25
. 8 fertilizante 15/10eC 6 16 fertilizant
B Lsp. " " o
0P2012-C516 sp. "marina 15/10 °C horas pH=65 CE= 3 50 20/15 °C horas e pH= 6,5; Control 3 25
OP2012-C524 L. ixiodes 1,4 3 50 CE=14 3 25




e Duracion del cultivo (retraso de senescencia)

Desde la semana 07 de cultivo se registro el % de plantas verdes (= 1 - % senescencia).
Posteriormente, a la semana 12, 15, 18 y 20, se registro el % de plantas verdes hasta
alcanzar la senescencia total del cultivo.

En general, el fotoperiodo de 8 y 16 horas no afecta el inicio de la senescencia, su
velocidad y su duracién. Buen ejemplo de lo anterior son los genotipos L. purpurea y L.
vittata. No obstante, para el genotipo L. sp. “marina” se muestra una tendencia de
aumento de la velocidad de senescencia cuando el fotoperiodo es de 16 horas. Por el
contrario, para el genotipo L. ixioides, se observa una tendencia a reducir la velocidad de
senescencia y aumentar su duracion. Ver Figuraly 2.

Al aplicar de Biozyme, existe una tendencia a reducir la velocidad de senescencia durante
las primeras semanas en ambas condiciones de cultivo (fotoperiodo de 8 y 16 horas). No
existe efecto sobre el inicio ni la duracién de la senescencia. Ver Figura 3y 4.
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Figura 3. Efecto de Biozyme (Citoquinina + Auxinas + Giberalinas) en la senescencia de plantulas

de Leucocoryne purpurea con Fotoperiodo de 8 horas.
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Figura 4. Efecto de Biozyme (Citoquinina + Auxinas + Giberalinas) en la senescencia de plantulas

de Leucocoryne purpurea con Fotoperiodo de 16 horas.



e % de Bulbificacién y Peso Fresco Bulbo Final

Al finalizar el cultivo se levantaron, contaron y pesaron los bulbos para obtener el % de

Bulbificacién y el Peso Fresco Promedio de Bulbo.

El cultivo con fotoperiodo de 16 horas, favorece la formacion de bulbo (% de Bulbificacion)
obteniéndose valores iguales o superiores que con fotoperiodo de 8 horas. La nota

disonante la entrega el genotipo L. sp. “marina”.

% de Bulbificacion *

Genotipo Fotoperiodo 8 hrs | Fotoperiodo 16 hrs
G1 - L. purpurea 54% (22%) 72% (22%)
G3 - L. vittata 54% (8%) 77% (11%)
G4 - L. sp. "marina” 82% (12%) 57% (38%)
G5 - L. ixiodes 31% (a%) 68% (6%)

1 Valor desviacién estandar entre paréntesis.

La aplicacion de Biozyme (citoquininas) tendria un efecto favorable en L. purpurea cuando
es cultivado con fotoperiodo de 8 horas, el % Bulbificacion mejora significativamente. No
obstante, la aplicacién de Biozyme (citoquinina) en condiciones de cultivo de fotoperiodo

de 16 horas es mayor solamente cuando es aplicado en cada riego.

G1- L. purpurea

% de Bulbificacion !

Tratamiento

Fotoperiodo 8 hrs

Fotoperiodo 16 hrs

Control

54% (22%)

2% (22%)

F - Biozyme en riego cada 3 semanas.

87% (4%)

74% (26%)

B - Biozyme en riego semanal.

88% (17%)

99% (3%)

1 Valor desviacién estandar entre paréntesis.

Con respecto al peso fresco promedio del bulbo obtenido al final del cultivo, la condicion

de fotoperiodo de 16 horas favorece la obtencion de mayores pesos de bulbo.

Peso Fresco Promedio Bulbo (mg)*

Genotipo Fotoperiodo 8 hrs |Fotoperiodo 16 hrs
G1 - L. purpurea 24 () 46 (20)
G3 - L. vittata 23 (8) 39 (6)
G4 - L. sp. "marina” 30 (3 33 (15)
G5 - L. ixiodes 10 (0) 50 (10)

1 Valor desviacién estandar entre paréntesis.

La aplicacion de Biozyme, también favorece la obtencibn de un mayor Peso Fresco
Promedio de Bulbo en L. purpurea al ser cultivado con fotoperiodo de 8 y 16 horas. No

obstante, el Peso Fresco Promedio de Bulbo no sobrepasé los 100 mg.




G1- L. purpurea Peso Fresco Promedio Bulbo (mg)*
Tratamiento Fotoperiodo 8 hrs | Fotoperiodo 16 hrs
Control 24 (2) 46 (20)

F - Biozyme en riego cada 3 semanas. 49 (3) 61 (17)

B - Biozyme en riego semanal. 37 (28) 68 ()

1 Valor desviacion estandar entre paréntesis.

Bulbos de 300 mg de peso fresco son considerados florales.

Observaciones.

1.- Las plantulas de Leucocoryne producen solamente una hoja, la hoja cotiledon. La
ocurrencia de la aparicion de una segunda hoja, la primera hoja verdadera, es poco
frecuente. Se observaron 15 plantas que produjeron una segunda hoja, todas
pertenecientes a L. purpurea. En otras palabras, un 4% de las plantulas de L. purpurea
presentaron una segunda hoja.

2.- Este experimento reafirma la idea de que cuando se cultiva a temperaturas frescas (15
°C) el fotoperiodo de 8 o0 16 horas no tiene un efecto claro en la senescencia. No obstante,
la aplicacion de Biozyme si favorece un retardo en la velocidad de la senescencia. Y
ademas, la aplicacion de Biozyme favorece la obtencién de bulbos de mayor peso.

3.- Ha sido posible identifica algunas condiciones que favorecen la obtencién de bulbos de
mayor peso, no obstante, no se ha identificado las condiciones que evitan la entrada en
senescencia ni tampoco las condiciones que favorecen la emisién de nuevas hojas que
redunden en bulbos de mayor peso fresco.

4.- En Exp. 9 el porcentaje de emergencia de plantulas fue 35%, en Exp. 8 fue de 76%. El
sustrato utilizado en Exp. 8 fue obtenido en Estacion Experimental Agronomia PUCV (1/3
maicillo blanco; 1/3 corteza de pino compostada; 1/3 suelo franco arcilloso) y el utilizado
en Exp. 8 fue 100% corteza de pino compostada.
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En el presente informe se expone cada uno de los experimentos realizados en la
segunda parte del proyecto Mejoramiento de la técnica de propagacion in vitro
para producciéon comercial de planta nativa chilena Leucocoryne” cédigo PYT-
2012-0079.

EXPERIMENTO FIA12.1. Validacién Protocolo Americano 1. Formacién de

Nuevos Bulbos de Leucocoryne spp. (Estrategia de multiplicacion 1).

EXPERIMENTO FIA12.2. Validacion Protocolo Americano 1. Formacion de brotes

de Leucocoryne spp. (Estrategia de multiplicacion 2).

EXPERIMENTO 13. Evaluacion de “scales” de bulbos de Leucocoryne spp. para

ser utilizados como explante inicial en condiciones de cultivo in vitro.

EXPERIMENTO FIA14. Efecto del pH en la formacion de nuevos bulbos de

Leucocoryne spp. a partir de division de bulbos iniciados previamente in vitro.

EXPERIMENTO FIA15. Efecto de la antigiedad del medio de cultivo en la

formacion de nuevos bulbos de Leucocoryne spp.



EXPERIMENTO FIA12.1: Validacion Protocolo Americano 1. Formaciéon de
Nuevos Bulbos de Leucocoryne spp. (Estrategia de multiplicaciéon 1).

- N°de Genotipos:1 (C150: Leucocoryne ‘Caravelle’)

- N° de Bulbos por Genotipo: 20 bulbos in vitro (Se iniciaron 40 bulbos).

- Pretratamiento: Bulbos frescos NO iniciados in vitro.

- Tratamiento: El definido como “Bulb Formation from Scales”

- Fecha Inicio: Junio 2014

- Duracion: 6 a 10 meses dependiendo de la reaccion del material vegetal
al protocolo. 10 a 12 meses para la segunda fase de este experimento,
utilizando brotes provenientes de Protocolo 2.

- Resultado Esperado: Formacion de nuevos bulbillos adventicios.

El protocolo de iniciacion del material vegetal para este ensayo ya fue detallado en
los informes anteriores, Al momento de implementar el ensayo se evalud el peso
y diametro de una muestra de 10 bulbos con un promedio de peso de bulbos de
1,499 y un didmetro de 13,69mm. Los explantes fueron establecidos en tubos de
ensayo con 20mL de medio M535 con adiciéon de 90 g-L™ de sacarosa como
fuente de carbohidratos, 1 mg-L™ de Bencilaminopurina (BAP), 6 g-L™ de agar
como agente gelificante y 2ml-L™* de PPM®, ajustado el pH a 5,7 (este medio de
cultivo en adelante sera denominado como PA1). Posteriormente los bulbos fueron
dispuestos en camara de crecimiento con fotoperiodo de 16/8 horas luz/oscuridad
a 20+1°C para su brotacién y crecimiento. Durante el primer ciclo de cultivo se
realizaron cuatro evaluaciones de porcentaje de brotacibn y contaminacion,
correspondientes a la tercera, sexta, novena y décima tercera semanas desde la

iniciacion (Cuadro 1).

Cuadro 1. Evaluaciones Experimento FIA12.1 transcurridas 3, 6, 9 y 13 semanas después de ser

establecidos los explantes de bulbos de Leucocoryne spp. genotipo C150.

Bulbos 1 Brote Sin Form. de Bulbo

Sem. Inicio Brote multiple brote Brotacion raices lateral Estabilizacion
N° N° N° N° N° % N° N° % N° %
3 40 34 0 6 85,0 1 0 0,0 32 80,0
6 37 36 0 1 97,3 0 0 0,0 32 86,5
9 33 31 0 2 93,9 0 2 6,1 30 90,9
13 32 23 8 1 96,9 0 8 250 31 96,9




Durante el mes de septiembre del 2014, una vez cumplida la semana n°13 se
realiz6 un traspaso a medio fresco. Se mantuvieron en las mismas condiciones de
crecimiento y se realizaron nuevas evaluaciones de brotacion y multiplicacion a las

5, 9, 13y 16 semanas del ciclo de cultivo N°2 (Cuadro 2).

Cuadro 2. Evaluaciones Experimento FIA12.1 durante el ciclo N°2, transcurridas 5, 9, 13 y 16

semanas después de traspasar los explantes de bulbos de Leucocoryne spp. genotipo C150.

Bulbos 1 Brote Sin ., Form. de Bulbo e
Sem. . . ree Brotacion , Estabilizacion
Inicio Brote multiple brote raices lateral
N° N° N° N° N° % N° N° % N° %
5 32 14 11 7 78,1 2 11 34,4 25 78,1
9 32 15 11 6 81,3 1 8 250 25 78,1
13 32 16 11 5 84,4 1 10 31,3 27 84,4
16 32 18 10 4 87,5 0 11 344 27 84,4

Durante el mes de enero del afio 2015, ya cumplidas 16 semanas del segundo
ciclo de cultivo se realizO un nuevo traspaso, momento en que se evalud
brotacion, nimero de brotes, numero de bulbos producidos y peso de los

explantes (Cuadro 3).

A partir de las evaluaciones realizadas al momento del traspaso, correspondientes
al peso de bulbos y la produccion de brotes o bulbillos laterales, se traspasaron los
explantes en distintos medios de cultivo. Para el caso de los explantes que
produjeron brotes y bulbillos multiples, segun lo acordado en la reunion realizada
el mes de Diciembre, fueron traspasados en forma equitativa tanto los bulbos
principales como los bulbillos producidos a los medios con las mismas condiciones
antes mencionadas pero variando la concentracion de reguladores de
crecimiento, estos fueron codificados como PA2 y PA3, correspondientes a
medios M535 con 0,5 mg-L™* de Bencilaminopurina (BAP) y 0,5 mg-L™* de Acido
Naftalenacético (ANA) respectivamente. Por otra parte los explantes que no
produjeron bulbillos laterales fueron traspasados nuevamente a medio fresco PAL,

idéntico al medio del que provenian (Cuadro 3).



A partir de los 11 explantes en que se observo multiplicacion se obtuvieron 109
bulbos y bulbillos laterales (Cuadro 3), que fueron traspasados a medio PA2 (54
bulbos) y PA3 (55 bulbos) como se indico antes. El resto de los explantes,
correspondiente a 18 bulbos con brote simple o sin brotacion fueron traspasados a

medio de cultivo PAL.

Cuadro 3. Evaluaciones de peso, produccién de brotes y bulbillos laterales en explantes de

Leucocoryne spp. C150 en Experimento FIA12.1, transcurridas 16 semanas del ciclo 2.

Tubo N°de bulbos N°de brotes Peso explante  Traspasado a

(g) medio:

1 1 5 1,2

2 5 1,7

3 34 2 13,1

4 16 3 2,1

5 16 2 4,2

6 7 10 13,9 PA2 y PA3
7 4 3 1

8 8 2 1,4

9 5 3 3
10 11 5 2,7
11 2 1 0,4
12 1 1 1,3
13 1 1 0,4
14 1 1 0,6
15 1 1 0,3
16 1 1 0,7
17 1 1 0,9
18 1 1 1,1
19 1 1 0,1
20 1 1 1,6
21 1 1 1,1 PAL
22 1 1 0,5
23 1 1 0,7
24 1 1 0,5
25 1 1 0,4
26 1 1 0,2
27 1 1 0,7
28 1 1 0,4
29 1 1 0,3
30 1 1 - Muerto
31 1 1 - Contaminado
32 1 1 - Muerto




Se evalud la respuesta a los diferentes tratamientos con reguladores de

crecimiento durante el ciclo 3 a las 4, 9, 13, 21, 28 y 34 semanas de cultivo en

condiciones in vitro (Cuadro 4 y Figura 1). Se puede destacar que los explantes en

medio de cultivo PA1 presentaron 100% de brotacidon muy superior a los medios

PA2 y PA3. Por otro lado los explantes expuestos al medio con adicion de ANA

(PA3) tuvieron una respuesta adversa ya que no presentaron mayor formacién de

raices y si la formacion de callos, que no ocurrié con los otros medios de cultivo y

gue puede llegar a ser negativo por el aumento de probabilidad de que ocurran

variaciones somaclonales.

Cuadro 4. Evaluaciones Experimento FIA12.1 durante el ciclo 3, transcurridas 4, 9, 13, 21, 28y 34

semanas después de traspasar los explantes de bulbos de Leucocoryne spp genotipo C150.

Medio Bulbos 1 Brote Sin .. Form.de Bulbo Formacion
Sem. ... . Brotacion ,
de inicio Brote multiple brote raices lateral callo

N° cultivo N° N° N° N° % N° % N % N° %
4 PA1 18 18 0 0 100,0 12 66,7 O 0,0 0 0,0
4 PA2 54 12 19 23 57,4 8 14,8 3 5,6 0 0,0
4 PA3 55 6 0 49 10,9 0 0,0 0 0,0 0 0,0
9 PA1 18 18 0 0 100,0 13 722 O 0,0 0 0,0
9 PA2 54 18 18 18 66,7 9 16,7 11 204 0 0,0
9 PA3 55 8 4 43 21,8 1 1,8 10 18,2 18 32,7
13 PA1 18 17 1 0 100,0 12 66,7 O 0,0 0 0,0
13 PA2 54 16 20 18 66,7 8 14,8 17 31,5 0 0,0
13 PA3 55 9 45 18,2 0 00 15 27,3 27 49,1
21 PA1l 18 17 0 100,0 8 44,4 3 16,7 0 0,0
21 PA2 54 15 21 18 66,7 9 16,7 23 42,6 0 0,0
21 PA3 55 10 17 28 49,1 1 1,8 22 40,0 22 40,0
28 PA1 5 0 5 0 100,0 3 600 3 600 0 0,0
28 PA2 54 14 22 18 66,7 12 22,2 22 40,7 0 0,0
28 PA3 55 11 17 27 50,9 4 7,3 24 43,6 32 58,2
34 PA1 5 0 5 0 100,0 3 600 3 600 0 0,0
34 PA2 54 14 23 17 68,5 14 25,9 23 42,6 0 0,0
34 PA3 55 11 17 27 50,9 7 12,7 26 47,3 37 67,3




Figura 1. Apariencia de los bulbos del genotipo C150 al momento de la evaluacién a las 21
semanas de cultivo en el ciclo N°3. a. Explante con brotacién simple en medio de cultivo PA1, b.
Explante con brotacién multiple y formacién de bulbo lateral en medio de cultivo PA2, c. Explante
con brotacion simple y presencia de callo en la base del explante en medio de cultivo PAS.

Posterior a la evaluacion correspondiente a las 21 semanas se separo y traspaso
los bulbos que se encontraban en medio PAl y que presentaban 1 brote para ser
utilizados en el nuevo experimento codificado como FIA14, el cual es explicado
mas adelante. Lo anterior explica el bajo niumero de bulbos evaluados en el medio
PA1l desde la semana 28 de cultivo en adelante (Cuadro 4). En el caso de los
bulbos que se encontraban en medio PA2 y que presentaban multiplicacion se
mantuvieron en el mismo medio de cultivo hasta la semana 42 y luego fueron
traspasados a medio fresco para ser utilizados en el experimento FIA15, donde se
eliminaron los bulbos sin actividad o muertos y de los 22 explantes que se
mantuvieron se obtuvo 236 bulbos (Figura 2). El resto de los bulbos que se
encontraban en PA1l y PA3 fueron mantenidos en los mismos medios de cultivo
hasta la actualidad segun lo acordado, para que estos entraran en receso para
prepararlos para su aclimatacion en condiciones ex vitro.



Figura 2. Apariencia de los bulbos del genotipo C150 al momento de la evaluacion a las 42
semanas de cultivo en el ciclo N°3. a. Explante con formacién de bulbillos en medio de cultivo PA2

y b. Bulbos y bulbillos obtenidos a partir de 22 explantes en medio de cultivo PA2.

Transcurridas las 42 semanas los explantes presentaban multiplicacion vy
formacién de bulbillos laterales, en algunos casos mostraban senescencia del
follaje y formacién de tunica protectora, por lo que al momento del traspaso se
realizé una limpieza del material excedente y se separaron los bulbillos laterales

para que cada uno se convirtiera en un nuevo explante (Figura 3).

En el transcurso de los experimentos se plante6 el traspaso de los explantes que
se encontraban en medio PA3 a un medio sin reguladores de crecimiento (PAO)
debido al alto porcentaje de formacion de callos (67%) provocado por la
concentracién de auxina (0,5 mg-L* de Acido Naftalenacético) existente en el
medio de cultivo PA3 (Figura 1c), con el cual no se logré el efecto buscado que
era el enraizamiento de los explantes. Pero finalmente se decidié en la Ultima
reunion mantenerlos en el medio de cultivo PA3 sin realizar traspaso para asi
prepararlos para su etapa de endurecimiento/aclimatacion como fue indicado
previamente y no generar una nueva brotacion al transferirlos a un medo de cultivo

nuevo.



Figura 3. Apariencia de los bulbos del genotipo C150 al momento del traspaso a las 42 semanas
de cultivo en el ciclo N°3. a, b y ¢ Explantes con brotacién multiple y formacién de bulbillos en
medio de cultivo PA2. d, e y f . Bulbos y bulbillos obtenidos a partir de los explantes a, b y ¢

respectivamente.



Conclusiones Experimento FIA12.1

- El medio de cultivo PA1 present6 el maximo porcentaje de brotacion (100%)
durante toda la duracion del experimento, mientras que los medios de
cultivo PA2 y PA3 produjeron una brotacion final de 68,5% y 50,9%
respectivamente.

- El medio de cultivo PA2 presentd la mayor incidencia en la formacion de
brotacibn mudltiple, lo que favorece la posterior formacion de bulbillos
laterales.

- El medio de cultivo PA3 no cumplioé el objetivo de enraizamiento y por el
contrario provocé un efecto negativo en los explantes que fue un alto
porcentaje (67%) de formacion de callos lo que puede aumentar la
probabilidad de variaciones somaclonales y por lo tanto la pérdida del
genotipo que se espera propagar. Ademas cabe destacar que por
experiencias previas se ha podido constatar que los explantes de
Leucocoryne no necesitarian la adiciébn de auxinas para la formacion de
raices ya que en medios sin reguladores de crecimiento tiene un adecuado
enraizamiento.

- Si bien el medio de cultivo PA2 produjo mayor brotacion multiple, la primera
etapa en medio de cultivo PA1 favorecié un alto porcentaje de brotacion y
puede haber influido en la posterior respuesta.

- Segun la experiencia la multiplicacibn masiva de bulbos de Leucocoryne
spp. es posible, o que se puede demostrar en los 236 bulbos obtenidos a
partir de solo 22 explantes, pero se debe tener en cuenta que el tiempo
requerido para la el aumento en el nUmero de individuos puede llegar a ser

mayor que el convencional de otras especies.



EXPERIMENTO FIA12.2: Validacion Protocolo Americano 1. Formacion de
brotes de Leucocoryne spp. (Estrategia de multiplicacién 2).

- N°de Genotipos:1 (C149: Leucocoryne “Sirius”)

- N° de Bulbos por Genotipo: 20 bulbos in vitro (Se iniciaron 40 bulbos).

- Pretratamiento: Bulbos frescos NO iniciados in vitro.

- Tratamiento: El definido como “Shooting from micro-bulbs”

- Fecha Inicio: Junio 2014

- Duracion: 6 a 10 meses dependiendo de la reaccion del material vegetal
al protocolo. 10 a 12 meses para la segunda fase de este experimento,
utilizando brotes provenientes de Protocolo 2.

- Resultado Esperado: Formacion de nuevos bulbillos adventicios.

El protocolo de iniciacion y desinfeccion del material vegetal de este ensayo es
idéntico al descrito para el Experimento FIA12.1, variando solo la concentracion de
BAP utilizada en el medio de cultivo en el que fueron establecidos los bulbos y ya
fue explicado en forma detallada en los informes anteriores. El establecimiento se
realizé en tubos de ensayo con 20mL de medio M535 con adicién de 90 g-L™ de
sacarosa como fuente de carbohidratos, 0,5 mg-L™ de Bencilaminopurina (BAP), 6
g-L™* de agar como agente gelificante y 2ml-L* de PPM®, ajustado el pH a 5,7

(medio denominado PA2).

Al momento de implementar este ensayo se evalud el peso y diametro de una
muestra de 10 bulbos los cuales tuvieron un valor promedio de 1,289 y un

diametro de 12,98mm.

Se realizaron evaluaciones, a las 3, 6, 9 y 13 semanas del ciclo 1 de cultivo, para
observar los porcentajes de brotacion y estabilizacion de explantes desde su

establecimiento en condiciones de cultivo in vitro (Cuadro 5)



Cuadro 5. Evaluaciones Experimento 12.2 transcurridas 3, 6, 9 y 13 semanas después de ser

establecidos los explantes de bulbos de Leucocoryne spp genotipo C149.

Bulbos 1 Brote Sin Form. de Bulbo

Sem. inicio Brote multiple brote Brotacion raices lateral Estabilizacion
N° N° N° N° N° % N° N° % N° %
3 40 33 0 7 82,5 1 0 00 32 80,0
6 38 33 0 4 86,8 0 0 0,0 31 81,6
9 36 31 0 5 86,1 0 0 00 27 75,0
13 32 26 1 5 84,4 0 1 31 26 81,3

Durante el mes de septiembre, una vez cumplida la semana n° 13 se realizd un
traspaso a medio fresco con las mismas concentraciones indicadas anteriormente.
Se mantuvieron en las mismas condiciones de crecimiento y se realizaron nuevas
evaluaciones de brotacién, multiplicacién y contaminaciéon a las 5, 9, 13 y 16

semanas del ciclo 2 (Cuadro 6).

Cuadro 6. Evaluaciones Experimento FIA12.2 durante el ciclo 2, transcurridas 5, 9, 13 y 16

semanas después de traspasar los explantes de bulbos de Leucocoryne spp genotipo C149.

Sem. Bulbos 1 B’ro-te Sin Brotacion Forr’n. de Bulbo lateral Estabilizacion
Brote multiple brote raices
N° N° N° N° N° % N° N° % N° %
5 27 17 2 8 70,4 1 0 00 19 704
9 27 16 3 6 70,4 0 0 0,0 19 70,4
13 27 18 3 6 77,8 0 0 0,0 21 77,8
16 27 18 3 6 77,8 0 0 00 21 77,8

En el mes de enero del 2015, momento en que ya se habian cumplido 16
semanas de cultivo del segundo ciclo se realizé un nuevo traspaso, en dicho
momento se evalud brotacion, numero de brotes, numero de bulbos producidos y

peso de los explantes (Cuadro 7).



Cuadro 7. Evaluaciones de peso, produccion de brotes y bulbos en explantes de Leucocoryne spp.

C149 en Experimento 12.2, transcurridas 16 semanas del ciclo 2.

Tubo N°debulbos N°brotes Peso explante  Traspasado

(g8) a medio:

1 1 1 0,6

2 1 1 0,4

3 1 1 0,5

4 1 1 0,3

5 1 1 0,2

6 1 1 0,4

7 1 1 0,3

8 1 1 0,5

9 1 1 0,1

10 1 1 0,2

11 1 1 0,7

12 1 1 0,5

13 1 1 0,6

14 1 1 0,4 PAL
15 1 1 0,4

16 1 1 0,6

17 1 1 0,6

18 1 1 0,1

19 1 3 0,4

20 1 2 0,2

21 1 2 0,4

22 1 0 0,1

23 1 0 0,5

24 1 0 0,5

25 1 0 0,1

26 1 0 0,1

27 1 0 0,1 Muerto

Tal como se acordd en la reunion técnica realizada en el mes de Diciembre, los
bulbos luego de ser evaluados fueron traspasados al medio de cultivo PA1 (medio
que cuenta con la adicién de 1mg-L™ de Bencilaminopurina (BAP)), para favorecer

la brotacion y multilplicacion de los explantes.

Se evaluo la respuesta de los explantes al medio de cultivo PA1 durante el ciclo 3
alas 4,9, 13, 21y 28 semanas de cultivo. (Cuadro 8 y Figura 4). Un 96,2% de los
explantes presentd brotacion, en donde 23 de ellos presento brotacion del tipo

simple y s6lo 2 explantes presentaron brotacion multiple.



Cuadro 8. Evaluaciones Experimento FIA12.2 durante el ciclo 3, transcurridas 4, 9, 13, 21, 28 y34

semanas después de traspasar los explantes de bulbos de Leucocoryne spp. genotipo C149.

Medio Bulbos 1 Brote Sin ., Form. de Bulbo Formacion
Sem. .. L Brotacion R
de Inicio Brote multiple brote raices lateral callo

N° cultivo N° N° N° N° % N° % N° % N° %
4 PA1 26 24 1 1 96,2 11 42,3 0 0,0 0 0,0
9 PA1 26 24 1 1 96,2 11 42,3 0 0,0 0 0,0
13 PA1 26 23 2 1 96,2 12 46,2 2 7,7 0 0,0
21 PA1 26 23 2 1 96,2 15 57,7 2 7,7 0 0,0
28 PA1 2 0 2 0 100,0 2 100,0 2 100,0 0 0,0
34 PA1 2 0 2 0 100,0 2 100,0 2 100,0 0 0,0

’

Figura 4. Apariencia de los bulbos del genotipo C149 al momento de la evaluacién a las 21
semanas de cultivo en el ciclo N°3. a. Explante con brotacién simple en medio de cultivo PAL, b.

Explante con brotacion mdaltiple y formacién de bulbos laterales en medio de cultivo PA1.

Posterior a la evaluacion correspondiente a las 21 semanas se separo y traspaso
los bulbos que presentaban 1 brote (Figura 3a) para ser utilizados en el nuevo
experimento codificado como FIA14, el cual es descrito mas adelante. Lo anterior
explica el bajo namero de bulbos evaluados desde la semana 28 de cultivo en
adelante, los que solo corresponden a 2 explantes que presentan brotacion

multiple (Cuadro 8).



Conclusiones Experimento FIA12.2

- Eliniciar el cultivo en el medio PA2 (medio con la adicién de 0,5mg-L™* de
BAP) produjo una germinacion mayor a 80%, pero menor que el obtenido
con el medio PAL (medio con la adicién de 1mg-L™" de BAP).

- Se pudo observar que la calidad de la brotacion y la apariencia de las hojas
en el medio PA2 fue mucho méas débil que el observado al utilizar 1mg-L™
de BAP en el medio de cultivo (PAL).

- El posterior traspaso a medio de cultivo con 1mg-L* de BAP mejor6 la
calidad, porcentaje de brotacion y crecimiento visual de los bulbos.

- Los explantes produjeron un bajo porcentaje de brotacién multiple, menor al
10% de los explantes, lo que podria indicar que es necesario un estimulo
inicial mayor para que los explantes tengan mayor brotacion y formacién de

bulbos laterales.



EXPERIMENTO 13: Evaluaciéon de “scales” de bulbos de Leucocoryne spp.

para ser utilizados como explante inicial en condiciones de cultivo in vitro.

- N°de Genotipos: 3 (C507: Leucocoryne spp "azureum", C509: L. purpurea
y C516: Leucocoryne spp. "marina”)

- N° de Bulbos por Genotipo: 10 bulbos.

- Pretratamiento: Bulbos frescos NO iniciados in vitro.

- Tratamiento: El definido como “Bulb Formation from Scales”

- Fecha Inicio: Junio 2014

- Duracion: 6 a 10 meses dependiendo de la reaccion del material vegetal
al protocolo.

El protocolo de desinfeccion e iniciacion para este ensayo fue descrito en los
informes anteriores, siendo similar al utilizado en los otros experimentos pero con
la salvedad que se realizo division del bulbo inicial en dos mitades al momento de
establecerlos en condiciones in vitro (Figura 5)

Figura 5. Preparacion de explante de bulbo de Leucocoryne spp. genotipo C516, para ser

establecido en condiciones de cultivo in vitro en el Experimento 13.

Los dos explantes de bulbos (dos mitades de cada bulbo) fueron establecidas en
un frasco de vidrio de 200mL, con 30mL de medio de cultivo M535 con adicion de
90 g-L' de sacarosa como fuente de carbohidratos, 1 mg-L* de
Bencilaminopurina (BAP), 6 g-L™* de agar como agente gelificante y 2ml-L™* de

PPM®, ajustado el pH a 5,7 (medio PA1l). Posteriormente los bulbos fueron



dispuestos en camara de crecimiento con fotoperiodo de 16/8 horas luz/oscuridad

a 20+1°C para su brotacién y crecimiento.

Las evaluaciones fueron presentadas en los informes previos y el experimento se
dio por finalizado. Como conclusion la division al momento de la iniciacién de los
bulbos para aumentar el nUmero de explantes parece tener un efecto negativo, ya
que los explantes mostraron un bajo porcentaje de brotacion, problemas de
contaminacion y muerte de tejidos, y en la mayoria de los que hubo algun tipo de
respuesta solo ocurrié en una de las mitades iniciales (Cuadro 9 y Figura 6), esto a
pesar que al momento de la iniciacién se tratdé de asegurar que ambas mitades
fueras equivalentes y que tuvieran parte tanto del punto de crecimiento como

también de seccién de plato basal.

Cuadro 9. Evaluacién de brotacion y formaciéon de bulbos de Leucocoryne spp. genotipo C516,

transcurridas 31 semanas desde el establecimiento en condiciones in vitro.

Bulbos Explantes Explantes a la .. Formacion de
Semana Material iniciales iniciales fecha Brotacion bulbo

N° N° N° N° % N°
3 C516 FIA13 10 20 20 7 35 1
6 C516 FIA13 10 20 16 7 35 0
9 C516 FIA13 10 20 14 7 35 2
18 C516 FIA13 10 20 12 4 20 0
23 C516 FIA13 10 20 12 5 25 4
27 C516 FIA13 10 20 12 4 20 2
31 C516 FIA13 10 20 12 5 25 4

Figura 6. Evaluacion visual de brotacion y formacion de bulbos de Leucocoryne spp., de tres

genotipos luego de 31 semanas de establecidos en el Experimento 13: a.C507; b.C509 y c.C516.



Conclusiones Experimento FIA13

- La técnica de divisibn de los bulbos al momento de iniciacion de los
explantes no es una técnica adecuada ni conveniente para aumentar el
namero de explantes en corto tiempo, siendo necesario una previa
estabilizacion y crecimiento de los bulbos in vitro antes de realizar la
division de estos.

- La respuesta de cada una de las mitades utilizadas como explante puede
ser considerada erratica, aunque se trate de asegurar que el corte del bulbo
inicial sea equitativo para ambos explantes no se puede asegurar la

respuesta positiva en brotacion o multiplicacion en cada una de ellas.



EXPERIMENTO FIA14. Efecto del pH en la formacion de nuevos bulbos de
Leucocoryne spp. a partir de division de bulbos iniciados previamente in
vitro.

- N° de Genotipos: 2 (C149: Leucocoryne “Sirius” y C150: Leucocoryne
“Caravelle”)

- Pretratamiento: Bulbos provenientes de experimentos FIA12.1y FIA12.2

- Tratamiento: Division de bulbos y Efecto de pH

- Fecha Inicio: Junio 2015

- Duracion: 5 meses dependiendo de la reaccion del material vegetal

- Resultado Esperado: Formacion de nuevos bulbillos adventicios.

Los explantes provenientes de los experimentos FIA12.1 y FIA12.2 que se
encontraban en medio PA1 (M535 con adicién de 90 g-L™ de sacarosay 1 mg-L™
de BAP) después de 21 semanas del ciclo 3, fueron traspasados a medios frescos
PAL pero con menor concentracion de sacarosa 60 g-L™* y dos pH diferentes (5,8
y 6,8) segun lo acordado en la ultima reunion realizada en Abril del 2015 y
posteriores propuestas acordadas por medio de correos electrénicos (Figura 7).
Cada bulbo antes de ser establecido en el nuevo medio de cultivo fue pesado y
posteriormente dividido por la mitad. Cada mitad de cada bulbo fue pesada y
establecidas en tubos de ensayo con 20mL de medio PA1 con ambos pH. De esta
forma el material proveniente de cada bulbo se traspas6 entonces a medios con
dos pH diferentes (Figura 8). El tratamiento con pH 5,8 se le denominé TO
mientras que al tratamiento en que se ajusto el pH a 6,8 se le denomind T1. Se
utilizaron 11 bulbos (22 mitades) en el caso del genotipo C150 y 22 bulbos (44
mitades) para el genotipo C149.



Figura 7. Esquema de la estrategia de traspaso y produccion esperada de bulbos de Leucocoryne

spp. genotipos C150 y C149 en experimento FIA14,

a

Figura 8. Pesaje de bulbos y mitades de bulbos de Leucocoryne spp. en el traspaso de explantes

para iniciar el experimento FIA14. a. Bulbo proveniente de cultivo in vitro, b. Divisiéon de bulbo en
dos mitades, c. Peso de bulbo entero, d. Peso de mitad de bulbo y e. Explante para experimento
FIA14 correspondiente a mitad de bulbo.

Después de siete semanas de cultivo bajo las condiciones del nuevo experimento
se realiz6 la evaluacién de los explantes para poder observar su respuesta de
brotacion y cuantificar cuantos explantes (mitades de bulbos) mostraron actividad

en el periodo sefialado.



Para el caso del genotipo C150 se observd la respuesta de 12 explantes,
correspondiendo 5 al tratamiento con pH 5,8 (TO) y 7 con pH 6,8 (T1). Se logré
observar que en 4 casos respondieron las dos mitades provenientes de cada
bulbo inicial, mientras que en 4 casos solo se observo respuesta en una de las
mitades y en tres casos no se observo respuesta en ninguna de las mitades

utilizadas como explantes (Cuadro 10 y Figura 9).

Cuadro 10. Evaluacién de la brotacion de los explantes (mitades de bulbos) de Leucocoryne spp.

C150 después de 7 semanas de cultivo del experimento FIA14.

N° N° Brotacion N° de mitades
semanas tubo TO T1 con brote
1 0 1 1
2 1 1 2
3 0 0 0
4 0 0 0
5 1 1 2
7 6 1 1 2
7 1 1 2
8 0 1 1
9 0 1 1
10 1 0 1
11 0 0 0
Total 5 7 12

En el genotipo C149 se observo que 26 explantes presentaron brotacion, 14 de
ellos correspondientes a TO y 12 al tratamiento T1. Al igual que en el caso del
genotipo C150 se puedo observar que la respuesta a la brotacion de las mitades
utilizadas como explantes vario con respecto a su origen, teniendo 9 casos en que
brotaron ambas mitades, 8 en que solo broté una de las mitades y 5 casos en que

no existio respuesta en ninguna de las mitades (Cuadro 11 y Figura 9).



Figura 9. Respuesta de brotacién a las 7 semanas de iniciado el ensayo. a. Explantes de C150 en
TO sin brotaciéon y T1 con brotacién simple, b. Explantes de C149 en TO con brotacién simple con

escapo floral y T1 con brotaciéon multiple, c. Explantes de C149 en TO y T1 sin brotacion.

Cuadro 11. Evaluacidn de la brotacién de los explantes (mitades de bulbos) de Leucocoryne spp.

C149 después de 7 semanas de cultivo del experimento FIA14.

N° N° Brotacion N° de mitades
semanas tubo con brote
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En el Cuadro 12 y en el Cuadro 13 se puede observar el tipo de brotacion que se
presentd para cada tratamiento para el genotipo C150 y C149 respectivamente.
En el caso de C150 el tratamiento TO no present6 brotacion multiple mientras que
en T1 si se pudo observar dos explantes que contaban con mas de un brote. En el
genotipo C149 se observo presencia de brotacion multiple en los dos tratamientos
de pH.

Cuadro 12. Resumen evaluacién de la brotaciébn de los explantes (mitades de bulbos) de
Leucocoryne spp. C150 después de 7, 14 y 21 semanas de cultivo, segun pH en el experimento
FIA14.

1 Brote Sin .. Form. de Form. de
Sem. Trat. Explantes P Brotacion ,
Brote mililtiple brote raices Bulbo

N° pH N° N° N° N° % N° % N° %
7 5,8 11 5 0 6 45,5 4 36,4 0 0,0
7 6,8 11 5 2 4 63,6 4 36,4 0 0,0
14 5,8 11 3 2 7 45,5 2 18,2 0 0,0
14 6,8 11 4 4 3 72,7 5 45,5 2 18,2
21 5,8 11 1 4 6 45,5 2 18,2 5 45,5
21 6,8 11 3 5 3 72,7 2 18,2 6 54,5

Cuadro 13. Resumen evaluacion de la brotacién de los explantes (mitades de bulbos) de
Leucocoryne spp. C149 después de 7, 14 y 21 semanas de cultivo, segun pH en el experimento
FIAl4.

1 Brote Sin .. Form. de Form. de
Sem. Trat. Explantes rae Brotacion .
Brote miiltiple brote raices Bulbo

N° pH N° N° N° N° % N° % N° %
7 5,8 22 10 4 8 63,6 6 27,3 0 0,0
7 6,8 22 9 3 10 54,5 4 18,2 0 0,0
14 5,8 22 10 4 7 63,6 10 45,5 1 4,5
14 6,8 22 9 4 9 59,1 8 36,4 1 4,5
21 5,8 22 8 6 8 63,6 9 40,9 15 68,2
21 6,8 22 8 6 8 63,6 9 40,9 15 68,2

A la semana 21 se realizé un traspaso a medio fresco, en donde se procedio a

eliminar los explantes que no tenian respuesta de brotacion, que estaban muertos



0 presentaban contaminacion y se separaron los bulbillos en los casos en los que
se produjo multiplicacién. EI nimero de explantes que siguieron en cultivo y la
respuesta de brotacion que se obtuvo a las 5 semanas posteriores al traspaso se

puede observar en el cuadro 14 y el cuadro 15.

Cuadro 14. Evaluacién de la brotacién de los explantes de Leucocoryne spp. C150 después de 5

semanas de cultivo, segun pH en el experimento FIA14.

Sem. Trat. Explantes 1 Brote Sin Brotacién Form. de Form. de
Brote muiiltiple brote raices Bulbo
N° pH N° N° N° N° % N° % N %
5 5,8 8 3 2 3 62,5 2 25,0 7 87,5
5 6,8 20 11 3 6 70,0 4 20,0 19 95,0

Cuadro 15. Evaluacién de la brotacion de los explantes de Leucocoryne spp. C149 después de 5

semanas de cultivo, segiin pH en el experimento FIA14.

Sem. Trat. Explantes 1 Brote Sin Brotacién Form. de Form. de
Brote muiiltiple brote raices Bulbo
N° pH N° N° N° N° % N° % N° %
5 5,8 24 10 6 8 66,7 7 29,2 24 100,0
5 6,8 29 13 8 8 72,4 9 31,0 29 100,0

Conclusiones Experimento FIA14.

- La respuesta al pH que presentaron los explantes se vio interferida por el
factor de haber realizado cortes por la mitad de los explantes iniciales, lo
gue provoca una desuniformidad en la respuesta, ya que en se presentaron
casos en gue ninguna mitad respondio, otras en que so6lo una mitad
respondié y otras en que ambas mitades presentaron brotacién, lo que
finalmente termin6 afectando cualquier conclusion con respecto al efecto
del pH.

- En el caso del genotipo C150 el pH 6,8 obtuvo un porcentaje de 72,7%
versus el 45,5 % obtenido en el medio con el pH ajustado a 5,8. Mientras
gue en caso de del genotipo C149 no existid diferencia en la brotacién

alcanando en ambos un 63,6%.



- La manipulacidon excesiva para realizar los cortes y pesar cada uno de
explantes afectd negativamente, lo que conllevé a la aparicion de
contaminacion. Esto agregado a los explantes que no presentaron actividad
hizo variar bastante el nimero y uniformidad de los explantes que siguieron
en cultivo.

- En los explantes que siguieron en cultivo no se percibié diferencias
significativas en los porcentajes de brotacion en ninguno de los dos
genotipos.

- En el caso de utilizar la técnica de divisién de bulbos se recomienda que se
haga lo mas rapido posible y con la menor manipulacion, para evitar dafios

del explante o la aparicién de contaminacion.

EXPERIMENTO FIA15. Efecto de la antigiedad del medio de cultivo en la

formacion de nuevos bulbos de Leucocoryne spp.

- N°de Genotipos: 1 (C150: Leucocoryne “Caravelle”)

- Pretratamiento: Bulbos provenientes de experimentos FIA12.1 PA2
- Tratamiento: Antigiiedad del medio de cultivo

- Fecha Inicio: Octubre 2015

- Duracion: 2 meses dependiendo de la reaccion del material vegetal
- Resultado Esperado: Formacion de nuevos bulbillos adventicios.

Los explantes del genotipo C150 provenientes del experimento FIA12.1 que se
encontraban en medio PA2 (M535 con adicién de 90g-L™ de sacarosa y 0,5mg-L™
de BAP) después de 42 semanas del ciclo 3, fueron traspasados a medios PAl
(lmg-L™* de BAP) con concentracién de sacarosa de 60g-L™, 6g-L"* de Agar y pH
5,8. Se utilizaron dos grupos de medios de cultivos que presentaban las mismas
concentraciones y caracteristicas con la salvedad que la mitad correspondia a
medios antiguos elaborados tres meses antes de utilizarlos, los que se
denominaron como PA1A y la otra mitad de explantes se traspasd a medios de
cultivo PAL1F que correspondian a medios frescos con menos de una semana de
elaboracion. Para cada caso se utilizaron 63 explantes de caracteristicas

similares. La razén para utilizar estos medios “antiguos” PA1A fue en busca de



simular las caracteristicas en que se encuentran los explantes después de tres
meses de cultivo, para de estar forma ver la posibilidad de acelerar el tiempo en
que se demoran los explantes en comenzar a producir brotacion mdltiple o
produccion de bulbillos laterales, presumiblemente por algin estrés como por

ejemplo la menor disponibilidad de agua en el medio de cultivo.

Cabe mencionar que a partir del experimento FIA12.1 PA2 se obtuvieron 236
bulbos de desuniforme tamafio (Figura 10), por lo que para montar este
experimento se tratd de elegir bulbos de caracteristicas similares, mientras que el
resto fue traspasado a otros medios de cultivo, s6lo para su mantencion. De esta
forma entonces en este experimento se establecieron 63 explantes para cada
tratamiento sumando un total de 126 bulbos, los que se encuentran en la
actualidad en condiciones de camara de crecimiento a 20+2°C con fotoperiodo de

16/8 horas de luz/oscuridad.

TR L L L L A




Figura 10. Bulbos de Leucocoryne genotipo C150 obtenidos en Experimento FIA12.1 provenientes

de medio PA2 de los cuales se obtuvo el material para el establecimiento del Experimento 15.

Se realiz6 una evaluacion de los explantes a las 5 semanas de cultivo no
encontrdndose mayores diferencias en la brotacion y produccién de bulbos
laterales, pero si en la produccion de raices (Cuadro 16 y Figura 11). Cumplidas
las 7 semanas se traspasara la mitad de los explantes de cada uno de los
tratamientos a medios sin reguladores de crecimiento (PAO) segun lo acordado en
la dltima reunién, para ver de esta forma si hay algin efecto en el endurecimiento
0 entrada en receso de los bulbos versus los que continuaran en medios de cultivo

con adicion de BAP.

Cuadro 16. Evaluacion de la brotacién de los explantes de Leucocoryne sp.. C150 después de 5

semanas de cultivo, segiin medio de cultivo en el experimento FIA15.

. Bulbos Brote Sin ., Form.de Bulbo
Sem. Medio .. 1 Brote . Brotacion ,
ltivo pH Iniciales multiple brote raices lateral
cu
N° N° N° N° N° % N° % N° %
5 PA1A 5,8 63 41 2 20 68,3 3 4,8 1 1,6

5 PA1F 5,8 63 40 1 22 65,1 11 17,5 1 1,6




Figura 11. Respuesta de brotacion de bulbos de Leucocoryne a las 5 semanas de iniciado el

Experimento FIA15. a. Explante de genotipo C150 en medio PA1A y b. Explante de genotipo C150
en medio PA1F.

Conclusiones Experimento FIA15

- A la fecha no se ha podido observar algin efecto de la antigiedad del
medio de cultivo en la brotacién, ni en la produccion de bulbillos o

multiplicacion. Se debera observar por un tiempo mayor para ver si se
produce algun efecto.



El porcentaje de formacion de raices fue de 17,5% para los explantes
establecidos en medio fresco versus al 4,8% observado en el medio
antiguo. Esta Ultima respuesta es llamativa ya que en ambos tratamientos
los medios tienen la adicion de BAP que por lo general tiene un efecto
negativo sobre la formacién o crecimiento de raices.

Falta por observar en este experimento el efecto que tendré el traspasar la
mitad de los explantes a medios de cultivo sin reguladores de crecimiento
(PAO) y evaluar si presenta alguna ventaja en la senescencia o
endurecimiento de los explantes para su aclimatacion a condiciones ex

vitro.
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1. Introduccién.

El ciclo de vida natural de las especies pertenecientes al género Leucocoryne es de al menos
tres afios, que comprende desde el estadio de semilla a bulbo floral, pero puede variar
levemente entre especies. El ciclo se inicia en agosto con la germinacion de las semillas a
temperaturas entre 10°C y 15°C . Aproximadamente 45 dias después comienza la formacion
del bulbo, 90 dias después de germinacion el bulbo llega a tener un diametro aproximado de 4-
6 mm y un peso de 60 mg, entrando en receso en el mes de noviembre. En la segunda
temporada de crecimiento, sin necesidad de agua, el bulbillo brota desarrollando un par de
hojas. La planta detiene su crecimiento entre los 100 a 120 dias posteriores a la brotacion. A la
tercera temporada de crecimiento, entre 90 y 100 dias posteriores a emergencia, con un peso
mayor a 300 mg, la planta puede producir uno o dos escapos florales cada uno con cinco a
ocho flores y 25 a 40 semillas por flor (Mansur et al., 2002). Resultados de estudios realizados
anteriormente por Ohkawa (1999), sefialan que bulbos con un peso superior a 300 mg florecen
en un 100% vy las varas florales pueden utilizarse como flor de corte y aquellos bulbos que no
alcanzan el peso deben cultivarse un afio mas.

La técnica de propagacion in vitro en leucocoryne, se usa como una herramienta de
multiplicacion masiva sin embargo, no se ha logrado inhibir la entrada en receso de los bulbos
después de 12 — 13 semanas post-germinacion. Por lo tanto, existe la necesidad de mejorar el
desempefio de esta técnica ajustando las variables que favorezcan el crecimiento y
multiplicacion de los bulbos. Las mejoras més relevantes a la fecha, han sido el ajuste de la
variable temperatura (< 20 °C, recomendable 15 °C) y la variable de uso de citoquinina en el
medio (1 mg/L) que favorecen la brotaciéon y crecimiento continuo del bulbo. Dentro de las
variables que influyen en el cultivo in vitro, que no han sido evaluados en leucocoryne y que
podrian permitir un nuevo avance, se encuentra la concentracién de sacarosa, el pH y la
frecuencia de repique. Estas variables debidamente ajustadas, han permitido un buen
crecimiento in vitro en otra planta bulbosa, Zephyra elegans (Vidal et al., 2012), que se
desarrolla en la mismas condiciones que algunas especies de leucocoryne. En consecuencia,
se espera que el ajuste de las variables como concentraciéon de sacarosa, pH y frecuencia de
repique, tengan un efecto favorable en el crecimiento y multiplicaciéon de bulbos de
leucocoryne.

2. Objetivo general.

Optimizar la técnica de la propagacion in vitro de Leucocoryne purpurea para aumentar el
crecimiento y multiplicacion de bulbos.

3. Objetivo especificos.
- Evaluar el efecto de la sacarosa y del pH en la multiplicacién y aumento de biomasa de
los bulbillos.
- Evaluar el efecto de la frecuencia de repique en el crecimiento de los bulbos.
4. Metodologia.

4.1 Material vegetal.

Se utilizaron semillas de Leucocoryne purpurea cosechadas en noviembre del 2014.

4.2 Germinacion in vitro (etapa finalizada)

La germinacion in vitro se realizd0 a 15°C de acuerdo con el protocolo desarrollado
anteriormente (informe final entregado en julio de 2014). Se utilizaron 320 semillas (5 semillas
por frasco) en medio MS al 12,5% con 30 g/L de sacarosa. Se evalué el porcentaje de
germinacion y de bulbificacion.



4.3 Establecimiento y multiplicacion (etapa en desarrollo).

Los bulbos formados después de nueve semanas desde siembra, se utilizaron para establecer
el ensayo de multiplicacién en el medio MS-535 al 25% con 1 mg/L de BAP y ocho tratamientos
(Cuadro 1), cada uno con 20 repeticiones, donde la unidad experimental correponde a un tubo
con un bulbillo. El cultivo se realiz6 en camara de crecimiento a 15 °C con un fotoperiodo de 16
horas de luz. Los bulbos formados se cambiaron a medio fresco cada 4 semnas (1 ciclo ).

Cuadro 1: Tratamientos para evaluar el efecto de la concentraciéon de sacarosa y pH en la
multiplicacién y aumento de biomasa de los bulbos.

Tratamiento Sacarosa (g/L) pH
T1 30 5,8
T2 60 5,8
T3 90 5,8
T4 120 5,8
T5 30 6,8
T6 60 6,8
T7 90 6,8
T8 120 6,8

Al término del primer ciclo de cultivo se evalud el diametro y nimero de bulbos en receso,
definiendo como entrada en receso la aparicion de catafilo de color castafio. Al final del
segundo ciclo de cultivo se evalué el didmetro, la biomasa, la tasa de multiplicacién de bulbos
y el nimero de bulbos en receso. Con los datos obtenidos se realizé un andlisis de varianza y
la prueba de comparaciones mdltiples de Tuckey (p < 0,05) utilizando el programa
computacional InfoStat.

5. Resultados.
5.1 Germinacion y bulbificacién:

La germinacion de semillas comenz6 a la segunda semana después de siembra finalizando a
la sexta semana con un total de 170 semillas germinadas, lo que corresponde a un 54% de
germinacién. A su vez, la formacion progresiva de bulbos comenzé en la cuarta semana de
cultivo obteniéndose un total de 93,6 % de plantulas con bulbos después de nueve semanas;
material que fue utilizado para iniciar el ensayo multiplicacion (Figura 2 y 3).
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Figura 1: Establecimiento de semillas en medio de germinacioén in vitro. A. Semillas después
del proceso de desinfeccion e imbibicion. B. Semillas sembradas en frascos para germinacion
a 15°C.
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Figura 2: Periodo de bulbificacién in vitro de plantulas de Leucocoryne purpurea.

Figura 3: Bulbos formados después de nueve semanas de cultivo in vitro desde siembra.

5.2 Ensayo de multiplicaciéon y aumento de biomasa de bulbos de L. purpurea.

Para montar el ensayo de multiplicacion se estimé la biomasa de los bulbos recién formados
tomando una muestra de 10 bulbos seleccionados al azar, cuyo promedio resulté ser 24,8 mg
(Figura 4). Este resultado fue levemente mayor a lo reportado en otros genotipos (Informe
Final, julio, 2014), donde se obtuvo un promedio de 23,8 mg a las trece semanas de cultivo.



Figura 4: Tamafio y forma de bulbos al inicio del ensayo de multiplicacion y aumento de
biomasa.

Después de dos ciclos de cultivo, en todos los tratamientos realizados se observd un aumento
en el didametro de los bulbos. Sin embargo, bulbos cultivados en medios con pH 5,8 fueron
levemente mas grandes que los cultivados a pH 6,8 (Figura 5). Los bulbos de mayor diametro
promedio se formaron en el medio con 90 g/L de sacarosa y pH 5,8 (T3) aunque el analsis
estadisico no mostré diferencias siginificativas entre los ocho tratamientos.
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Figura 5. Diametro de bulbos en cada tratamiento. Barras azules y rojas corresponden
a evaluacion del didmetro en el primer ciclo y segundo ciclo, de cultivo
respectivamente.

La biomasa promedio de los bulbos aumenté respecto a la estimada al iniciar el ensayo. Se
observaron diferencias entre los tratamientos, donde los bulbos con mayor biomasa se
obtuvieron en el tratamiento T3 (Cuadro 2). Sin embargo, segun el analisis estadistico realizado
no existe una diferencia significativa entre los tratamientos (p < 0.05).

Uno de los factores mas importantes que se evalud en este ensayo fue la multiplicacion de
bulbos por el efecto de la bencilaminopurina con distintas concentraciones de sacarosa y dos
pHs. En los tratamientos T1, T2, T3 y T5 se comenzd a observar la formacion de nuevos
bulbos al segundo ciclo de cultivo (Figura 6). Sin embargo, a pesar de la respuesta de
multiplicacion, en todos los tratamientos también se pudieron observar bulbos con sintomas de
receso. El mayor nimero de bulbos se present6 con 120 g/L de sacarosa, independiente del
pH del medio de cultivo (Cuadro 2).

Cuadro 2: Multiplicacion, biomasa y receso de bulbos en respuesta a diferentes
concentraciones de sacarosa y pH después de dos ciclos de cultivo (ocho semanas).

Peso

Tratamiento N° bulbos N® de_bL_JIbo_s,en N®bulbos promedio D?SV'
multiplicacion receso (mg) estandar

T1 19 1 4 42,5 56,1
T2 20 1 3 35,2 20,7
T3 21 3 4 47,7 11,5
T4 18 0 7 38,4 15,1
T5 20 1 2 41,8 15,1
T6 21 0 4 334 4,3
T7 17 0 5 36,1 19,5
T8 20 0 6 24,3 11,4




Figura 6. Estado de los bulbos en el medio de cultivo. A. bulbo con brote en crecimiento. B.
Bulbos en multiplicacion. C. Bulbos en receso.

6. Conclusiones

Los resultados obtenidos depués de ocho semanas de cultivo en los diferentes tratamientos
nos permiten decir, que el efecto de la concentracion de sacarosa y el pH no son incidentes en
el aumento de biomasa de los bulbos.

La induccién de nuevos bulbos recién se visualiza durante el segundo ciclo de cultivo
especialmente en los tratamientos que tienen pH 5,5 sin embargo es necesario continuar el
cultivo para tener una respuesta mas clara. Se espera que la formacién de nuevos bulbos vaya
aumentando en los siguientes ciclos.

Negativamente, la entrada en receso de algunos bulbos se puede observar en todos los
tratamientos al final del primer ciclo de cultivo, siendo un poco mayor cuando la concentracion
de sacarosa alcanza los 90 g/L.



7. Cronograma

Como se puede observar en el Cuadro 3, el cronograma de actividades original fue modificado
debido a que las semillas se recibieron dos meses después de lo programado. Se continuara el
ensayo hasta fines de febrero para poder responder a los objetivos planteados entregando el
atimo informe los primeros dias de marzo de 2016.

Cuadro 3. Cronograma de actividades.

Junio Julio Agosto Septiembre | Octubre Noviembre

CRONOGRAMA PROPUESTO
S,

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Germinacion y bulbificacion.

Tr iento 1al 8

Multiplicacién y aumento de

biomasa de bulbillos.

CRONOGRAMA Ago Septiembre Octubre Noviembre Diciembre Enero Febrero

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 | 20 21 22 23 24

Germinacion y bulbificacion.

Tr iento 1al 8:

Multiplicacién y aumento de

biomasa de bulbillos.
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Centro de Investigacion, Desarrollo e Innovacion

Hijuelas, 31 de Diciembre de 2015.

ATENCION
Dr. Levi Mansur

Mansur Agricultural Service Ltda

Ref: Tercer informe sobre asesoria en propagacién comercial de Leucocoryne sp.
Estimado Sr. Mansur:

Junto con saludarle, nos dirigimos a usted para entregar los resultados del experimento de cultivo in
vitro de Leucocoryne sp. El cual se ejecutd en las instalaciones de SMRL por tres ciclos de cultivo de
multiplicacidn (32 semanas)

Con el objetivo de mejorar la eficiencia de propagaciéon de Leucocoryne in vitro, se disefaron y
ejecutaron 3 ensayos: evaluacion de distintas combinaciones de pH/contenido de azucar para maximizar
la tasa de multiplicacidn de la especie in vitro. Andlisis de la entrada en dormancia de los microbulbos,
efecto de bajas temperaturas (crecimiento a 15°C) y hormonas. Finalmente se realizé un experimento
para determinar el tipo de citoquinina mdas adecuado para potenciar la tasa de multiplicacién de los
bulbos. En cada ensayo se midio la tasa de multiplicacién y estimando en cada caso la produccién de
bulbos bien formados y deformes (macizos de multiplicacion con microbulbos poco diferenciados de o
simplemente material deforme).

Le saludan atentamente,

Dra. Maria Jose Montafiola MSc. Pablo Morales
Investigador CIDI Jefe comercial del drea de Servicios

Centro de Investigacion, Desarrollo e Innovacion (CIDI).
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A continuacion presentamos los principales resultados obtenidos
Ensayo n2 1: Determinar la mejor combinacién pH/contenido de sacarosa

El objetivo del experimento es determinar la mejor combinacién pH/ contenido de sacarosa para
aumentar la tasa de multiplicacién de Leucocoryne sp. in vitro. Para esto se realizé un experimento
factorial completamente al azar con 4 niveles de contenido de sacarosa (30, 60, 90 y 120 g) y con dos
niveles de pH (5,7 y 6,7), se evalud un total de 8 tratamientos con 20, 25 y 35 repeticiones en cada ciclo
de cultivo (ciclo 1, 2y 3).

Mediante analisis de varianza se determind que no existen diferencias estadisticamente
significativas en la tasa de multiplicacién de Leucocoryne sp. debido a la interaccién de los factores
analizados: contenido de sacarosa y pH del medio de cultivo en ninguno de los tres ciclos analizados. Por
esto se evalud cada factor en forma independiente.

En cuanto a la accidon del contenido de azucar en la tasa de multiplicacion se registraron
diferencias estadisticamente significativas (p=0,0015; p=0,0002 y p=0,009 en los ciclos 1, 2 y 3
respectivamente). Se obtuvo la mayor tasa de multiplicacién al utilizar 60 g/L de sacarosa en todos los
ciclos de cultivo llegando a un promedio de formacién de bulbos de 2,36. Respecto de la proporcion de
bulbos bien formados no se observé una tendencia clara entre ciclos de cultivo (graficos 1, 2 y 3), en el
primer ciclo no se registraron diferencias significativas entre tratamientos, en el segundo el tratamiento
de 60 g/l de sacarosa produjo la menor cantidad de bulbos bien formados mientras que en el tercer ciclo
fue este tratamiento el que mayor cantidad de bulbos de buena calidad produjo.

Al analizar el efecto del pH del medio de cultivo no se observaron tendencias claras en la tasa de
multiplicacidn ni en la produccidn de bulbos de buena calidad en los tres ciclos de cultivo.

De los antecedentes presentados se puede concluir que la reduccién del contenido de sacarosa
en el medio de cultivo de Leucocoryne sp. desde 90g/l a 60 g/l permitiria aumentar la tasa de
multiplicacidn in vitro de la especie (pasar desde una tasa de 1,9 a una de 2,36), sin perjuicio del tipo de
material que se logra multiplicar (obtencién de una muy buen cantidad de bulbos bien formados). Se
concluye también que el aumento de pH del medio no tendria un efecto claro en la tasa de
multiplicacion de la especie ni en el tipo de material obtenido, por lo que se recomienda seguir
trabajando con el pH standard de 5,7.

Centro de Investigacion, Desarrollo e Innovacion (CIDI).
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Graficos 1 y 2: Efecto del contenido de Sacarosa en la formacion de bulbos de
Leucocoryne sp.
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Grafico 3: Efecto del contenido
de sacarosa en la tasa de multiplicacion
de Leucocoryne sp.
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Graficos 4 y 5: Efecto del pH en la formacion de bulbos de Leucocoryne sp.
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Grafico 6: Efecto pH del medio d
cultivo en la tasa de multiplicacion
de Leucocoryne sp.
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30g/I Sacarosa 30g/l Sacarosa
pH=5,7 pH=6,7

60 g/l Sacarosa 60 g/l Sacarosa
pH=5,7 pH=6,7

90 g/l Sacarosa 90 g/l Sacarosa
pH=5,7 pH=6,7

120g/I Sacarosa 120g/l Sacarosa
pH=5,7 pH=6,7

Figura 1: Evaluacién tasa de multiplicacion y calidad de bulbos de Leucocoryne sp. Cultivados bajo 4
concentraciones de sacarosa y dos niveles de pH.

Centro de Investigacion, Desarrollo e Innovacién (CIDI).
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Ensayo n? 2: Determinacién del efecto de bajas temperaturas y suplementacion con
citoquininas/giberelinas sobre la inhibicién de la dormancia de bulbos in vitro de Leucocoryne, para
alargar el periodo de crecimiento del bulbo.

Con el objetivo de comparar el efecto de dos temperaturas ambientales y la adicidén reguladores
de crecimiento del tipo citoquininas y giberelinas al medio cultivo de Leucocoryne sp., se establecié un
ensayo factorial con dos niveles de temperatura (15 y 252C) y tres tratamientos de hormonas (medio
libre de hormonas; 0, 1mg/| de BAP; 0,5 mg/L de BAP + 1 mg/| de Acido giberélico).

Mediante analisis de varianza se determind que no existen diferencias significativas
estadisticamente en la tasa de multiplicacién de Leucocoryne sp. debido al efecto de la interaccion de
los factores combinacién de hormonas y temperatura de incubacidn en ninguno de los tres ciclos de
cultivo. En el caso del efecto independiente de la combinacién de reguladores del crecimiento utilizados
(grafico 9) sodlo se detectaron diferencias significativas (p=0,035) en el tercer ciclo de cultivo siendo la
mezcla de BAP con GA3 la que menor tasa de multiplicacion presento.

En cuanto a la proporcion de bulbos formados y deformes en ambos factores las respuestas
obtenidas no presentaron tendencias claras. En el primer ciclo se observaron diferencias debido al tipo
de hormona utilizada (graficos 7 y 8). En el segundo ciclo hubo diferencias estadisticamente
significativas en la interaccidn de los factores lo que implica que el efecto de la hormona depende de las
temperaturas de cultivo y viceversa. En el tercer ciclo de cultivo sélo se detectaron diferencias debido a
la temperatura de cultivo. En términos generales, los bulbos cultivados a una menor temperatura
presentaron una mejor formacién y una tasa de multiplicacién levemente menor (graficos 10, 11y 12).
Respecto al efecto de la combinacién de hormonas no se desprende ninguna tendencia clara.

Del estudio realizado se puede concluir que el uso de BAP o de BAP en combinacién con GA no
presenta diferencias en lo que se refiere a tasa de multiplicacion de bulbos de Leucocoryne sp ni en la
calidad del material obtenido, ya sea al ser utilizadas a 152 C 6 a 259C, por lo que no tendrian el efecto
esperado en retardar o acelerar la entrada o salida en receso de los bulbos. En forma paralela el uso de
bajas temperaturas induce una menor tasa de multiplicacién y una mejor formacidn de los bulbos.

Centro de Investigacion, Desarrollo e Innovacion (CIDI).
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Graficos 7 y 8: Efecto del contenido de la combinaciéon de hormonas en la formacion de

bulbos de Leucocoryne sp.
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Grafico 9: Efecto del contenido de la combinacion de
hormonas en la tasa demultiplicacién de
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Graficos 10 y 11: Efecto del contenido de la temperatura de incubacion en la formacién de
bulbos de Leucocoryne sp.
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Grafico 12: Efecto del contenido de la temperuatura
de incubacion en la tasa demultiplicaciéon
de Leucocoryne sp.
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Imagen n? 2: Evaluacién tasa de multiplicacion y calidad de bulbos de Leucocoryne sp. cultivado en 3
combinaciones de hormona a dos temperaturas de cultivo.

Centro de Investigacion, Desarrollo e Innovacién (CIDI).
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Ensayo n23: Determinacién del regulador de crecimiento del tipo Citoquinina para ser utilizado en
micropropagacion de Leucocoryne sp.

El objetivo del experimento es comparar el efecto de distintas citoquininas en la tasa de multiplicacion
de Leucocoryne sp. Se establecié un ensayo completamente al azar con 50 repeticiones. Se probaron los
reguladores de crecimiento kinetina, BAP, zeatina y meta-topolin a razén de 1mg/I.

Sélo en el tercer ciclo de multiplicacion se presentaron diferencias estadisticamente significativas en la
tasa de multiplicacion de bulbos debido al tipo de hormona citoquinina utilizada (p<0,0001), siendo la
hormona zeatina (4,28 bulbos) la que mayor tasa indujo seguida por la hormona BAP con una tasa de
3,62. Esta tendencia habia sido observada durante los dos primeros ciclos de cultivo, sin embargo no
mostraba significancia estadistica en ese momento. Al analizar la proporcién de bulbos bien formados
gue se obtuvieron, medicidn realizada en los ciclos 2 y 3 solamente, se puede concluir que las
hormonas kinetina y metatopolin inducen la produccién de una mayor cantidad de bulbos bien
formados (p<0,0001 en ambos ciclos) mientras que BAP y zeatina produjeron la mayor cantidad de
material deforme, particularmente el material cultivado con zeatina presenté algo de vitrificacién y gran
produccion de clumps (macizos de multiplicacién con microbulbos poco diferenciados) y deformidades.
A su vez, el material cultivado con metatopolin produjo gran cantidad de hojas, lo que tiende a
entorpecer las labores de multiplicacidn y repique.

Con tales antecedentes se puede concluir que la hormona que permite obtener la mayor tasa de
multiplicaciéon de material bien formado es la hormona BAP en una concentraciéon de 1mg/I.

Centro de Investigacion, Desarrollo e Innovacion (CIDI).
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Graficos 13 y 14: Efecto del tipo de hormona en la formacién de bulbos de
Leucocoryne sp.
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Grafico 15: Efecto del tipo de hormona
en la tasa de multiplicacién de
Leucocoryne sp.
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Mansur Agricultural Service Ltda.
Evaluacion Costo/Beneficio de la Técnica Mejorada de Propagacion In Vitro
PYT-2012-0079

1.- INTRODUCCION

OBJETIVO y METODOLOGIA

Se ha preparado el informe Evaluacion Costo/Beneficio de la Técnica Mejorada de Propagacion In Vitro
de bulbos del Leucocoryne teniendo presente el cumplimiento del objetivo especifico y la metodologia
comprometida.

Como ayuda memoria se muestra tabla con objetivo, descripcion de metodologia y actividades
mencionadas en el Plan de Trabajo.

Objetivo N° 3 Evaluacion costo/beneficio de la técnica mejorada de propagacion in vitro.

Basado en los antecedentes de la técnica mejorada de cultivo in vitro que se obtendréa en el
OE N°2 y antecedentes de la produccidn a escala piloto del OE N°4 se podré hacer un calculo
de costo relacionada con la produccién de bulbos de Leucocoryne por medio de la técnica
mejorada de propagacion in vitro. Se implementaran los registros de costos y manejo técnico
correspondientes para evaluar protocolo y sistema de produccion desarrollados.

Actividad

3.1.- Evaluacion costo/beneficio de la técnica mejorada de propagacion in vitro.




Mansur Agricultural Service Ltda.
Evaluacion Costo/Beneficio de la Técnica Mejorada de Propagacion In Vitro
PYT-2012-0079

2.1.- ANTECEDENTES DE LA SITUACION DE MERCADO

Basado en Informe Situacién de Mercado del Leucocoryne, se entrega el siguiente resumen:;

El principal uso del Leucoryne es como flor de jardin y como flor de corte.

El principal proveedor de bulbos de Leucocoryne es Holanda. El precio unitario promedio por
bulbo es USD 0,10 a nivel de proveedor mayorista (www.bulbonawire.com). La unidad de
comercializacion es de 1.000 a 5.000 bulbos por bolsa.

Como flor de jardin, se comercializan en los principales mercados mundiales (Europa, Estados
Unidos y Jap6n) bulbos secos de Leucocoryne en bolsas con 5 a 20 bulbos con un precio unitario
por bulbo de USD 0,50 a USD 1,00 por bulbo.

Flores de corte de Leucocoryne son, principalmente, producidas y comercializadas en Japén.
A nivel nacional, el precio a productor por flores de corte de Leucocoryne podria ser de USD 0,20.

La produccion de flores de corte de Leucocoryne es tan competitivo como lo es la produccion de
flores de Fresia.

Es extraordinariamente relevante para la rentabilidad del productor de flores la capacidad de
reutilizar los bulbos de Leucocoryne durante méas de dos temporadas.

MAS ANTECEDENTES DE SITUACION DE MERCADO

Tamafio de Mercado Internacional

Segun Mr. Henk Beentjes de la empresa BulbsOnaWire (www.bulbonawire.com), Alkmaar,
Holanda, el tamafio del mercado es de 1.500.000 bulbos/afio (julio, 2013) con una estimacion de
crecimiento de 12,5% anual durante los préximos 5 afios.

Segun Mr. Nozomu Nishio, Gerente de Divisién Flores de la empresa Yokohama UEKI Co. Ltd.,
Japédn, la importacién de bulbos de Leucocoryne al mercado japonés es de 300.000 bulbos/afio
(diciembre, 2013). En visita realizada a Chile en abril 2015 indicd que las variedades ofrecidas
por los holandeses no son del gusto del mercado japonés. Mr. Nishio manifestd su deseo de que
se desarrollen nuevas variedades, adecuadas al gusto del mercado japonés, que seguramente
traeran como consecuencia un incremento sustantivo de la demanda.

La empresa nacional comercializadora de bulbos Paz y Flora Ltda. (http://www.pazyflora.cl/)
comunico el interés de empresa sudafricana Hadeco® (http://www.hadecoshop.com/) de importar
50.000 bulbos (febrero, 2014) como primera experiencia de importacion.

Existe un alto potencial de mercado en el estado de California, Estados Unidos, que no ha sido
desarrollado.

Experiencias en Mercado Nacional

Bulbos para jardin. Durante las temporadas 2014 y 2015 se han comercializado 1.200 bulbos
anuales (US$ 0,20/bulbo) por medio de empresa Paz y Flora Ltda. (http://www.pazyflora.cl/) quién
los ha comercializado en la seccién de jardin de Homecenter en bolsas con 5 bulbos cada una
(precio al consumidor final $4.500 la bolsa, US$ 1,5/bulbo).

Bulbos para macetas. En visita realizada por Sra. Anne Kamp de Vivero Pocochay
(www.viveropocochay.cl), octubre 2015, manifiesta interés de comprar 5.000 bulbos a US$ 0,20
cada uno para ofrecer Leucocoryne en macetas para préxima temporada.


http://www.bulbonawire.com/
http://www.bulbonawire.com/
http://www.pazyflora.cl/
http://www.hadecoshop.com/
http://www.pazyflora.cl/
http://www.viveropocochay.cl/
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2.2.- ANTECEDENTES DE LA PROPAGACION VEGETATIVA EN CAMPO

El bulbo floral (bulbo madre) del Leucocoryne tiene la caracteristica de que al término de la temporada de
cultivo conserva o aumenta su tamafio pudiendo ser reutilizado como bulbo floral en la siguiente

temporada de cultivo.

El bulbo floral (bulbo madre) del Leucocoryne tiene la caracteristica de que durante su cultivo produce
nuevos bulbos. Dependiendo de la especie, genotipo y tamafio del bulbo, un bulbo floral (bulbo madre) de
Leucocoryne puede presentar una Tasa de Multiplicacién Vegetativa en Campo [(n°® bulbos nuevos +
bulbo madre)/(bulbo madre)] en un afio en un rango de 1,1 a 2,5 pudiendo en algunos individuos superar

el valor 4.

Es deseable que las variedades clonales de Leucocoryne presenten la caracteristica de una alta Tasa de
Multiplicacién Vegetativa en Campo en un afio (= 2,5). La empresa Mansur Agricultural Service Ltda. ha
identificado variedades clonales (flor de corte, maceta y jardin) que cumplen con esta caracteristica
(Anexo 1y 2).

Ejemplo de distintas Tasas de Multiplicacién Vegetativa en Campo se presentan en Fig. 1.
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Fig. 1. Incremento del Niumero de Bulbos de Leucocoryne segun Tasa de Multiplicacion
Vegetativa Anual en Campo.
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2.3.- ANTECEDENTES DE LA PROPAGACION IN VITRO

Grandes avances se han realizado durante la ejecucién del proyecto FIA PYT-2012-0079. De acuerdo a
lo informado, en una primera etapa se logré obtener una Tasa de Multiplicacién In Vitro de 300 bulbos /
explante / 3 afios. No obstante, segun resultados preliminares de recientes experimentos encargados al
Centro de Investigacion, Desarrollo e Innovacion (CIDI) del Grupo Hijuelas se ha logrado mejorar la tasa.
Actualmente, a nivel experimental, se cuenta con una Tasa de Multiplicacion In Vitro de Bubos de

Leucocoryne de 300 bulbos / explante / 2 afios cumpliendo con el OE2.

En dltima visita (diciembre, 2015) realizada al CIDI-Grupo Hijuelas con ejecutivo FIA, Sr. René Martorell,
la opinion técnica de los investigadores del CIDI (Ing. Agr. Ph.D. Maria José Montafiola y del Ing. Agr.
M.Sc. Pablo Morales) es que la tasa de multiplicacion para etapa de multiplicacion in vitro es similar al

Lilium.

Se adjunta en Anexo 3, cotizacion actualizada de produccién de 30.000 bulbos in vitro de Leucocoryne
entregada por el CIDI-Grupo Hijuelas a partir de 50 a 100 bulbos indicandose tiempo y ciclos de

multiplicacion requeridos.

Importante destacar que en opinién del experto Dr. Arie Petersen, fitomejorador de plantas bulbosas de la
empresa holandesa Gerb Vletter & Demm Han, una alta Tasa de Multiplicacion In Vitro es deseable pero
no debiera considerarse una condicién limitante para el desarrollo de variedades clonales de bulbosas

como el Leucocoryne. Mas detalles se encuentran en Anexo 3.
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3.1.- IMPORTANCIA DEL CULTIVO IN VITRO

Una alta Tasa de Multiplicacién In Vitro permite la obtencién de un ndmero importante de bulbos en
menos tiempo. La situacién actual del Leucocoryne, considerando una Tasa de Multiplicacion In Vitro de
300 bulbos/explante/2afios y una Tasa de Multiplicacion en Campo de 2,5, permite una ganancia de 3

afios.
A modo de ejemplo, se presenta el caso de incremento del nUmero de bulbos de Leucocoryne a partir de

100 bulbos (Fig. 2). Se asume que el primer afio en que los bulbos provenientes de cultivo in vitro son

cultivados en condiciones de campo, estos solamente incrementaran su peso sin formar nuevos bulbos.

210.000 I;!
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120.000 / /
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}( 3 afios /./
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60.000
30.000 w
0 C _O Ay - T T T 1
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= J=Con CultivoInVitro  ==C=Sin Cultivo In Vitro

Fig. 2. Incremento del NUmero de Bulbos de Leucocoryne con y sin etapa in vitro (2 afios) seguido

de afios de multiplicacién en campo.
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3.2.- IMPORTANCIA DEL CULTIVO EN CAMPO

Un bulbo producido in vitro es caro y el caso del Leucocoryne no es la excepcion. Un bulbo de
Leucocoryne producido in vitro puede llegar a costar $250 pesos (USD 0,36) y no es viable su
comercializacién. Al igual que sucede en otras especies bulbosas comerciales como el Lilium, para poder
llegar a obtener un bulbo a precios competitivos se debe incurrir en sucesivos periodos de cultivo en

campo que permitan incrementar su nimero y reducir el costo unitario del bulbo.

El cultivo en campo de Leucocoryne debe permitir obtener bulbos cuyo costo de produccion para el
agricultor sea de $25 pesos (USD 0,036) por bulbo plantado. Lo anterior lo logran agricultores holandeses
gracias a una buena eleccién de areas con clima favorable junto con un alto nivel de mecanizacién en
labores de plantacién, cosecha y seleccion de bulbos. El precio unitario promedio por bulbo, a nivel de

proveedor mayorista, es USD 0,10.

Otro elemento importante es que las variedades clonales utilizadas se deben caracterizar por presentar

una alta Tasa de Multiplicacion en Campo en un afio (= 2,5).
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Fig. 3. Precio del bulbo en CLP de Leucocoryne prorrateado en el tiempo. Supuesto: Tasa de

Multiplicacion In Vitro = 300 bulbos/explante/2afios; Tasa de Multiplicacion Vegetativa en Campo = 2,5 bulbos/afio.
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4.- SIMULACION DE UNA PRODUCCION COMERCIAL DE BULBOS

Como una manera de evaluar econémicamente el uso de la técnica de cultivo in vitro en la produccién
comercial de bulbos de Leucocoryne, se ha desarrollado la siguiente simulacién con los siguientes
antecedentes:

Mercado

Considerando que el valor de venta promedio de un bulbo de Leucocoryne a nivel de proveedor
mayorista en Holanda es de USD 0,10 (CLP 70), se asume que el valor de venta promedio de un bulbo
de Leucocoryne a nivel de productor en Holanda es de USD 0,06 (CLP 42). A nivel nacional, la empresa
Mansur Agricultural Service Ltda., como proveedor mayorista de bulbos, los ha comercializado desde
USD 0,20 (CLP 140).

Técnico

El Leucocoryne puede ser multiplicado in vitro a una tasa de 300 bulbos / explante / 2 afios y un costo de
USD 0,36 (CLP 250). Durante la primera temporada de cultivo en campo, se espera que los bulbos
provenientes de cultivo in vitro ganen peso y no se multipliquen. En las siguientes temporadas de cultivo,

se espera que presenten su Tasa de Multiplicacion en Campo caracteristica.

El Leucocoryne puede ser multiplicado en campo a una tasa de 2,5 bulbos por afio y a un costo de USD
0,036 (CLP 25) por bulbo plantado (valor estimado basado en realidad holandesa). A nivel nacional, no
existe experiencia de una produccion comercial de bulbos de Leucocoryne. Si se considera que el cultivo
del Leucocoryne es similar al ajo, el costo de produccion por bulbo plantado se estima en USD 0,020
(CLP 14).

Evaluacion Financiera
Para la evaluacion financiera de la produccion de bulbos se calculara el VAN y el TIR.
Basado en los antecedentes técnicos se ha simulado una produccién de bulbos de Leucocoryne que, en

un horizonte de 10 afios, permitird ofrecer a la venta 525.000 bulbos / afio producidos en una superficie
de 0,5 ha. (Tabla 1).
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Se han utilizado como escenario base una situacién similar a un productor holandés (produccion

mecanizada, precio y costo productor holandés estimado).

Tabla 1. Produccién y venta de bulbos de Leucocoryne a partir de 30.000 bulbos in

vitro en un horizonte de 10 afos.

Afo / N° Bulbos Superficie N° Bulbos VENTA
Temporada Inicio Requerida Término N° Bulbos

1 100
2 30.000
3 30.000 0,04 30.000
4 30.000 0,04 75.000 5.000
5 70.000 0,10 175.000 35.000
6 140.000 0,20 350.000 140.000
7 210.000 0,30 525.000 245.000
8 280.000 0,40 700.000 350.000
9 350.000 0,50 875.000 525.000
10 350.000 0,50 875.000 525.000

Lo anterior permite calcular el flujo de efectivo del proyecto en el escenario base (Tabla 2) que demanda
una inversion de CLP 8.346.000. El proyecto presenta un VAN de $10.296.468 a una tasa de 10%. y un
TIR de 22%.

Tabla 2. Flujo de efectivo (CLP) de la produccién de bulbos de Leucocoryne en un

horizonte de 10 afios para escenario a) Produccién Mecanizada.

Afio / Temporada Ingresos Egresos Flujo Efectivo
0 6.750.000 - 6.750.000
1
2
3 756.000 - 756.000
4 210.000 756.000 - 546.000
5 1.470.000 1.764.000 -294.000
6 5.880.000 3.528.000 2.352.000
7 10.290.000 5.292.000 4.998.000
8 14.700.000 7.056.000 7.644.000
9 22.050.000 8.820.000 13.230.000
10 22.050.000 8.820.000 13.230.000
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Un analisis de sensibilidad con un costo de USD 0,020 (CLP 14) por bulbo plantado (valor estimado
basado en comparacion con cultivo de ajo), el proyecto presenta un VAN de $17.994.008 a una tasa de
10%. y un TIR de 28%.

Un andlisis de sensibilidad con un precio de bulbo USD 0,20 (CLP 140) (valor estimado basado en precio
de comercializacion obtenidos por la empresa Mansur Agricultural Service Ltda.), el proyecto presenta un

VAN de $44.662.400 a una tasa de 10%. y un TIR de 40%.

Se entrega copia digital de archivo de simulacion en MS Excel para estimacién de nuevos escenarios.
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5.- EVALUACION COSTO/BENEFICIO CON TECNICA IN VITRO

Se entregan las principales ideas sobre la evaluacion costo/beneficio de producir bulbos de variedades

clonales apoyados con técnica de cultivo in vitro.
e Es deseable que las variedades clonales de Leucocoryne presenten la caracteristica de una alta
Tasa de Multiplicacion Vegetativa en Campo en un afio ( > 2,5).

e La actual Tasa de Multiplicacion In Vitro de bulbos de Leucocoryne es de 300 bulbos / explante /
2 afios. Similar a la presentado por Lilium.

e Una alta Tasa de Multiplicacién In Vitro es deseable pero no debiera considerarse una condicion
limitante para el desarrollo de variedades clonales de bulbosas como el Leucocoryne (opinién de
experto Dr. Arie Petersen, Septiembre 2015).

e La actual Tasa de Multiplicacién In Vitro de bulbos de Leucocoryne permite una ganancia de
tiempo de 3 afios.

e Un bulbo producido in vitro es caro, pero se puede reducir su costo luego de sucesivas
temporadas de cultivo en campo.

e Simulando una produccion piloto de 525.000 bulbos/afio en 0,5 ha, se requiere una inversién de
CLP 8 millones. Se estima un VAN de CLP 10 millones a una tasa de 10% y un TIR de 22%.
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VARIEDADES DE FLOR DE CORTE - Colecciéon de germoplasma UCV-MAS
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Potenciales VARIEDADES DE JARDIN - Coleccién de germoplasma UCV-MAS

Tipo Flor Jardin Tépalo Color Blanco Tépalo Color Lila Tépalo Rayado
Ao (s0a70cm) .

Bajo (30 a 40 cm)

E637

Baio c/aroma
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Ceantro de investigocion, Desarrolio e innovocion

Hijuelas, 18 de enero de 2016.

ATENCION
Dr. Levi Mansur
Pontificia Universidad Catélica de Valparaiso

Ref: Catizacidn servicio de nronagacidn masiva de Leucacoryne sp__

Py

Estimado Sr. Mansur:

Junto con saludarle, nos dirigimos a usted para entregar la cotizacién por el servicio de propagacion
masiva de Leucocoryne sp.

El ciclo de cultivo a realizar seria el siguiente:

1. Iniciaciones: enero de 2016 lotes de 50 o 100 bulbos. (semanas 1 a 16). Proceso en el cudl se
procede a esterilizar el material y establecer el cultivo in vitro de microbulbos.

2. Muttipiicacion: 7 cicios de muitipiicacién semanas 16 a 72. Proceso en ei cual se muitipiica en
forma exponencial los microbulbos.

3. Engorda: 1 ciclo de engorda. Proceso en el cual todo el material bien formado es subcultivado
para aumentar su masa fresca y seca.

4. Entrega de bulbos de a lo menos 0,5 gr en Agosto de 2017.

Se adjunta cotizacidn por cultivo y multiplicacién de una sola variedad.

i Cotizacidn:

item Valor unitario unidades Valor total

Iniciacion

Planta terminada*

Subtotal

IVA

TOTAL

*Planta terminada corresponde a bulbo de a lo menos 0,5 gr, listos para pasar a la etapa de aclimatacion.

Centro de Investigacion, Desarrollo e Innovacion (CIDI).




Ceniro de Investigacion, Desarrolio e Innovacion

Se solicita ajustarse al siguiente calendario de pago del servicio en 3 cuotas, los montos indicados mds
abajo corresponden a la multiplicacién de multiplicar una variedad de Leucocoryne.

o Ene 2016: (IVA incluido)
o Sep 2016: (IVA incluido)
o Ago2017: (IVA incluido)

Sra. Patricia Sone

Presidente CIDI

Centro de Investigacion, Desarrollo e Innovacion (CIDI).
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Potenciales VARIEDADES DE JARDIN - Coleccién de germoplasma UCV-MAS

Tipo Flor Jardin Tépalo Color Blanco Tépalo Color Lila Tépalo Rayado
Ao (s0a70cm) .

Bajo (30 a 40 cm)

E637

Baio c/aroma
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RESPUESTA DE DIFERENTES
GENOTIPOS DEL

GENERO Leucocoryne

EN EL DESARROLLO

DE UN PROTOCOLO DE
MULTIPLICACION CLONAL
MASIVA IN VITRO

Alejandro Altamira(1),*, Levi Mansur(2), Eduardo Olate(1)

1 Depto. de Cs. Vegetales, Facultad de Agronomia e Ing. Forestal, PUC.
2 Facultad de Agronomia, Pontificia Universidad Catélica de Valparaiso.

1. INTRODUCCION

Leucocoryne es un género de plantas geofitas
endémico de Chile, perteneciente a la familia
Alliaceae. Existen alrededor de 15 a 20 especies
distribuidas desde zonas desérticas cercanas a
Antofagasta hasta zonas himedas de la regién
del Biobio, aunque su mayor diversidad se
encuentra en las regiones de Coquimbo y de
Valparaiso. Las plantas de este género poseen
pequefios bulbos del tipo tunicado y presentan
un escapo floral de 30 a 80 cm de altura, con
una inflorescencia del tipo umbela con 3 a 12
flores. Su ciclo de vida por lo general toma tres
a cuatro afios desde semilla hasta la produccién
de bulbo floral.
El género Leucocoryne es conocido
nacionalmente por el nombre comun de “huilli”
y a nivel internacional como “Glory of the Sun”,
y presenta cualidades excepcionales para ser
utilizado como flor de corte, en macetas y
paisajismo, esto debido a que posee una larga
vida en florero y una gran variedad fenotipica,
que queda de manifiesto en la diversidad de
formas, disefios, colores y aromas. Su valor
ornamental ha determinado que ya esté siendo
estudiado y comercializado en Japén, Holanda
y Nueva Zelanda. Con el fin de aprovechar el
potencial comercial y proteger el patrimonio
genético se ha desarrollado un programa de
mejoramiento genético en la P. Universidad
Catélica de Valparaiso, el cual a la fecha ha

patentado y registrado a nivel internacional
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tres cultivares de flor de corte. Debido a las
desventajas que presenta la propagacion
vegetativa convencional y la heterogeneidad de
la propagacion por semillas, este trabajo apunta
hacia uno de los desafios todavia pendientes,
que es la creacién y optimizacion de protocolos
eficientes de propagacion clonal masiva in vitro

para la comercializacién de nuevos cultivares.

II. METODOLOGIA

Este estudio fue realizado en el Laboratorio de
Cultivo in vitro y Ornamentales, en la Facultad
de Agronomia e Ing. Forestal de la P. Universidad
Catdlica de Chile. Se establecieron bulbos de
4 genotipos de Leucocoryne en condiciones
in vitro. Para este fin, se elimind las tinicas
protectoras y posteriormente fueron lavados
bajo flujo de agua corriente. Al ingresarlos a
la camara de flujo laminar se asperjaron con
etanol 70%, posteriormente se desinfectaron
con cloro comercial (50 geL-1 NaOCl) y luego
se realizaron tres lavados con agua destilada
estéril. La preparacion de los explantes consistio
enlaeliminacién detodaslas catafilas dereserva
hastallegar al punto de crecimiento, eliminando
ademads la parte mas externa del plato basal.
Luego de esto fueron establecidos en tubos de
ensayo con 20mL de medio MS (Murashige and
Skoog, 1962) con adicién de 1,0 mgeL-1 de 6-
bencilaminopurina (BA), 30 geL-1 de sacarosa
como fuente de carbohidratos, 6 geL.-1 de agar

como agente gelificante y se ajusto6 el pH a 5,7.


Marcela Gonzalez E
Rectángulo


Tercer Congreso Nacional de Flora Nativa | Libro Resumen: Domesticacién

Posteriormente fueron trasladados a camara de
crecimiento con fotoperiodo de 16/8 horas luz/
oscuridad a 20+2°C hasta la semana 27 en que
fueron trasladados a camara de crecimiento
con similares condiciones pero a 15+2°C. Se
realizaron transferencias a medios frescos
cada 10 semanas. Los genotipos iniciados
correspondieron a Leucocoryne vittata, y las
selecciones clonales Leucocoryne spp. ‘Marina),
SPM-753 y SPM-157 (estas dos ultimas
provenientes del programa de Mejoramiento
Genético de la PUCV). Se evalu6 brotacion,
contaminacién y multiplicacion para cada
genotipo, hasta 16 meses luego de iniciados los
cultivos.

I1I. RESULTADOS Y DISCUSION

En la etapa de establecimiento in vitro de los
bulbos,labrotaciénalcanzé sumaximonivel para
cadagenotipounaveztranscurridounmesdesde
que fueron iniciados. Los porcentajes variaron
entre 67% y 100%, para los genotipos SPM157
y Leucocoryne spp. ‘Marina’, respectivamente.
Una etapa critica en la iniciaciéon de material
in vitro es la estabilizacion, lo que corresponde
a la obtencién de explantes viables y libres
de contaminaciéon. En este caso el maximo
porcentaje de contaminacién se observo en los
genotipos SPM753 y SPM157 (33%), mientras
que en Leucocoryne vittata solo se observo un
14%.

En cuanto a la capacidad de multiplicacion se
observo gran diferencia entre los genotipos.
Leucocoryne vittata alcanzé una tasa de
multiplicacién de 6,71 tras 16 meses (70
semanas) de cultivo. Este genotipo presentd
dos maximos distinguibles en la fase de
multiplicacidn, alcanzando tasas de 2,50 y 2,75
almomento del segundo y cuarto ciclo de cultivo
respectivamente. El primero de los peaks podria
estar relacionado con una posible influencia del
ritmo circadiano y el segundo peak podria estar
asociado a la influencia del cambio en la T° de
cultivo de 20°C a 15°C. En el genotipo SPM753
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también se observé un peak en la tasa de
multiplicacién (3,20) después de la disminucién
enlatemperaturade cultivo.ElgenotipoSPM157
obtuvo una tasa de multiplicacién acumulada
de 1,11 mientras que en Leucocoryne spp.
‘Marina’ dicho valor alcanzé solo 0,40 dado que
en este caso no se logré multiplicar el material
y, por el contrario, se observd una pérdida de
explantes inicialmente estabilizados durante el

transcurso del trabajo experimental.

IV. CONCLUSIONES

Mediante un adecuado proceso de desinfeccion
fue posible establecer material in vitro de
Leucocoryne. Dicho material fue estabilizado
y posteriormente multiplicado exitosamente
en tres de los cuatro genotipos evaluados. La
eficiencia en la tasa de multiplicacién in vitro
varianotablementeentregenotipos.Esteestudio
es un aporte a la optimizacion en el desarrollo
de protocolos de multiplicacién clonal masiva

in vitro para el género Leucocoryne.
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De la Cuadra®, C.; Vidal', K.; Lefimil', S. y Mansur?, L.
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—

El Leucocoryne es una bulbosa endémica. Su habitat se extiende de Iquique (lat. 20° S) a la Region de Los Lagos (lat. 39° S) (Mufioz, 2000; Zoellner,
1972). Presenta un alto valor ornamental (; Mansur et al., 2004; Catley, 2003; Bridgen et al., 2002; Kim and Ohkawa, 2001) y actualmente sus bulbos
son comercializados en Europa, Estados Unidos y Japén. Entender la germinacién de semillas es importante para programas de mejoramiento que

permitan desarrollar nuevas variedades y consolidar el potencial ornamental.

GERMINACION

A 10 °C se obtiene germinacion sobre el 85% en L. coquimbensis y L. purpurea
(Jara et al., 2006; De la Cuadra et al., 2002); a 20 °C la germinacion es cercana a
cero para L. coquimbensis, L. purpurea y L. ixioides (Schiappacasse et al., 2005); y
a 25 °C la germinacion es inhibida totalmente para L. purpurea (Jara et al., 2006).

Este trabajo tiene como objetivo conocer el efecto de la temperatura (10, 15, 20 y
25 °C) considerando siete genotipos.

MATERIALES Y METODOS

Semillas cosechadas en Quillota (lat. 32° S) y almacenadas en oscuridad a
temperatura ambiente (20 £ 5 °C).

La germinacion se realizé en papel himedo en oscuridad . Se utilizé cuatro
repeticiones con 50 semillas cada una por genotipo por cada temperatura. Se
consider6 germinada cuando la radicula fue de 2 mm. Si el genotipo no alcanzé el
85% de germinacion en al menos una temperatura, se realizé un test de tetrazolium
(ISTA, 2003).

Los datos de germinacion de cada combinacion genotipo temperatura de cada
experimento fue ajustada segun el modelo p=A{7-exp[-k(t-t,))]} desarrollado por
Mobayen (1980), en donde p es el porcentaje de germinacion en el tiempo ().

RESULTADOS

Las curvas de germinacion se ajustan al modelo descrito por Mobayen (1980)
presentando altos coeficientes de determinacion (R?).

En semilla almacenada por 4 meses, todos los genotipos alcanzan su maxima
germinacion a 10 °C. A 15 °C, L. aff. violacescens y L. ixioides disminuyen en 30%.
A 20 °C, disminuye significativamente, siendo nula a 25 °C. (Tabla 1)

Si la semilla es almacenada por 16 meses, todos los genotipos alcanzan su
maxima germinacién a 10 y 15 °C. A 20 °C, disminuye un 30%, siendo nula a 25 °C.
(Tabla 2)

Todos los genotipos alcanzaron una germinacion superior al 88% a excepcién de
L. dimorphopetala con 53%. Test de tetrazolium indicé viabilidad de 84%.

Tabla 1. Efecto de la temperatura en la germinacion de semilla de Leucocoryne
almacenada por cuatro meses usando el modelo p=A{7-exp[-k(t-to)]}.

A = porcentaje maximo de germinacion to = tiempo de germinacion de primera semilla
k = medida de dispersion de la germinacion 1/ta» = velocidad media de germinacion

Temperatura R? A (%) to(d) k(d™) (™)
L. dimorphopetala

10°C 0.98 48 a’ 64 a 0.164 b 0.094 a
15°C 0.91 53 a 4.7 a 0.417 ab 0.157 a
20°C 0.91 12 b 38 a 0.361 a 0.176 a
25°C ifis 0

L. coquimbensis

10°C 0.95 93 a 83 a 0.319 a 0.096 a
157C, 0.99 92 a 52 a 0459 a 0.149 a
20°C 0.95 59 b 6.8 a 0.214 a 0.099 a
25°C T 0

L. purpurea

10°C 0.96 85 a 7.8 a 0.342 a 0.102 a
15°C 0.97 89 a 52 a 0.604 a 0.158 a
20°C 0.99 54 b 42 a 0.309 a 0.155 a
25°C T 1

L. aff. violacescens

10°C 0.96 9% a 87 a 0.355 a 0.094 a
15°C 0.93 68 b 6.0 a 0.498 a 0.135 a
20°C T 0

25°C T 0

L. aff. vittata

10°C 0.96 94 a 81 a 0.518 a 0.106 a
15°C 0.97 95 a 53 a 0.837 ab 0.164 a
20°C 0.91 30 b 7.7 a 0.205 b 0.090 a
25°C T 0

L. ixioides

10°C 0.97 88 a 8.6 a 0.213 ab 0.084 b
15°C 0.99 58 b 52 a 0.225 a 0.120 a
20°C 0.97 17 © 58 a 0.172 b 0.102 ab
25°C T 2

“No se ajustd el modelo p=Af1-exp[-k(t-ts}} por escasez de puntos de la curva de germinacion
*Valores seguidos de letras iguales no presentan diferencias significativas con a < 0.05.
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Tabla 2. Efecto de la temperatura sobre la germinacioén de semilla de Leucocoryne
almacenada por 16 meses usando el modelo p=A{7-exp[-k(t-to)]}.

A = porcentaje maximo de germinacion to = tiempo de germinacién de primera semilla
k = medida de dispersion de la germinacién 1/ta2 = velocidad media de germinacion

Temperatura R? A (%) to(d) k(d™") 1fa(d™)
L. purpurea

10°C 0.99 92 a’ 9.2 b 0.471 b 0.094 b
15°C 1.00 93 a 49 a 0.659 a 0.168 a
20°C 0.96 72 b 32 a 0.465 b 0.214 a
25°C 1 3

L. vittata

10°C 0.90 94 a 75 a 0.338 ab 0.105 a
15°C 0.98 94 a 45 a 0.622 a 0177 a
20°C 0.98 81 b 29 a 0.295 b 0.191 a
25°C T 1

L. aff. vittata

10°C 0.95 93 a 83 a 0.383 a 0.099 a
15°C 0.96 91 a 49 a 0.683 a 0.170 a
20°C 0.90 62 b 49 a 0.211 b 0122 a
25°C T 1

L. ixioides

10°C 0.91 87 a 6.7 a 0.128 b 0.083 a
15°C 0.98 81 a 58 a 0.390 a 0.131 a
20°C 0.89 67 b 6.9 a 0.185 b 0.094 a
25°C T 1

“No se ajustd el modelo p=A(1-exp[-k(t-t;)J} por escasez de puntos de la curva de germinacion.
¥Valores seguidos de letras iguales no presentan diferencias significativas con a < 0.05.

DISCUSIONES

Las semillas de Leucocoryne se comportan de manera similar a las de una
especie anual de invierno.

L. dimorphopetala presentaria algin mecanismo de dormancia. Presenta la
distribucion mas al norte y pertenece a un linaje distinto (Jara-Arancio et al.,
2014).

Al comparar semillas almacenadas por 4 con 16 meses, se observa una
mejora en la germinaciéon a 20 °C a mayor tiempo de almacenaje (Fig. 1).
Semillas de Leucocoryne responderian al after-ripening (Finch-Savage and
Leubner-Metzger, 2006)

a) 100 100
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P (%Germinacion)
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Fig. 1. Efecto de la temperature 10 ( —), 15 ( = =) y 20°C ( -+ ) en semillas de (a) L.

purpurea, (b) L. aff. vittata and (c) L. ixiodes almacenadas por 4 y 16 meses.
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Temperature Effect on Seed Germination in the Genus Leucocoryne (Alliaceae)

Additional index words. Glory of the Sun, huilli, supraoptimal germination temperature,

adaptive strategy.

H)

Abstract. Leucocoryne is a Chilean endemic genus from the Alliaceae family. It is an
emerging crop with some registered varieties, currently oriented to a niche
ornamental market. In the present work, seed germination in Leucocoryne
dimorphopetala, L. coquimbensis, L. purpurea, L. aff. vittata, L. aff. violacescens and L.
ixioides for seeds stored for four months and in L. purpurea, L. vittata, L. aff. vittata
and L. ixioides for seeds stored for up to 16 months was analyzed at 10, 15, 20 or 25 °C.
Germination data was analyzed by the previously developed time-germination model
p=A{1-exp[-k(t-t,)]}. Each germination curve had a coefficient of determination (R?)
higher than 0.89, except when there was lack of germination. Results show that higher
germination was better achieved at lower (10 or 15 °C) rather than at the higher
temperatures (20 or 25 °C). When comparing germination results at temperatures of
10 and 15 with results at 20 °C, germination decreased by at least 30% and became
near zero at 25 °C in seed stored for four months. Similarly when seeds were stored for
16 months, germination decreased by approximately 20% at 20 °C, and again was near

zero for germination at 25 °C. These germination habits of Leucocoryne are interpreted
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a)

as an adaptive strategy to its natural habitats. In addition, L. dimorphopetala presents
a type of dormancy and other species (L. purpurea, L. ixioides and L. aff. vittata) may

be sensitive to after-ripening changes during storage.

The genus Leucocoryne Lindley is endemic to Chile and is one of the 12 genus in the
Alliaceae family from South America (Rahn, 1998). Its habitat extends from the
northern Atacama desert of Chile, near the city of Iquique (lat. 20° S) (Mufoz, 2000;
Zoellner, 1972) to the southern region of the Humid Lake District (lat. 39° S) (Mufioz
and Moreira, 2000). Cytologically it has been divided into two mayor plant groups with
chromosome numbers of 2n =10 (n = 5) or 2n = 18 (n = 9) (Araneda et al., 2004; Crosa,
1998; Jara-Arancio et al., 2012). This geophyte genus has been shown to have high
ornamental value due to its long-vase life, various colors and shapes and its ability to
grow in pots or gardens alongside cacti with limited irrigation (Bridgen et al., 2002;
Catley, 2003; Kim and Ohkawa, 2001; Mansur et al., 2004). There are three commercial
varieties currently available in Chile and several others in Holland. Bulbs are
commercially available in Chile, Japan, Holland, the United States and others. The
understanding of seed germination, growth and development is important for
breeding purposes and sexual propagation of these species as an ornamental crop (De
la Cuadra et al., 2002; De la Cuadra and Mansur, 2004; Kim et al., 1998a, 1998b).

It is known that seed germination over 85% of Leucocoryne coquimbensis and L.
purpurea happens at 10 °C (Jara et al.,, 2006; De la Cuadra et al.,, 2002); for L.
coquimbensis, L. purpurea and L. ixioides germination is near zero at 20 °C

(Schiappacasse et al., 2005); and in L. purpurea is totally inhibited at 25 °C (Jara et al.,
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2006). Although optimal germination temperature is unknown, the studies above
indicate that temperatures at or above 20 °C inhibit germination and at 10 °C
germination is enhanced. Our work aims to achieve further precision of the effect of
temperature on seed germination, in five species and two species affinis originating

from Central (lat. 33° S) to the far North of Chile (lat. 20° S).

Materials and Methods

Seven genotypes were studied including L. dimorphopetala, L. coquimbensis, L.
purpurea, L. vittata, L. ixioides, L. aff. vittata, and L. aff. violacescens (Fig. 1). All these
have been described by Araneda et al. (2004) and De la Cuadra et al. (2002). L. aff.
vittata and L. aff. violacescens are still taxonomically unresolved, and have been
classified in previous studies as ecotypes Pichicuy and Alcones respectively (Araneda et
al., 2004; Mansur et al., 2004; De la Cuadra et al., 2002).

Seeds of the genotypes studied in the present work were harvested in 2013 (then
stored for four months) and 2012 (then stored for 16 months) from ex situ bulb
collection grown in unheated greenhouse at the School of Agronomy of the Pontificia
Universidad Catélica de Valparaiso, in Quillota (lat. 32°53’ S; long. 71°12" W), Chile.
Manual seed cleaning was performed after harvest and seeds of uniform size from
each genotype were obtained for the experiments.

Before sowing, seeds were disinfected with captan (Captan® 50WP; N-
Trichloromethylthio-4-cyclohexene-1,2-dicarboximide; Arysta LifeScience North
America, LLC, Cary, NC) at 1 g/100 mL for 3 minutes and rinsed 3 times with distilled
water. Germination was performed on moist paper in Petri dishes, under dark

conditions at 10, 15, 20 or 2512 °C. Each replicate consisted of a Petri dish containing
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50 seeds of a given genotype. A complete randomized design was used with four
replicates randomly distributed inside the incubator corresponding to the temperature
treatment. Germination evaluation was performed every two days. Seeds were
considered as germinated when the radicle was 2 mm or longer. If a genotype did not
reach 85% germination in at least one of the temperature treatments, a tetrazolium
test was performed to check seed viability (International Seed Testing Association,
2003).

Two independent experiments were conducted, one with seed stored for four months
(harvested in 2013) and a second with seeds stored for 16 months (harvested in 2012).
Experiment 1. This was performed on seeds of L. dimorphopetala, L. coquimbensis, L.
purpurea, L. aff. vittata and L. aff. violacescens and L. ixioides, stored for four months
after harvest. Dry storage was performed at room temperature (20 = 5 °C) and relative
humidity between 50 and 70%, under dark conditions in paper bags.

Experiment 2. This was performed on seeds of L. purpurea, L. vittata, L. aff. vittata and
L. ixioides under the same temperature treatments with seeds stored for 16 months
under the same conditions as the previous experiment.

The germination data for each treatment in each experiment was fitted to the model
p=A{1-exp[-k(t-t;)]} developed by Mobayen (1980), where p is germination percentage
at every determined time (t), A is the final maximum germination achieved, t, is the
estimated time to the first germinated seed and k is measure of the spread of
germination time. High and low values of k indicate short and long time required from
the first to the last seed to germinate, respectively. Median germination rate is
determined as 1/t,,,, where t,, is the time required to reach median seed germination

and is calculated as t, + 0,693/k.
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A confidence interval for proportions was used for final maximum germination (A) at P
< 0.05. Differences for ty k and 1/t,,, were tested by calculating the corresponding

regression coefficients confidence intervals (Walpole and Meyers, 1992).

c) Results

The seed germination process in Leucocoryne did fit the seed germination model
described by Mobayen in 1980 (Fig. 2). Each germination curve had a coefficient of
determination (R?) higher than 0.89, except when there was lack of germination data
at 25 °C for all genotypes, and at 20 °C for L. aff. violacescens (Table 1 and 2).

When seed was stored for four months, the highest germination percentages were
achieved at 10 °C for all species studied. At 15 °C, the results show that L.
dimorphopetala, L. coquimbensis, L. purpurea and L. aff. vittata were not significantly
different than at 10 °C. However, for L. aff. violacescens and L. ixioides, final maximum
germination (A) decreased by approximately 30% when compared to germination at
10 °C. When temperature was raised to 20 °C, A decreased by at least 30% and
inhibited germination almost completely in L. aff. violacescens. Finally, germination
was nearly zero at 25 °C for all genotypes (Table 1). For seed stored for 16 months,
higher germination was observed at lower (10 or 15 °C) rather than at the higher
temperatures (20 or 25 °C). A similar trend was observed, where increasing
temperature to at 20 °C, decreased germination by around 20% for most genotypes
and 13% in the case of L. vittata (Table 2).

Considering both experiments, the final germination at either 10 or 15 °C was over
88%. The only exception was L. dimorphopetala in experiment 1, where germination

reached a maximum of only 53%. A tetrazolium test performed showed a seed
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viability of 84% for L. dimorphopetala and 91% for L. vittata which was used as control
in the test.

To differentiate the performance of the germination process between 10 and 15 °C,
the remaining parameters t,, k and 1/t,,, were considered. In cases where differences
for these parameters were significant, they always show that 15 °C is a better
condition than 10 °C for seed germination (Table 1 and 2). At 15 °C, the estimated time
to the first germinated seed (t;) was shorter. On the other hand, the measure of the
spread of germination time (k) and median germination rate (1/t,.,) were higher.
Discussion

Leucocoryne is a geophyte adapted to grow in the Desert and Mediterranean climate
of Chile being an important component of the Blooming Desert (Jara et al., 2006;
Mufioz and Moreira, 2000; Zoellner, 1972). In natural habitat, if rainfall is over 40 mm
(Vidiella and Armesto, 1989), the bulbs sprout from fall to winter, then flower, and set
seed at approximately 100 to 120 days from sprouting (Kim et al., 1998a). After the
plant reaches maturity the seeds remain in the soil until next winter and if it rains, they
will germinate and form a small bulb (De la Cuadra and Mansur, 2004; Mansur et al.,
2004). Based on our field observations and the data presented in this work, we
conclude that Leucocoryne seeds in the first year seem to behave as a winter annual,
germinating in the winter and senescing in late spring or early summer.

It would be logical to expect that seeds of Leucocoryne have acquired some adaptive
strategy as a way to survive in its natural habitat where summers are hot and dry, and
winters are have mild temperatures with unpredictable rain (Novoa and Villaseca,
1989). For all species germination is almost totally inhibited at temperatures of 25 °C.

This could be interpreted as an adaptation to their natural habitats, where avoiding
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germination during hot dry summers would be determinant for the survival of the
species (Baskin and Baskin, 1998; Figueroa et al., 2004). If a late spring or summer rain
event does occur, it is usually not followed by later similar events that would allow the
germinated plantlet to complete its cycle.

Notably in L. dimorphopetala germination at 10 or 15 °C was only 50%, yet the seed
was 84% viable after four months of storage at 20 + 5 °C, indicating that a type of seed
dormancy mechanism is present in this species. L. dimorphopetala, unlike the other
species studied in this work, is characteristic from desert climate and based on
molecular data (Jara-Arancio et al, 2014) and flower morphology (L. Mansur,
unpublished data) belongs to a different lineage. Under the extreme dryness of the
Atacama Desert, inhibition of germination during winters with lack of rain and
successive hot summers could be a determinant factor of its survival strategy where its
seeds can only germinate when the phenomena of Blooming Desert occurs (Gutiérrez
and Meserve, 2003).

When comparing germination of seeds stored for four months versus 16 months,
inhibition observed at 20 °C decreased after the longer storage (Fig. 3). Germination
requirements may change during storage at 20 + 5 °C, where at supraoptimal
temperatures, older seeds (stored for 16 months) have higher germination rate than
fresh seeds (stored for four months). Leucocoryne seeds may be sensitive to after-
ripening changes in dry seed, characterized by widening the temperature range or

window permissive for germination (Finch-Savage and Leubner-Metzger, 2006).

This work and that of Jara et al. (2006) shows that L. purpurea, as well as L.
dimorphopetala, L. coquimbensis, L. purpurea, L. vittata, L. ixioides, L. aff. vitatta and L.

aff. violacescens are able to achieve their maximum germination values (A) at 10 °C.
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For most of the genotypes analyzed them, 15 °C can also be considered optimal. For all
of the species them, data suggests that 20 °C and higher are supraoptimal
temperatures for germination. When working on laboratory experiments, creating
conditions similar to those that the species are adapted to in nature may help
achieving optimum growth objectives (Vidal et al., 2012), which in this case are high
maximum rate (A), fast (t, and 1/t,;;) and uniform germination (k) which in nature
occurs from late fall to early spring, when temperatures are around 10 to 15 °C (Novoa

and Villaseca, 1989).
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Table 1. Temperature effect on germination of Leucocoryne seeds stored for 4 months before
sowing. A is the final maximum germination achieved, t, is the estimated time to the first
germinated seed and k is measure of the spread of germination time, 1/t,/, corresponds to

median germination time.

Temperature R? A (%) to(d) k(d™?) 1/ta5(d ™)

L. dimorphopetala

10°C 0.98 48 a' 6.4 a 0.164 b 0.094 a
15°C 0.91 53 a 4.7 a 0.417 ab 0.157 a
20°C 0.91 12 b 3.8 a 0.361 a 0.176 a
25°C t 0

L. coquimbensis

10°C 0.95 93 a 83 a 0.319 a 0.096 a
15°C 0.99 92 a 5.2 a 0.459 a 0.149 a
20°C 0.95 59 b 6.8 a 0.214 a 0.099 a
25°C t 0

L. purpurea

10°C 0.96 85 a 7.8 a 0.342 a 0.102 a
15°C 0.97 89 a 5.2 a 0.604 a 0.158 a
20°C 0.99 54 b 4.2 a 0.309 a 0.155 a
25°C t 1

L. aff. violacescens

10°C 0.96 96 a 8.7 a 0.355 a 0.094 a
15°C 0.93 68 b 6.0 a 0.498 a 0.135 a
20°C t 0

25°C t 0

L. aff. vittata

10°C 0.96 94 a 8.1 a 0.518 a 0.106 a
15°C 0.97 95 a 53 a 0.837 ab 0.164 a
20°C 0.91 30 b 7.7 a 0.205 b 0.090 a
25°C t 0

L. ixioides

10°C 0.97 88 a 8.6 a 0.213 ab 0.084 b
15°C 0.99 58 b 5.2 a 0.225 a 0.120 a
20°C 0.97 17 c 5.8 a 0.172 b 0.102 ab
25°C T 2

265

266  “Mobayen’s model, p=A{1-exp[-k(t-ty)]}, does not fit due lack of germination data.



267  YValues in the same column in the same genotype, followed by the same letter have no
268  statistically significant difference at P < 0.05.

269



270

271  Table 2. Temperature effect on germination of Leucocoryne seeds stored for 16 months before
272 sowing. A is the final maximum germination achieved, t, is the estimated time to the first
273 germinated seed and k is measure of the spread of germination time, 1/t,,, corresponds to

274 median germination time.

Temperature R? A (%) to(d) k(d™) 1/tao(d™)
L. purpurea

10°C 0.99 92 a' 9.2 b 0.471 b 0.094 b
15°C 1.00 93 a 49 a 0.659 a 0.168 a
20°C 0.96 72 b 32 a 0.465 b 0.214 a
25°C 1N 3

L. vittata

10°C 0.90 94 a 7.5 a 0.338 ab 0.105 a
15°C 0.98 94 a 45 a 0.622 a 0.177 a
20°C 0.98 81 b 29 a 0.295 b 0.191 a
25°C t 1

L. aff. vittata

10°C 0.95 93 a 83 a 0.383 a 0.099 a
15°C 0.96 91 a 49 a 0.683 a 0.170 a
20°C 0.90 62 b 49 a 0.211 b 0.122 a
25°C t 1

L. ixioides

10°C 0.91 87 a 6.7 a 0.128 b 0.083 a
15°C 0.98 81 a 5.8 a 0.390 a 0.131 a
20°C 0.89 67 b 6.9 a 0.185 b 0.094 a
25°C t 1

275

276  *Mobayen’s model, p=A{1-exp[-k(t-ty)]}, does not fit due lack of germination data.

277 Y Values in the same column in the same genotype, followed by the same letter have no
278  statistically significant difference at P < 0.05.

279
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k) Figures

Fig. 1. Leucocoryne genotypes: a) L. dimorphopetala, b) L. coquimbensis, c) L. purpurea, d) L.

vittata, e) L. ixioides, f) L. aff. vittata, and g) L. aff. violacescens.
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288 Fig. 2. Example of typical germination curves fitted to Mobayen’s model. (1) Seeds of L.
289 dimorphopetala stored for 4 months and germinated at 10°C. (2) Seeds of L. vittata stored for
290 16 months and germinated at 152C.
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298 Fig. 3. Effect of temperatures of 10 (—), 15 (= =) and 20°C{(--.--) on seeds of (a) L. purpurea,
299 (b) L. aff. vittata and (c) L. ixiodes stored for 4 or 16 months.
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GRADOS ACADEMICOS:

Bachelor of Science Colorado State University USA 1981
Master of Science en Agronomia Washington State University USA 1983
Doctor of Philosophy en Genética University of California, Davis USA 1987
CARGOS ACTUALES

Profesor Titular (desde 1996) P. Universidad Catélica de Valparaiso (PUCV)
Empresario (desde 1995) Fundador y Duefio Mansur Agricultural Service Ltda.

Empresa de Servicios de Mejoramiento Genético para
universidades y empresas multinacionales

CARGOS ACADEMICOS RELEVANTES

Institucion Cargo Desde Hasta
IOWA STATE UNIVERSITY (USA) Assistant Professor 1987 1991
UNIVERSITY OF UTAH (USA) Research Assistant Professor 1991 1993
PRINCIPALES ESTUDIOS Y CONSULTORIAS
Temas Contratante Desde Hasta
GENETICA DE MAIZ MAS 2003 Presente
MAPEO GENETICO DE SOYA MAS 1996 Presente
MAPEO GENETICO DE SOYA University of Utah 1991 1996
MAPEO GENETICO DE SOYA | lowa State University 1987 1991
EVALUADOR DE PROYECTOS Fondecyt, Fondef, Corfo Innova 1996 PRESENTE
EVALUADOR DE MANUSCRITOS Crop Science, Electronic J. of Biotec 1993
PRESENTE

Chilean Journal of Agricultural Research,
Agric. Técnica, FONCyT

PUBLICACIONES CIENTIFICAS EN REVISTAS CON COMITE EDITORIAL
RECURSOS GENETICOS CHILENOS

Roman Kubec, Petra Krejéovda, Mansur, L., and Nicolas Garcia. 2011. Distribution of S-substituted
cysteine derivatives in Alliaceae species. Phytochemistry (/n review)

Mansur, L. and M. Cisternas 2005. Leucocoryne talinensis (Alliaceae), a New Species from Chile. Novon

15:324-326.

Salas P. and L Mansur. 2004. Gene flow between parents with different ploidy pevels in a natural
population of Leucocoryne. J. Amer. Soc. Hort. Sci. 129:833-835.

Mansur L., M. Gonzalez, |. Rojas, P. Salas. 2004. Self incompatibility in the Chilean endemic genus
Leucocoryne (Huilli). J. Amer. Soc. Hort. Sci. 129:836-838.

De la Cuadra and L. Mansur. 2004. Descripcién de la primera etapa del ciclo de vida de Leucocoryne
purpurea Gay y dos ecotipos: semilla a bulbo. Agricultura Técnica 64:205-212.

Araneda L. P. Salas, and L. Mansur. 2004. Chromosomes numbers in the Chilean endemic genus

Leucocoryne (Huilli). J. Amer. Soc. Hort. Sci. 129:77-80.



Mansur_Levi. 2002. Discovery, access, and ownership of genes in the era of molecular biology.
Electronic Journal of Biotecnology www.ejb.org Mayo 2002.

De la Cuadra, L. Mansur, G. Verdugo, y L. Arriagada. 2002. Deterioro de las semillas de Leucocoryne
spp. en funcién del tiempo de almacenaje. Agricultura Técnica 60:38-45.

GENETICA DE SOYA

Salas, P., J.C. Oyarzo-Llaipen, D. Wang, K. Chase, and L. Mansur. 2006. Genetic mapping of seed
shape in three recombinant inbred lines of soybean. Theor. And Appl. Gen. 113: 1459-1466.

Terry, L.I., K. Chase, T. Jarvik, J. Orf, L. Mansur, K.G. Lark. 2000. Soybean quantitative trait loci for
resistance to insects. Crop Science 40: 375-382.

Terry, L.I,, K. Chase, T. Jarvik, J. Orf, L. Mansur, K.G. Lark. 2000. Insect resistance to insects in
recombinant inbred soybean lines derived from non resistant parents. Entomol. Exp. Appl.
91:465-476.

Orf, J.H., K. Chase, T Jarvik, L.M. Mansur, P.B. Cregan, F.L. Adler, and K.G. Lark. 1999. Genetics of
soybean agronomic traits: |. comparison of three related recombinant inbred populations. Crop
Sci. 39:655-659.

Orf, J.H., K. Chase, L.M. Mansur, F.L. , Adler, and K.G. Lark. 1999. Genetics of soybean agronomic
traits: Il. Interactions between yield quantitative trait loci in soybean. Crop Sci. 660-665.

Mansur L.M., J. Orf, and K.G. Lark. 1996. Genetic mapping of agronomic traits using recombinant
inbreds lines of soybean (Glycine max L. [Merr.]). Crop Sci. 36:1327-1336.

Lark K.G., K. Chase, F. Adler, L.M. Mansur, and J. Orf. 1995.

Interactions between quantitative traits loci in soybean in which trait variation at one locus is
conditional upon a specific allele at another. Proc. Nat. Acad. of Sci. 92:4656-4660.

Mansur L.M. and J. Orf. 1995. Evaluation of soybean recombinant inbreds for agronomic
performance in northern USA and Chile. Crop Sci. 35:422-425.
Lark, K.G., J. Orf, and L.M. Mansur. 1994. Epistatic expression of

quantitative trait loci (QTL) in soybean [Glycine max (L.) Merr.] determined by QTL association
with RFLP alleles. Theor. Appl. Genet. 88:485-489.

Keim , P. W.D. Beavis, J.M. Shupp, B.M. Baltazar, L.M. Mansur, R.E.

Freestone. 1994. RFLP analysis of breeding populations: I. Genetic structure differences due to
inbreeding methods. Crop Sci. 34:55-62.

Hawbaker, M.S., W.R. Fehr, L.M. Mansur, R.C. Shoemaker, and

R.G. Palmer. 1993. Genetic variation for quantitative traits in soybean lines derived from tissue
culture. Theor. Appl. Genet. 87:49-53.

Mansur L.M., K.G. Lark, H. Kross, and A. Oliveira. 1993. Interval mapping of quantitative trait loci for
reproductive, morphological and seed traits in (Glycine max L.). Theor. Appl. Genet.86:907-913.


http://www.ejb.org/

Mansur L.M., J. Orf, and K.G. Lark. 1993. Determining the linkage of quantitative trait loci to RFLP
markers using extreme phenotypes of recombinant inbreds of soybean (Glycine max L. Merr.).
Theor. Appl. Genet. 86:914-918.

Mansur, L.M., A. Carriquiry and A. P. Rao-Arelli. 1992. Generation mean analysis of resistance to race 3
of the soybean cyst nematode. Crop Sci. 33:1249-1253.

Mansur L.M. 1992. Resistance in Pl 437654 to iron-deficiency chlorosis deficiency. Crop Sci. 32:1137-
1138.

Baltazar, B. and L.M. Mansur. 1992. Identification of restriction fragment length polymorphisms (RFLP's)
to map soybean cyst nematode resistance genes in soybean. Soybean Genetic Newsletter
19:67-69.

Diers, B., L.M. Mansur, and R. Shoemaker. 1992. Mapping Phytophthora resistance loci with restriction
fragment length polymorphism markers. Crop Science 32:377-383.

Mansur, L.M., H. Tachibana, S. Rodriguez de Cianzio, W. Fehr, S. Schultz, K. Bidne, and R. Ruff. 1991.
Registration of "Newton' soybean. Crop Science 31:848.

Cianzio, S.R., H. Tachibana, L.M. Mansur, W. R. Fehr, T.L. Niblack S.P. Shultz and R. Ruff. and S.P.
Schultz. 1991. Registration of A20 soybean resistant to brown stem rot, iron-deficiency chlorosis,
and soybean cyst nematode. Crop Science 31:1713-1714.

Mansur L.M., K. Hadder, and J.C. Suérez. 1990. Computer program to calculate population size
necessary to recover any number of individuals exhibiting a trait. J. of Heredity 81:407-408.

Mansur, L.M., C.O. Qualset, D. Kasarda, and R. Morris.1990. Effects of *Cheyenne' chromosomes on
milling and breadmaking quality of "Chinese Spring' wheat in relation to glutenin and gliadin
storage protein fractions. Crop Sci. 30:593-602.

Mansur, L.M.,C.F. Konzak, A. Grama, Z. Gerechter-Amitai, and A. Blum. 1986. Quantitative variation in
the kernel proteins among 841 accessions of Triticum dicoccoides estimated by SDS-PAGE.
Theor. Appl. Genet. 72: 296-301.

Mansur, L.M., C.F. Konzak, A. Grama, Z. Gerechter-Amitai and A. Blum. 1985. Computer assisted
analysis of the kernel protein genetic variability in Triticum dicoccoides collections. Theor. Appl.
Genet. 69: 79-86.

CAPITULOS EN LIBROS

Mansur Levi. 2003. Computer program to calculate population size. In: Handbook of formulas and
software for plant geneticists and breeders. Manjit Kang Ed.

Mansur Levi. 2003. Leucocoryne: Life cycle, self-incompatability and genetic plasticity in the design and
color of Leucocoryne flowers. In: Leucocoryne: A native Chilean genus and its use as a garden
plant. 12 ed. Remco Ltda. Vifia del Mar, Chile. 45 pp.

Mansur Levi. 2002. Leucocoryne: Ciclo de vida, autoincompatibilidad y plasticidad genética en disefio y
color de sus flores, pp. 9-15. In: Leucocoryne, un género nativo chileno y su uso como planta de
jardin. 12 ed. Remco Ltda. Vifia del Mar, Chile. 50 pp.

Mansur LM et al. 2000. Mejoramiento genético genético en Leucocoryne spp. In: Seminario. In: Los
gedfitos nativos y su importancia en la floricultura. P. Pefiailillo, F. Schiappacasse eds.
Universidad de Talca. Talca. Chile.

Chang J.F. R.C. Cantrell, L.M. Mansur, F. Marquez-Sanchez, C. Mungoma, J.Niederhauser, R. Sevilla.
1992. Tactical strategies for building international multidisciplinary research teams. In



International Crop Sci. | p. 863-865. D.R. Buxton, R. Shibles, R.A. Forsberg, B.L. Blad, K.H.
Asay, G.M. Paulsen, and R.F. Wilson eds. Crop Science Society of America Wisconsin, USA.

Mansur Levi, K. Lark, and J. Orf. 1995. Enhancing collaborative genetic research using recombinant
inbred lines. In: Biotecnologia en relacién con técnicas mutagénicas para el mejoramiento
genético vegetal. Carlos Mufioz Schick Ed. INIA, Serie La Platina No 64, Santiago, Chile.

OTRAS PUBLICACIONES CIENTIFICAS RELACIONADAS A RECURSOS GENETICOS CHILENOS

Mansur, L. y C. de la Cuadra. 2004. EI caso Leucocoryne. Bulbosas chilenas: conservacion,
mejoramiento y propiedad intelectual. Tierra Adentro (Chile) Julio-Agosto p. 44-47.

Arriagada, L., Mansur L., Zoellner, O., Verdugo G., de la Cuadra, C., Chellet V., Vergara R., y Quiroz, M.
2000. Creacion Ex Situ de una coleccion del género Leucocoryne. Gayana Botanica Vol. 57 p.
90.

Chellet V., Mansur L., Verdugo G. Arriagada L., Zoellner O., de la Cuadra, C. y Vergara R. 2000.
Ganancia de peso fresco y produccién de bulbillos en relacion al peso inicial del bulbo madre y el
tipo de invernadero en Leucocoryne ssp. Gayana Botanica Vol. 57 p.90.

de la Cuadra, C., Mansur L., Verdugo G., Arriagada, L., Zoellner, O., Chellet V., Quiroz, M. y Vergara R.
2000a. Efecto del tiempo de almacenaje sobre la germinacion de Huilli (Leucocoryne spp.)
Gayana Botanica Vol. 57 p. 32.

de la Cuadra, C., Mansur L., Verdugo G., Arriagada, L., Zoellner, O., Chellet V., Quiroz, M. y Vergara R.
2000b. Descripcion de la fenologia y del crecimiento de Leucocoryne spp. Semilla a bulbo.
Gayana Botéanica Vol. 57 p. 94.

Quiroz, M., Mansur L., Gresshoff, P., Zoellner, O., y Arriagada, L., . 2000. DNA amplification fingerprinting
como herramienta para la clasificacion taxénomica del género Leucocoryne (Liliaceae). Gayana
Botanica Vol. 57 p. 25.

Mansur L., de la Cuadra Carlos, Chellet Victoria, Verdugo Gabriela, Arriagada Luis, Quiroz Mauricio.
2000. Mejoramiento Genético en Leucocoryne spp. Simposio Los gedfitos nativos y su
importancia en la agricultura. Univ. de Talca Noviembre 1999.

Mansur, L., G. Verdugo, L. Arriagada, O. Zoellner, C. de la Cuadra, V. Chellet, M. Quiroz, y R. Vergara.
1999. Bases para un programa de mejoramiento genético del Huilli (Leucocoryne spp.) Congreso
No 50 de la Sociedad Agronémica de Chile. Pucén, Chile.

PRESENTACIONES A CONGRESOS NACIONALES E INTERNACIONALES
Ha presentado més de 100 seminarios en reuniones cientificas en Latinoamérica, Medio Oriente,
Estados Unidos y Europa.

OTROS LOGROS

Pionero en mapeo genético con marcadores moleculares en soya. Desarrolla la primera poblaciéon de
lineas recombinantes homozigotas de soya siendo esta (Minsoy x Noir I) la poblacién referencial de la
USDA (EEUU) y de mayor tamafio y densamente mapeada del mundo. Es también autor de la poblacion
de mapeo genético mas importante de la empresa Pioneer, una de las semilleras mas grandes del
mundo (BSR 101 x Pl 437654). Es co-autor de las siguientes variedades de soya: Hardin 91, Kenwood
BC, Conrad BC, Newton, I1A1006, IA 2008, IA2014, 1A2015, IA 3003, y IA3005. Logra las primeras
patentes por chilenos en USA de variedades ornamentales a partir de plantas nativas chilenas.

PATENTES
Co-autor de tres variedades de Leucocoryne (planta nativa y endémica chilena) patentadas en
USA.
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CURRICULUM VITAE
ELIAS MANSUR O°'DOWD

EDUCACION SUPERIOR:

Licenciado en Psicologia y Comunicaciones, University of California, Davis, USA, 2003-
2006.

Associate Degree (dos afios) en Ciencias Sociales, Sacramento City College, California, USA,
2001-2003.

Técnico en Administracion de Empresas con especializacién en Marketing y Finanzas,
Instituto Nacional de Capacitacién (INACAP), Santiago, Chile, 1996-1998.

EXPERIENCIA PROFESIONAL:

2011- Presente: Mansur Agricultural Service Ltda. Subgerente de Finanzas. Asiste en la
administracion en empresa familiar de exportacion de semillas y servicios de
mejoramiento genético. Responsabilidades incluyen: gestién comercial, finanzas,
presupuestos, coordinar con contador planificacidn tributaria.

2007-2010: Law Office of Roni Lynn Deutch, Sacramento, California

Ejecutivo de ventas bilinglie (Espafiol-Inglés) de servicios de asesorias legales. Llega a ser
el mejor de 36 vendedores

demostrable el afio 2009.



2006-2007: Visa, Bank of America, Sprint, Earthlink others companies
Coordinador de Promociones de Marketing. Coordina la puesta en marcha de
promociones de lanzamientos de nuevos productos utilizando técnicas de marketing.

2001-2006: Dueio, Mansur Service Company - Davis, California, USA.
Emprende con una pequeiia empresa de servicios para ancianos y discapacitados de
manera de obtener ingresos para costear sus estudios universitarios.

Agosto 1998-Junio 2001 Subgerente Mansur Agricultural Services Ltda. - Los Andes, Chile
www.mas-plantbreedingservices.com.

Encargado de administracion en empresa familiar de exportacién de semillas y servicios de
mejoramiento genético. Responsabilidades incluyen adquisiciones presupuestos, salarios,
coordinar con contador planificacidn tributaria.

Otros cursos:

Curso intensivo de Contabilidad, INACAP, Santiago, Chile, 2001

Curso intensivo de computacion nivel usuario (Word, Excel, Power Point etc.), INACAP,
Chile, 2001.


http://www.mas-plantbreedingservices.com/
Marcela Gonzalez E
Rectángulo
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CURRICULUM VITAE

EDUARDO ALEJANDRO OLATE MUNOZ

I. ESTUDIOS UNIVERSITARIOS

Posgrado
Mayo 2006. Grado de Ph.D. tesis “CHILEAN GEOPHYTES: MICROPROPAGATION AND CUT
FLOWER PRODUCTION”. Department of Plant Science, University of Connecticut, USA.

Pregrado

Abril 1993. Tesis de Grado "Efecto del calcio sobre la actividad del glifosato”, Titulo
Profesional de Ingeniero Agronomo y el grado académico de Licenciado en Agronomia.
Facultad de Agronomia, Pontificia Universidad Catoélica de Chile.

I.PUBLICACIONES

Cientificas ISI

2012. Aros, D., S. Valdés, E. Olate and R. Infante. Gamma irradiation on Alstroemeria aurea G. in
vitro rhizomes: An approach to the appropriate dosage for breeding purposes. Revista de la
Facultad de Ciencias Agrarias Universidad Nacional de Cuyo. Aceptada.

2012. Penia, E., Olate, E., Chorbadjian, R.A., Rosales, |. 2012. First report of Alfalfa mosaic virus
infection in Viburnum tinus L. in Chile. Plant Disease. Aceptada.

2008. Luis H. Escobar, Miguel Jordan, Eduardo Olate, Luis Barrales, Marlene Gebauer. In-vitro
regeneration of Leucocoryne purpurea (Alliaceae), a Chilean ornamental geophyte. Propagation
of Ornamental Plants 8(2): 59-64.

2006. Ortega, R., M. Correa y E. Olate. Determinacion de las curvas de acumulacion de
nutrientes en tres cultivares de Lilium spp. para flor de corte. Agrociencia 40: 77-88.

Cientificas No-ISI

2010. Olate, E., L.H. Escobar, C. Sepulveda, C. Rios and P. Errandonea. Advances and
strategies for micropropagation of Proteaceae species. Acta Horticulturae 869: 157-164.

2005. Olate, E. and M. Bridgen. Techniques for the in vitro propagation of Rhodophiala and
Leucocoryne spp. Acta Horticulturae 673: 335-339.

2001. Bridgen, M.P., E. Olate, and F. Schiappacasse. Flowering geophytes of Chile.
Proceedings of the 8th International Symposium on Flowerbulbs. ISHS. Acta Horticulturae 570: 75-
80.

2000. Olate, E., Ly, D., Elliott, G. and Bridgen, M.P. Influence of the timing of propagation and
cold storage on the growth and development of Alstroemeria pot plants. The International
Plant Propagators' Society Combined Proceedings. Volume 50: 379-391.

Libros y capitulos

Olate, E. and F. Schiappacasse. 2012 (Aceptado en revision). Emerging production regions:
Chile. In Kamenetsky, R. and H. Okubo (eds.) 2012. Ornamental geophytes: from basic science to
sustainable horticultural production. Taylor and Francis Group Pub. Oxford, UK.

ll. PROYECTOS DE INVESTIGACION Y DOCENCIA

2007 — 2009. Investigador Principal Proyecto “Produccidn 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.

2007 — 2009. Investigador Asociado Proyecto CORFO-INNOVA “Sistema de produccion forzada de
cala de color (Zantedeschia spp.) para flor de corte en la zona de Ovalle (IV Regién)”. Empresa
Agricola Las Mercedes, Ovalle.



2005 — 2009. Investigador Principal Proyecto de Innovacion “Unidad Especializada de Propagacion
In Vitro en Especies Ornamentales de Dificil Multiplicacion”. FIA-PI-C-2005-1-A-067. Fundacion
para la Innovacién Agraria, Ministerio de Agricultura, Chile.

2005 — 2006. Co-investigador Proyecto “Late summer and fall production of cut lily flowers”.
Proyecto financiado por The Fred C. Gloeckner Foundation Inc. Harrison, NY, USA.

2005 — 2008. Investigador Asociado proyecto INNOVA “Mejoramiento y 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).

2000 — 2003. Co-investigador Proyecto “Breeding and production of the new cut flower crop
Leucocoryne (Glory-of-the-Sun)”. Proyecto financiado por The Fred C. Gloeckner Foundation Inc.
Harrison, NY, USA.

2003 — 2006. Asesor Técnico Proyecto FIA “Introduccion de Proteadceas como alternativa
productiva al secano de la Quinta Regién”, FIA-PI-C-2002-1-A-38.

V. DOCENCIA UNIVERSITARIA

Pregrado
2001 a la fecha. Profesor responsable curso “Produccion de Flores y Ornamentales”, Facultad
de Agronomia e Ing. Forestal, Pontificia Universidad Catolica de Chile.

Posgrado

2001 a la fecha. Profesor responsable curso “Cultivo de Tejidos Vegetales”, Programa Magister
en Ciencias Agropecuarias, Mencién Produccién de Cultivos. Facultad de Agronomia en Ing.
Forestal, Pontificia Universidad Catdlica de Chile.

2002 — 2004. Profesor responsable curso “Biotecnologia Vegetal”. Programa Magister en
Ciencias Agropecuarias, Mencién Produccién de Cultivos. Facultad de Agronomia en Ing. Forestal,
Pontificia Universidad Catdlica de Chile.

V. TESIS DE PRE Y POSGRADO (seleccidn)

Posgrado

2006. Profesor guia Tesis Magister en Ciencias Vegetales, Mencion Fisiologia y Produccion de
Cultivos “Regeneracion in vitro de Leucocoryne purpurea (Alliaceae), gedfita endémica de
uso ornamental”. Luis Humberto Escobar Torres. Ing. Agr., M.Sc.

2003. Profesor guia Tesis Magister en Ciencias Vegetales, Mencion Fisiologia y Produccion de
Cultivos “Evaluacion de la germinacion in vitro de Leucocoryne coquimbensis F. Phil., gedfita
endémica con potencial ornamental”. Felipe Ham Jara Ing. Agr., M.Sc.

VI. PRESENTACION DE TRABAJOS EN REUNIONES DE SOCIEDADES CIENTIFICAS
(seleccion)

2011. 2° Congreso de Flora Nativa, 14 al 16 de Abril, Quillota, Chile. Presentacion del trabajo (oral):
“Efecto de Benzilaminopurina y de diferentes estados fisicos del medio de cultivo en la
etapa de multiplicacién in vitro de Puya spp” (E. Olate y F. Amiama).

2011. 19" Biennial Meeting of the New Zealand Branch of the IAPB, 8 — 11 Diciembre, Hanmer
Springs, New Zealand. Presentacién oral especial (Keynote presentation): “Use of plant tissue
culture to enhance the Chilean ornamental industry” (E. Olate).

2010. 57° Congreso Agronémico de Chile. Septiembre, Santiago, Chile. Presentacion del trabajo:
“Uso de un sistema de inmersién temporal y efecto de dos reguladores de crecimiento
vegetal en la tasa de multiplicacién in vitro para Alstroemeria spp.” (E. Olate, S. Garcia, C.
Jofré, L. Escobar, y C. Sepulveda).

2009. VII Simposio de Recursos Genéticos para America Latina y el Caribe: Conservacion,
valoracion y uso sustentable. 28 — 30 Octubre, Pucén, Chile. Presentacion del trabajo (pdster):
“Utilizacion de distintos explantes iniciales en el rescate y propagacién in vitro de especies



del género Alstroemeria” (E. Olate, C. Sepulveda, L.H. Escobar, C. Encina, M.U. Wilmans, C.
Jaramillo, C. Soto).

2006. 57° Congreso Agronémico de Chile. Octubre, Santiago, Chile. Presentacién de los trabajos:
“Respuesta morfogénica in vitro de Leucocoryne purpurea (Alliaceae), gedfita endémica de
uso ornamental” (L.H. Escobar, E. Olate, M. Jordan, M. Gebauer y L. Barrales);

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

VIl.  ACTIVIDADES DE EXTENSION Y RELACION CON EL MEDIO EXTERNO

2011. Charla “Especies geéfitas en parques y jardines”. Ciclo Seminarios “Proyectando el Paisaje”.
Facultad de Arquitectura, Disefio y Estudios Urbanos. Pontificia Universidad Catdlica de Chile.

VIII.ACTIVIDADES DE PERFECCIONAMIENTO, ASISTENCIA A CONFERENCIAS Y
SIMPOSIOS

2011. Mini sabatico realizado en Plant and Food Research, Lincoln, Nueva Zelanda. Investigador
anfitrion Dr. Mary Christey. Tema: uso de herramientas biotecnolégicas como apoyo al
mejoramiento genético de especies ornamentales.

2001. Curso “Bases Fisiologicas para el Cultivo de Flores Bulbosas” dictado por los profesores
Marcel Le Nard y Pierre Allemand, INRA-Francia. INIA-Carillanca/ FIA. Trailanqui, Temuco. Chile.

Febrero, 2012
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CURRICULUM VITAE

Gabriela Verdugo Ramirez se titula Ingeniero Agrénomo en 1976 en la Facultad de Agronomia,
Universidad Catdlica de Valparaiso, en 1988 se gradla de Magister en Ciencias Agropecuarias
en la Pontificia Universidad Catdlica de Chile, desde 1994 es profesor titular ejerciendo las catedras
de floricultura y fundamentos de horticultura

Desde 1978 realiza investigacién en manejo de flores cortadas, con especial énfasis en especies
nativas y poscosecha. Ha dirigido proyectos con aporte institucional como Métodos de
conservacion y multiplicacion de toromiro (Sophora toromiro), a través de la injertacion, Evaluacion
agrondmica de dos ecotipos y semillas F1 de Leucocoryne, Examinacion y circunscripcion de
algunas especies de chloraea (Orquidaceae) e hibridos naturales presentes en Chile: Evidencias
morfolégicas, moleculares y citolégicas. Ha dirigido proyectos presentados a concursos
nacionales como Fondef: Produccion de propagulos (o plantas fundacién) de bulbos de flores,
Fondo SAG: Defensa del patrimonio genético del Leucocoryne a través del mejoramiento genético
y su introducciéon como cultivo para flor de corte. Fundacién para la Innovacion Agraria (FIA):
Centro demostrativo de produccion y evaluacion de nuevas alternativas de flores cortadas,
acompafiamiento y follaje para pequefios productores de la X Region y Mejoramiento genético de
orquideas chilenas del género Chloraea Fundacién Copec UC: Caracterizacion, multiplicacién,
seleccion y formacion de un vivero de Fabiana imbricata y Glandularia spp

Participa en la edicion del Manual de uso del leucocoryne en paisajismo 2002 Editado por OTT
UCV (MANSUR, VERDUGO, ZOELLNER, RIDERMAN, HARRINSON). El afio 2006 en el Manual
de poscosecha de flores cortadas. Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso Fundacién para la
Innovacién Agraria. Valparaiso Alvimpres 79 pp mas 21 fichas técnicas. VERDUGO G ; BIGGI M;
MONTESINOS A; SORIANO C; CHAHIN G

Premios y distinciones, en 1989 Participa en el Congreso Agronémico presenta la investigacién: Efecto
de tres tipos de injerto sobre el desarrollo anatémico y continuidad de la unién en rosa (rosa spp) cvs
Sonia y Mercedes sobre rosa Canina. Esta investigacién obtiene el premio al mejor trabajo presentado
en la comisién Hortalizas y Flores de ese afio. Co-autores Juan Fajardo, Aurelio Villalobos y Verénica
Poblete. El afio 2000 Recibe el Premio Nacional del Colegio de Ingenieros Agrénomos a la actividad
cientifica y el 2006 recibe el premio Ministerio de Agricultura FIA a la profesional innovadora

Publicaciones de los lltimos afios:

CISTERNAS, M. A., SALAZAR, G. A., VERDUGO, G., NOVOA, P., CALDERON, X. and
NEGRITTO, M. A. (2012), Phylogenetic analysis of Chloraeinae (Orchidaceae) based on
plastid and nuclear DNA sequences. Botanical Journal of the Linnean Society.
doi: 10.1111/j.1095-8339.2011.01200.x

Steinfort,U.,Verdugo,g.,Besoain,X.,Cisternas,M.A. 2010 Mycorrhizal association and symbiotic
germination of the terrestrial orchid Bipinnula fimbriata (Peopp.) Johnst (Orchidaceae)
FLORA voI205 issue 12: 811-817

Valdivia, e., Cisternas, M. y G. Verdugo. 2010 Reproductive biology aspects of two species of the
genus Gavilea (Orchidaceae, Chloraeinae) in populations from central Chile. Gayana
Botanica 67 (1) 43-50.

Graber, M.F., Pérez-Correa, J.R., Verdugo, G., Del valle, J.M. y E agosin 2010 Spinning cone
column isolation of rosemary essential oil. Food Control 21 820101) 615-619

VERDUGO G, J MARCHANT, M CISTERNAS, X CALDERON y P PENALOZA 2007 Cacterizacion
morfométrica de la germinacién de Chloraea crispa Lindl usando analisis de imagen
Gayana Botanica 64(2):230-236

VERDUGO G, C Mesa, M CISTERNAS y X CALDERON 2007 Preliminar evaluation of
acclimatization systems in Chloraea criapa Lind ( Orchidaceae) from inoculated seeds.
Proceedings of the Second International Symposium on Acclimatization and Establishment
of Micropropagated Plants ISHS Acta Horticulturae 748 : 147-150



Araneda L y G Verdugo 2007 Effect of auxin on rooting during acclimatization of Leucocoryne
bulbs. Proceedings of the Second International Symposium on Acclimatization and
Establishment of Micropropagated Plants ISHS Acta Horticulturae 748 : 121-125

Verdugo G y Texiera Da Silva J 2006. From wild to table: Leucocoryne and Chloraea. Floriculture
Ornamental and plant Biotechnology Global Science Book vol 4 : 356-359.
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Name: Eric Frank WALTON

Academic Qualifications: B Hort Sc (Hons [) Lincoln College, University
of Canterbury, New Zealand (1981)

PhD University of California, Davis, USA; Plant
Physiology (1988)

Present Position: Enterprise Manager, Auckland
University of Otago



Eric Walton

Key Competencies:

e Strategic development, planning and tactical implementation

e New business development; proven expertise in identifying and exploring
commercial opportunities; perseverance to ensure they can be brought to

fruition

e Establishing and sustaining mutually beneficial relationships with key
stakeholders

e Understanding the requirements and imperatives of the business world.

e Strong interpersonal and team leadership skills. High professional and
ethical standards. Good mentor and motivator of staff

e Success in securing investment for projects from both public and private

sources

e Excellent research, communication and editorial skills. .

Professional positions held:

2007- present

2002 - 2007

1996 - 2002

1992 - 1996

1988 - 1992

1984 - 1988

1981 - 1984

Enterprise Manager, University of Otago, Auckland Centre.

Senior Scientist, Horticulture and Food Research Institute of
New Zealand, Mt Albert Research Centre, Auckland.

Senior Scientist, Horticulture and Food Research Institute of
New Zealand, Ruakura Research Centre, Hamilton.

Scientist, Horticulture and Food Research Institute of New
Zealand, Ruakura Research Centre, Hamilton.

Scientist, Ruakura Research Centre, Ministry of Agriculture
and Fisheries, Hamilton.

Study leave; University of California, Davis, USA; PhD in
Plant Physiology with Dr Ted DeJong, Department of
Pomology.

Scientist (Horticultural Production), Agricultural Research
Division, Ministry of Agriculture and Fisheries, Whangarei,
New Zealand.
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Research interests:

Regulation of dormancy and budbreak in kiwifruit — Focused on
defining what dormancy is in kiwifruit and identifying and characterising
genes that regulate the breaking of dormancy and shoot outgrowth.
Ultimately, these genes will be used as markers in breeding
programmes so that low chill kiwifruit cultivars can be developed. To
achieve this, a multifaceted approach has been adopted, including a
series of microarrays, proteomics experiments and candidate genes
e.g. transcription factors. In addition, a study to determine whether
Arabidopsis seed dormancy/germination displays genetic parallels with
kiwifruit bud dormancy and outgrowth is underway. The microarray
and proteomic experiments are based on comparisons between
hydrogen cyanamide induced and natural budbreak, and predicted
budbreak patterns.

Flowering in kiwifruit — Defined the timing of floral evocation by
describing axillary bud and floral primordia morphogenesis, and the
expression patterns of floral meristem identity genes (i.e. the kiwifruit
homologues to leafy and apetalal).

Floricultural crop development — The programme is aimed at
enhancing existing and developing new export flower crops for New
Zealand and is focused on three species: peony, Leucocoryne and
Zephyra. The peony research is directed towards gaining a better
understanding the effects of temperature on growth and flowering, and
seasonal the dynamics of carbon storage and utilisation in the plant,
but particularly during flower development and senescence. The
Leucocoryne and Zephyra work is focused on describing flower
initiation and development in relation to the annual cycle of growth and
dormancy and developing suitable posthavest handling protocols.

Carbon economy of kiwifruit — Determined the carbon demands for fruit
and plant growth by determining the seasonal costs of carbon
skeletons and growth and maintenance respiration.
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Refereed Publications:

10.

Wu R-M, Walton EF, Richardson AC, Wood M, Hellens RP, Varkonyl-
Gasic E. 2011. Conservation and divergence of four kiwifruit SVP-like
MADS-box genes suggest distinct roles in kiwifruit bud dormancy and
flowering. Journal of Experimental Botany (in press).

Walton EF, Boldingh HL, McLaren GF, Williams MH, Jackman R. 2010.
The dynamic of starch and sugar utilisation in cut peony (Paeonia
lactiflora Pall.) stems during storage and vase life. Postharvest Biology
and Technology 58: 142-146.

Richardson AC, Walton EF, Meekings JS, Boldingh HL. 2010.
Carbohydrate changes in kiwifruit buds during the onset and release
from dormancy. Scientia Horticulturae 123: 463-468.

Judd MJ, Meyer DH, Meekings J, Richardson AC, Walton EF. 2010. An
FTIR study of the induction and release of kiwifruit buds from dormancy.
Journal of the Science of Food and Agriculture 90: 1071-1080.

Walton EF, Wu R-M, Richardson AC, Davy M, Hellens RP, Thodey K,
Janssen BJ, Gleave AP, Rae GM, Wood M, Schaffer RJ. 2009. A rapid
transcriptional activation is induced by the dormancy-breaking chemical
hydrogen cyanamide in kiwifruit (Actinidia deliciosa) buds. Journal of
Experimental Botany 60: 3835-3848.

Crowhurst RN, Gleave AP, MacRae EA, Ampomah-Dwamena C,
Atkinson RG, Beuning LL, Bulley SM, Chagne D, Marsh KB, Matich AJ,
Montefiori M, Newcomb RN, Schaffer RJ, Usadel B, Allan AC, Boldingh
HL, Bowen JH, Davy MW, Eckloff R, Ferguson AR, Fraser LG, Gera E,
Hellens RP, Janssen BJ, Klages K, Lo KR, MacDiarmid RM, Nain B,
McNeilage MA, Rassam M, Richardson AC, Rikkerink EHA, Ross GS,
Schréder R, Snowden KC, Souleyre EJF, Templeton MD, Walton EF,
Wang D, Wang MY, Wang YY, Wood M, Wu R-M, Yauk Y-K, Laing WA.
2008. Analysis of expressed sequence tags from Actinidia: applications
of a cross species EST database for gene discovery in the areas of
flavor, health, color and ripening. BMC Genomics 9: 351.

Walton EF, Wu R-M, Sutherland P. 2008. Bulb and inflorescence
development in Leucocoryne ixioides (Hook.) Lind. Journal of
Horticultural Science and Biotechnology 83: 574-580.

Varkonyi-Gasic E, Wu R, Wood M, Walton EF, Hellens RP. 2007.
Protocol: a highly sensitive RT-PCR method for detection and
guantification of microRNAs. Plant Methods 3: 12.

Walton EF, Wu R-M, Schaffer RJ, Thodey K, Janssen BJ, Richardson
AC, Hellens RP, Rae GM, Wood M. 2007. Genetic regulation of
budbreak in kiwifruit. Acta Horticulturae 753: 561-566.

Richardson AC, Walton EF, Boldhingh HL, Meekings JS. 2007.
Seasonal carbohydrate changes in dormant kiwifruit buds. Acta
Horticulturae 753: 567-572.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Pichler FB, Walton EF, Davy M, Triggs C, Janssen BJ, Wiinsche JN,
Putterill J, Schaffer RJ. 2007. Relative developmental, environmental
and tree-to-tree variability in buds from field-grown apple trees. Tree
Genetics and Genomics 3: 329-339.

Hall AJ, Catley JL, Walton EF. 2007. The effect of forcing temperature
of peony shoot and flower development. Scientia Horticulturae 113: 188-
195.

Walton EF, McLaren GF, Boldingh HL. 2007. Seasonal patterns of
starch and sugar concentrations in the herbaceous peony (Paeonia
lactiflora Pall.). Journal of Horticultural Science and Biotechnology 82:
365-370.

Snelgar WP, Clearwater MJ, Walton EF 2007. Flowering of kiwifruit
(Actinidia deliciosa) is reduced by long photoperiods. New Zealand
Journal Crop and Horticultural Science 35: 33-38.

Newcomb RD, Crowhurst RN, Gleave AP, Rikkerink EHA, Allan AC,
Beuning LL, Bowen JH, Gera E, Jamieson KR, Janssen BJ, Laing WA,
McArtney S, Nain B, Ross GS, Snowden KC, Souleyre EJF, Walton EF,
Yauk Y-K. 2006. Analyses of expressed sequence tags from Apple
(Malus pumila Mill.). Plant Physiology 141: 147-166.

Follet JM, Proctor JTA, Walton EF, Boldingh HL, McNamara C, Douglas
JA. 2004. Carbohydrate and gingsenoside changes in ginseng roots
grown in Bay of Plenty, New Zealand. Journal of Ginseng Research 28:
165-172.

Elgar HJ, Fulton, TA, Walton EF 2003. Response of Leucocoryne
inflorescences to postharvest treatments, temperature and exogenous
ethylene. Postharvest Biology and Technology 55: 127-130.

Walton EF, Podivinsky, E, Wu RM 2001. Bimodal patterns of floral gene
expression over the two seasons that kiwifruit flowers develop.
Physiologia Plantarum 111: 396-404.

Jordan RB, Walton EF, Klages KU, Sealey RJ. 2000. Post harvest fruit
density as an indicator of dry matter and ripened soluble solids of
kiwifruit. Postharvest Biology and Technology 20: 163-173.

Lancaster JE, Martin ML, Walton EF 2000. S-Alk(en)yl-L-cysteine
sulphoxides, alliinase and aroma in Leucocoryne. Phytochemistry 55:
127-130.

Smith GS, Walton EF. 2000. Kiwifruit. In: Temperate Fruit Crops in
Warm Climates, A Erez (editor), Kluwer, Netherlands, pp 367-379.

Walton EF, Richardson AC, Waller JE, Dow BW. 2000. The effect of
time of initiation on the fruitfulness of kiwifruit canes. New Zealand
Journal of Crop and Horticultural Science 28: 271-275.

Walton EF, Winsche JN, Palmer JW. 1999. Estimation of the costs of
organ synthesis in apple. Physiologia Plantarum 106: 129-134.
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24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

Walton EF and Wu RM 1999. Buds on Actinidia arguta shoots do
contain axillary meristems. New Zealand Journal of Crop and
Horticultural Science 27: 181-185.

Greaves AJ, Henton SM, Piller GJ, Meekings JS, Walton EF 1999.
Carbon supply from perennial reserves to spring growth: Modelling
spatial patterns in kiwifruit. Annals of Botany 83: 431-439.

Walton EF, Podivinsky E, Wu RM, Reynolds PHS, Young LW. 1998.
Regulation of proline accumulation in kiwifruit buds with and without
hydrogen cyanamide treatment. Physiologia Plantarum 102: 171-178.

Walton EF, Fowke PJ, Weis K, McLeay PL. 1997. Shoot axillary bud
morphogenesis in kiwifruit (Actinidia deliciosa). Annals of Botany 80: 13-
21.

Walton EF. 1996. Occurrence of multiple shoots bearing flowers arising
from single axillary buds on kiwifruit canes treated with hydrogen
cyanamide. New Zealand Journal of Crop and Horticultural Science 24:
95-97.

Walton EF. 1995. Occurrence of secondary floral shoots in summer on
Actinidia eriantha Benth. New Zealand Journal of Crop and Horticultural
Science 23: 341-343.

Walton EF, Fowke PJ. 1995. Estimation of the annual cost of kiwifruit
vine growth and maintenance. Annals of Botany 76: 617-623.

Smith GS, Klages KU, Green TGA, Walton EF. 1995. Changes in
abscisic acid concentration, surface conductance, and water content of
developing kiwifruit. Scientia Horticulturae 61: 13-27.

Podivinsky E, Walton EF, McLeay PL. 1994. Extraction of RNA from
kiwifruit tissues. BioTechniques 16: 396-398.

Walton EF, Fowke PJ. 1993. Effect of hydrogen cyanamide on kiwifruit
shoot flower number and position. Journal of Horticultural Science 68:
529-534.

Walton EF, Clark CJ, Boldingh HL. 1991. Effect of hydrogen cyanamide
on amino acid profiles in kiwifruit buds during budbreak. Plant
Physiology 97: 1256-1259.

Walton EF, DeJong TM. 1990. Growth and compositional changes in
kiwifruit berries from three Californian locations. Annals of Botany 66:
285-298.

Walton EF, DeJong TM, Loomis RS. 1990. Comparison of four methods
calculating the seasonal pattern of plant growth efficiency of a kiwifruit
berry. Annals of Botany 66: 299-307.

Walton EF, DeJong TM. 1990. Estimating the bioenergetic cost of a
developing kiwifruit berry and its growth and maintenance components.
Annals of Botany 66: 417-424.

Buwalda JG, Walton EF, Smith GS. 1990. A carbon balance model for
the kiwifruit vine. Acta Horticulturae 276: 87-95.
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39. Walton EF, DeJong TM. 1990. Estimation of the bioenergetic cost to
grow a kiwifruit berry. Acta Horticulturae 276: 231-237.
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MARLENE GEBAUER HERNANDEZ MAGISTER EN CIENCIAS MENCION BOTANICA

LICENCIADA EN BIOLOGIA

TITULOS Y GRADOS

JERARQUIA ACADEMICA.

2009 - 2015

1999 - 2009

1997-1999

Magister en Ciencias con mencién en Botanica. Universidad de
Concepcién, 1991.

Lic. en Biologia. Universidad de Concepcién, 1984.

Profesor Asistente Adjunto (J.C.), Departamento de Ciencias
Vegetales, Facultad de Agronomia e Ingenieria Forestal, Pontificia
Universidad Catdlica de Chile.

Profesor Asistente (J.C.), Departamento de Ciencias Vegetales,
Facultad de Agronomia e Ingenieria Forestal, Pontificia
Universidad Catdlica de Chile.

Instructor Asociado (J.C.), Facultad de Agronomia e Ingenieria
Forestal, Pontificia Universidad Catdlica de Chile.

EXPERIENCIA PROFESIONAL.

DOCENCIA.

2005 - 2014 Curso AGC-3665. Biotecnologia Vegetal. Programa de Magister en Ciencias

Vegetales.

Facultad de Agronomia e Ingenieria Forestal, Pontificia Universidad

Catoélica de Chile.

2011 - 2014 Curso AGP-3104. Seminario de Posgrado. Programa de Magister en Ciencias

Vegetales.

Facultad de Agronomia e Ingenieria Forestal, Pontificia Universidad




2006 - 2014

1997 - 1998

1996 - 1998

1991 - 1996

1991 - 1993

1988

1984 - 1987

Catoélica de Chile.

Curso AGL-203. Genética y Biotecnologia. Facultad de Agronomia e
Ingenieria Forestal, Pontificia Universidad Catélica de Chile.

Curso AGC-3150. Metabolismo Intermediario de Plantas. Programa de
Magister en Ciencias Vegetales. Facultad de Agronomia e Ingenieria Forestal,
Pontificia Universidad Catdlica de Chile.

Curso AGC-2285. Biotecnologia Agropecuaria. Facultad de Agronomia e
Ingenieria Forestal, P. Universidad Catdlica de Chile.

Curso Morfotaxonomia Vegetal. Facultad de Ciencias Silvoagropecuarias,
Universidad Mayor.

Curso Botanica. Facultad de Ciencias Silvoagropecuarias, Universidad
Mayor.

Profesor ayudante en el Departamento de Botanica, Universidad de
Concepcion.

Ayudante-graduado del Departamento de Botdnica de la Universidad de
Concepcion en los cursos: Boténica General, Plantas no vasculares; Botanica
General, Plantas vasculares; Fisiologia Vegetal.

INVESTIGACION CIENTIFICA.

2014- 2016

2013 - 2021

2013 - 2021

Coinvestigadora Proyecto FONDEF- IDeA. Aseguramiento de la calidad
sanitaria de Lilium a través de la implementacion de herramientas
biotecnoldgicas para la identificacion, diagnéstico y saneamiento de virus y
patégenos subvirales. Facultad de Agronomia e Ingenieria Forestal, Pontificia
Universidad Catolica de Chile.

Investigadora Alterna Proyecto INNOVA, Consorcio Tecnologico de la
Industria Hortofruticola. “Establecimiento de un programa de mejoramiento
genético para la obtencion de nuevas variedades de cerezo dulce (Prunus
avium L.) tempraneras y tardias que satisfagan los requerimientos productivos
y de poscosecha de la industria chilena en la zona centro y centro sur del
pais”. Facultad de Agronomia e Ingenieria Forestal, Pontificia Universidad
Catolica de Chile.

Investigadora Alterna Proyecto INNOVA, Consorcio Tecnologico de la




2011 - 2014

2012 - 2015

2012 - 2013

2012 - 2013

2010 - 2011

2007 - 2011

2007 - 2009

Industria Hortofruticola. “Obtencién de nuevas variedades de duraznero,
nectarino y ciruelo japonés para el mercado de exportacion Fase II”. Facultad
de Agronomia e Ingenieria Forestal, Pontificia Universidad Catélica de Chile.

Co-investigadora Proyecto FONDECYT N°1110535. “Risk index for herbicide
resistance of GMO crops in Chile®. Facultad de Agronomia e Ingenieria
Forestal, Pontificia Universidad Catélica de Chile.

Coinvestigadora Proyecto FIA PYT-2012-0021. Consorcio Tecnoldgico de la
Industria Hortofruticola S.A. “Reduccién del tiempo de obtencién de
variedades de duraznero, nectarino y ciruelo japonés, mediante la
implementacion de una plataforma de evaluacion comercial de selecciones
avanzadas, provenientes de un Programa de Mejoramiento Genético.

Investigadora Alterna Proyecto Puente INNOVA, Consorcio Tecnoldgico de la
Industria Hortofruticola. “Establecimiento de un programa de mejoramiento
genético para la obtencion de nuevas variedades de cerezo dulce (Prunus
avium L.) tempraneras y tardias que satisfagan los requerimientos productivos
y de poscosecha de la industria chilena en la zona centro y centro sur del
pais”. Facultad de Agronomia e Ingenieria Forestal, Pontificia Universidad
Catolica de Chile.

Investigadora Alterna Proyecto Puente INNOVA, Consorcio Tecnoldgico de la
Industria Hortofruticola. “Obtencién de nuevas variedades de duraznero,
nectarino y ciruelo japonés mediante mejoramiento genético tradicional”.
Facultad de Agronomia e Ingenieria Forestal, Pontificia Universidad Catdlica
de Chile.

Investigadora Alterna Proyecto Consorcio Tecnolégico de la Industria
Hortofruticola. “Establecimiento de un programa de mejoramiento genético
para la obtencion de nuevas variedades de cerezo dulce (Prunus avium L.)
tempraneras y tardias que satisfagan los requerimientos productivos y de
poscosecha de la industria chilena en la zona centro y centro sur del pais”.
Facultad de Agronomia e Ingenieria Forestal, Pontificia Universidad Catdlica
de Chile.

Investigadora Alterna Proyecto Consorcio Tecnolégico de la Industria
Hortofruticola. “Obtenciéon de nuevas variedades de duraznero, nectarino y
ciruelo japonés mediante mejoramiento genético tradicional”. Facultad de
Agronomia e Ingenieria Forestal, Pontificia Universidad Catoélica de Chile.

Investigadora alterna proyecto COPEC-UC 0035. “Produccién intensiva de
cultivares hibridos de Alstroemeria nativa, para flor en maceta y parques y
jardines, para el mercado nacional y norteamericano”. Dpto. de Ciencias
Vegetales, Facultad de Agronomia e Ingenieria Forestal, Pontificia




2006 - 2008

2005 - 2009

2005 - 2008

1999-2001

1998-1999

1997-1998

1996-1998

1993-1996

1993

Universidad Catélica de Chile.

Investigadora alterna proyecto Consorcio Tecnolégico de la Industria
Hortofruticola. “Implementacion de un programa de mejoramiento genético en
vides de mesa destinadas al mercado de exportaciéon.” Facultad de Ciencias
Biolégicas y Facultad de Agronomia e Ingenieria Forestal, Pontificia
Universidad Catdlica de Chile.

Investigadora alterna proyecto FIA. “Unidad especializada de propagacion in
vitro en especies ornamentales de dificil multiplicacion”. Dpto. de Ciencias
Vegetales, Facultad de Agronomia e Ingenieria Forestal, Pontificia
Universidad Catdlica de Chile.

Co-investigadora proyecto FONDECYT 1050807 “Determinacién de indices
de resistencia a herbicidas inhibidores ALS en malezas asociadas al cultivo
de arroz (Oryza sativa L.) y su caracterizacion molecular”. Dpto. de Ciencias
Vegetales, Facultad de Agronomia e Ingenieria Forestal, Pontificia
Universidad Catdlica de Chile.

Investigadora responsable proyecto FONTEC "Implementaciéon de un sistema
de masificacion de las ganancias genéticas en Pinus radiata D. Don a través
del proceso de embriogénesis somatica". Dpto. de Ciencias de los Recursos
Naturales, Facultad de Agronomia e Ingenieria Forestal, Pontificia Universidad
Catolica de Chile.

Coinvestigadora proyecto FONDEF 12010 "Manejo forestal y uso industrial del
Quillay "Facultad de Ingenieria y Facultad de Agronomia e Ingenieria Forestal,
Pontificia Universidad Catélica de Chile.

Investigadora responsable Proyecto DIPUC 97/10E "Implementacién de un
sistema de embriogénesis somatica en Pinus radiata D. Don." Unidad de
Biotecnologia Agropecuaria, Facultad de Agronomia e Ingenieria Forestal,
Pontificia Universidad Catélica de Chile.

Investigadora proyecto “Micropropagacion de Pinus radiata D. Don. “Convenio
Forestal MININCO S.A. - Pontificia Universidad Catdlica de Chile. Unidad de
Biotecnologia Agropecuaria, Facultad de Agronomia, Pontificia Universidad
Catolica de Chile.

Investigadora proyecto FONDEF ANO09 "Utilizacién de Ingenieria Genética
para la producciéon de plantas transgénicas de papa Solanum tuberosum con
resistencia a bacterias patdgenas". Unidad de Biotecnologia Agropecuaria,
Facultad de Agronomia, Pontificia Universidad Catolica de Chile.

Investigadora proyecto FONTEC “Deteccién y saneamiento de virus de clavel




1989

1986

(Dianthus caryophyllus). Unidad de Biotecnologia Agropecuaria, Facultad de
Agronomia, Pontificia Universidad Catdlica de Chile.

Preparacion de muestras para la Xiloteca (CONCw). Departamento de
Botanica, Universidad de Concepcion.

Preparacion de muestras para el Herbario (CONC). Departamento de
Botanica. Universidad de Concepcion.

DIRECCION DE TESIS.

2014

2014

2014

2014

2013

2012

2011

Castro, F. “Estandarizacion de un protocolo para la deteccion de virus en
segregantes de ciruelo japonés, duraznero y cerezo dulce”. Proyecto de Titulo para
optar al titulo profesional de Ingeniero Agronomo. Facultad de Agronomia e
Ingenieria Forestal, Pontificia Universidad Catélica de Chile.

Fernandez, C. “Cultivo in vitro y saneamiento vegetal de bulbos de lilium”. Proyecto
de Titulo para optar al titulo profesional de Ingeniero Agrénomo. Facultad de
Agronomia e Ingenieria Forestal, Pontificia Universidad Catélica de Chile.

Ledn, R. “Identificacion del gen ALS en biotipos de Sorghum halepense resistentes
y susceptibles a nicosulfuron. Tesis para optar al titulo profesional de Ingeniero en
Biotecnologia Molecular. Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

Meneses, M. “Andlisis de variabilidad genética en un banco de germoplasma de
ciruelo japonés (Prunus salicina Lindl.), mediante marcadores moleculares”. Tesis
para optar al titulo profesional de Bioquimico. Facultad de Ciencias Bioldgicas,
Universidad Catolica de Chile. Enero, 2014.

Flores, S. “Optimizacion de un protocolo de micropropagacién de tres genotipos de
ciruelo japonés (Prunus salicina Lindl.)”. Proyecto de Titulo para optar al titulo
profesional de Ingeniero Agrénomo. Facultad de Agronomia e Ingenieria Forestal,
Pontificia Universidad Catdlica de Chile. 04 de octubre de 2013.

Ramos, P. “Analisis de variabilidad genética en un banco de germoplasma de
duraznero (Prunus persica (L) Batsch) y nectarino (Prunus persica (L) Batsch var
nucipersica (Suckow) c.k. Schneid), mediante el uso de microsatélites (SSR). “Tesis
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Programa de Habilidades Docentes.

Taller “Disenio y Planificacion de Cursos™ 17— 21 de enero de 2011. Centro de
Desarrollo Docente UC. Programa de Habilidades Docentes.

Curso internacional de entrenamiento en analisis de datos genético-moleculares:
Genética de poblaciones y mapeo de QTLs. Universidad de Carolina del Norte. INIA
Quilamapu, Chillan.

"Curso avanzado de transformacion de plantas". UNIDO/UNESCO/CIGB, La
Habana, Cuba.

"Métodos modernos de la sistematica vegetal". Profesores: Dr. Tod F. Stuessy y Dr.
David Crawford, The Ohio State University, E.E.U.U. Universidad de Concepcion,
Concepcion.

"Taxonomia experimental". Profesor: Dr. Tod F. Stuessy, The Ohio State University,
E.E.U.U. Universidad de Concepcion, Concepcion.

"Tépicos sobre diatomeas (Bacillariophyceae)". Profesor: Dr. Charles W. Reimer,
Academia de Ciencias Naturales de Filadelfia, E.E.U.U. Universidad de Concepcion,
Concepcion.

2011 — 2014 Asesor experto del “Comité de Evaluacién de Riesgo para la Introduccién de

2013

2013

Vegetales Genéticamente Modificados” del Servicio Agricola Ganadero de Chile.

Par evaluador para la acreditacion de la carrera de Biotecnologia molecular de la
Universidad Iberoamericana de Ciencias y Tecnologia. Agencia AcreditaAccion.

Comité de Biotecnologia del International Life Sciences Institute Sur-Andino.






