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Resumen

El creciente interés mundial por la demanda de frutos silvestres tales como el maqui (Aristotelia
chilensis), han generado la necesidad por cultivar esta especie de forma comercial gracias a
su alto contenido antioxidante. Clones seleccionados pueden ser propagados vegetativamente
y de forma masiva mediante la micropropagacion. Sin embargo, el uso de agentes gelificantes
y el elevado nimero de operaciones manuales en el cultivo in vitro conlleva elevados, costos
de produccion. El presente estudio pretende excluir el gelificante en los medios de cultivo y
contrastar el cultivo in vitro de maqui de la variedad “Luna Nueva” en medio solido con un
sistema de inmersién temporal (SIT) especificamente en SETIS. En los explantes de los clones
se evaluo el tiempo (1 y 2 min) y la frecuencia (6, 8,10,12 y 24 horas) de inmersion en medio
liquido en un disefio experimental de cuatro tratamientos con 16 repeticiones. Al cabo de
cuatro y seis semanas se evalud el nimero de brotes, numero de nudos, longitud de brote,
peso del brote, peso del explante y porcentaje de hiperhidricidad. Con el empleo del SETIS
los mejores resultados se obtuvieron con una inmersién cada 12 horas durante un minuto, con
explantes de mayor desarrollo y menor desorden fisiolégico, en comparacion entre el medio
solido y el medio liquido. Por lo que se concluye que el cultivo de maqui variedad “Luna Nueva”
en la etapa de la multiplicaciéon en SETIS, favorece crecimiento y la proliferacion de nuevos

brotes.

Palabras clave: Maqui, variedad ‘Luna Nueva', micropropagacion, sistemas de inmersién
temporal, SETIS, hiperhidricidad.



Abstract
The growing worldwide interest in the demand for wild fruits such as the maqui (Aristotelia
chilensis), has generated the need to grow this species commercially thanks to its high
antioxidant content. Selected clones can be propagated vegetatively and massively by
micropropagation. However, the use of gelling agents and the high number of manual
operations in the in vitro culture entails high production costs. The present study aims to
exclude the gelling agent in the culture media and contrast the in vitro culture of maqui of the
variety "Luna Nueva" in solid medium with a temporary immersion system (SIT) specifically in
SETIS. In the explants of the clones, the time (1 and 2 min) and the frequency (6, 8, 10, 12 and
24 hours) of immersion in liquid medium were evaluated in an experimental design of four
treatments with 16 repetitions. After four and six weeks the number of shoots, number of nodes,
shoot length, weight of the shoot, weight of the explant and percentage of hyperhydricity were
evaluated. With the use of SETIS the best results were obtained with one immersion every 12
hours for one minute, with explants of greater development and less physiological disorder, in
comparison between the solid medium and the liquid medium. So it is concluded that the
cultivation of maqui variety "New Moon" in the stage of multiplication in SETIS, favors growth

and the proliferation of new outbreaks.

Keywords: Maqui, variety “Luna Nueva”, micropropagation, temporary immersion systems,
SETIS, hyperhiricity.
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1. INTRODUCCION
El maqui (Aristotelia chilensis (Mol.) Stuntz), es una especie endémica, nativa dentro del
territorio chileno y el argentino en la zona centro sur, cercano al sector precordillerano y los
valles centrales (latitudes 30-46° S) respectivamente y hasta los 2500 msnm. Perteneciente a
la familia Elaeocarpaceae, es una especie dioica que generalmente se puede encontrar de
forma silvestre como un arbol o un arbusto siempre verde (Rodriguez et al., 1983).

La importancia de esta especie radica en las mdultiples propiedades medicinales que
benefician a la salud humana. Segun sefialan Avello et al., (2009) y Rojo et al., (2012) el maqui
tiene efectos anti-diabéticos y anti-bacterianos, con un impacto positivo en la bioquimica y
fisiologia humana. Ademas, es una especie que contiene mayores concentraciones presentes

en sus frutos que los berries mas comunes como el ardndano (Reyes-Farias et al., 2014).

Debido a la creciente demanda de esta especie, se debe generar de forma creciente y
sostenida la propagacion masiva de plantas de maqui. Para satisfacer las necesidades del
mercado se ha iniciado la reproduccién en condiciones de laboratorio bajo cultivo in vitro,
debido a que ofrece una productividad sostenida durante el afio. En la actualidad la tecnologia
sigue avanzando en la propagacion masiva de plantas y hoy se dispone de un nuevo sistema
de reproduccién de explantes mas rpido y eficiente, conocido como Sistema de Inmersion
Temporal (SIT). La efectividad de este sistema radica en que se reduce la manipulacion y por
ende la probabilidad de contaminacion del material, se genera un sistema de mayor autonomia
y se puede mantener una alta reproduccién de plantas en espacios reducidos (Etienne y
Berthouly 2002). Su uso ha permitido alcanzar grandes niveles de proliferacion durante la
etapa de multiplicacién en varias especies como cafia de azucar, bananos, guayabos (Lorenzo
et al., 1998; Aragon et al., 2005; Castro y Gonzéalez Olmedo, 2005; Molina et al., 2005).

En este contexto se analiza el comportamiento de explantes de maqui de la variedad Luna
Nueva en un sistema de inmersion temporal llamado SETIS. Este biorreactor ofrece
independencia frente al sistema convencional de micropropagacién, ademdas cuenta con
ventilacion que genera beneficios para el desarrollo de los cultivos de forma segura mediante
filtros moduladores incorporados. Sin embargo, es fundamental determinar la frecuencia y el
tiempo de inmersién 6ptimos para cada especie y variedad, para favorecer el desarrollo de la
misma segun sus demandas fisioldgicas. Del ajuste del tiempo de inmersién depende en gran
medida la eficiencia del empleo de los Sistemas de Inmersién Temporal (Escalona, 2006;
Berthouly y Etienne, 2005).
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1.1

1.2

1.3.

Hipdtesis

La multiplicacion de explantes de maqui es més eficiente en un sistema de inmersién
temporal que en el cultivo in vitro en medio sélido.

Objetivo General

Establecer los factores metodolégicos en el sistema de inmersién temporal en maqui.

Objetivo Especifico

Establecer el sistema SETIS en el laboratorio de cultivo in vitro.

Comparar las ventajas de micropropagacion de maqui en un medio liquido vs un
medio sdlido.

Determinar los efectos de la frecuencia y el tiempo de inmersion sobre el desarrollo
de los explantes de maqui de la variedad Luna Nueva en medio liquido.

14



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Descripcion botanica

El maqui (Aristotelia chilensis Molina Stuntz) también se reconoce como Koleén,
Maquei y Queldron (Hoffmann, 1987). Es un arbol pequefio perteneciente a la familia
Eleocarpaceae. Esta familia posee 10 géneros y alrededor de 400 especies en el mundo, que
se distribuyen en regiones tropicales y templadas (con excepcion del continente africano). El
género Aristotelia esta representado por cinco especies, distribuidas en las zonas templadas
del Pacifico Sur, encontrandose en Chile, Argentina, Nueva Zelandia, Australia e Isla
Tasmania (Silva et al., 1995; Hoffmann 1987).

El fruto del maqui es una baya redonda comestible de color negro brillante, de unos 5
mm de diametro, de pulpa dulce en cuyo interior hay dos a cuatro semillas angulosas de 3 mm

de largo y 2 mm de ancho (Hoffmann 1987; Oyanadel 2002).

2.2 Distribucion geografica

El maqui es una planta que crece en Chile desde la region de Coquimbo hasta la
region de Aysén, en los sectores de valles y precordillera, formando poblaciones conocidas

por la comunidad como “macales” (Rodriguez et al.,1983).

2.3 Antecedentes comerciales

Debido a la creciente demanda del maqui por sus beneficios a la salud, sus frutos
estan siendo extraidos de forma silvestre. Vogel et al. (2014) sefialan que la explotacion y
cosecha de las comunidades en el ecosistema tiene un impacto negativo que genera a largo
plazo erosidn genética, por lo que el desarrollo de variedades domesticadas es inminente para
establecer huertos comerciales, con el fin de satisfacer la demanda actual y futura.

Se proyecta un alza sostenida del maqui procesado por la demanda mundial que
supera los 18000 kilos y cuyo monto asciende hasta 4,5 millones USD, Odepa (2015). Esto
implica un nicho de mercado que aun no se ha satisfecho, siendo un buen indicador para los

inversionistas.

2.4 Caracteristicas y cualidades del maqui

El maqui es conocido por sus multiples propiedades. Recientemente, la atencién se
ha concentrado en el estudio cientifico de los polifenoles y especialmente las antocianinas
presentes en maquiy otros berries con un potencial que beneficia a la salud humana, pudiendo

ser usado como un suplemento alimenticio (Du et al., 2004).

Estos beneficios son atribuidos a un alto contenido de polifenoles, y una amplia

variedad de antocianinas y flavonoides (Fredes et al., 2012). El fruto del maqui contiene altos
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niveles de antocianinas derivados de delphinidina, malvidina, pentunidina, cyanindin, peonidin
(Cespedes et al., 2010; Brauch et al., 2016; Escribano-Bailon et al., 2006; Fredes et al., 2014a
y 2014b). Debido a que estos metabolitos secundarios se encuentran presentes en los frutos
y hojas, estos son los responsables de sus propiedades medicinales segin lo indica Schrickel
y Bittner (2001). La farmacologia contempla las partes aéreas de la planta, hojas y frutos del
maqui, encontrandose propiedades anti-inflamatorias, analgésica, antioxidante, antidiabética,
antiviral, actividad antimicrobiana, antimutagenicas, antiescleroticas, antihiperglucemiantes,
antitumorales (Delporte 2007; Rojo et al., 2012; Touati et al., 2015).

2.5 Variedades desarrolladas

La Universidad de Talca ha seleccionado plantas de A. chilensis de alto rendimiento
frutal y buena calidad de fruta de poblaciones silvestres distribuidas en Chile entre las latitudes
34 y 41 ° S. Varias selecciones y procedencias en diferentes condiciones ambientales para
seleccionar los genotipos més adecuados para el establecimiento de huertos comerciales
(Vogel et al., 2016).

Los resultados obtenidos durante la segunda y tercera temporada de crecimiento
indican que las selecciones 'Luna Nueva'y 'Morena' comienzan la produccién de fruta un afio
antes en Chile central que en el sur de Chile. 'Luna Nueva' es un arbusto pequefio y compacto
con una carga de fruta temprana y muy alta. Sus bayas tienen un alto contenido de polifenoles,
estan firmemente adheridas y no se caen al madurar (Vogel et al., 2016).

Brauch et al. (2017), indican que dos de estas variedades de maqui llamadas “Luna
Nueva” y “Morena” mostraron una alta concentracion de delphinidina 3-O-(2"-O-B-
xylopyranosyl-B-glucopyranoside)-5-O-B-glucopyranoside y delphinidina 3-0-B-

glucopyranoside-5-O-B-glucopyranoside respectivamente.

2.6 Propagacién de la especie

El maqui es una especie dioica que depende de la fecundacién cruzada para su
propagacion (Rodriguez et al. 1983). Al ser ademas una especie que en la naturaleza se
propaga facilmente via semilla, se mantiene una gran variabilidad genética en sus poblaciones
naturales (Vogel et al., 2005).

2.7 Propagacién vegetativa

La propagacion vegetativa es una forma de multiplicar la especie, en la cual no
interviene los érganos sexuales para formar un nuevo individuo (Ottone 1993). Esta técnica
permite utilizar un segmento de la planta madre. El segmento o parte vegetativa apropiada

para la propagacion, se coloca inmediatamente después de extraida en condiciones
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favorables para dar lugar a una nueva planta, la cual tendra los mismos caracteres de la madre
(Schaerer 1951). La seleccion del material vegetal esta orientada a elegir individuos con
caracteristicas como varas derechas y vigorosas, sin indicios de dafios por insectos o

enfermedades y sin estrés hidrico (Ottone, 1993).

Existen dos caracteristicas fundamentales de las células vegetales que permiten la
propagacién vegetativa. Una es la desdiferenciacién, que consiste en la capacidad de las
células maduras de volver a una condicién meristematica y desarrollar un punto de crecimiento
nuevo y la segunda es la totipotencia, que hace referencia a que cada célula vegetal contiene
la informacion genética necesaria para reconstruir todas las partes de la planta y sus funciones
(Hartmann et al. 1990).

2.8 Propagacién in vitro

Desde comienzos del siglo XX se realizaron los primeros ensayos de cultivo in vitro.
Haberlandt (1902) utiliz6 por primera vez medio liquido para cultivar células aisladas de
bracteas de Lamium purpureum en solucién de Knop suplementada con sacarosa (Preil 2005).
Las células vivieron por mas de un mes, pero no se dividieron. Sesenta afios mas tarde,
Kohlenbach (1959) observé que las células mesodfilas diferenciadas de Macleaya cordata se
desarrollan en grupos de células y 6rganos formadores de callos y embriones sométicos. Cada
célula es autbnoma y puede generar una nueva planta dandole las condiciones especiales
(Pierik, 1987).

Durante las ultimas décadas la propagacion in vitro, organogénesis y embriogénesis
somatica se han transformado en una alternativa para propagar diversas especies (Hartmann
et al. 2002). Algunas de las especies con gran importancia econdmica alrededor del mundo
que son propagadas por explantes son por ejemplo el guayabo (Psidium guajava L.) (Vilchez
y Albany, 2014), el banano (Mussa spp.) (Aragén et al.,2005) y la cafia de azlcar (Saccharum

officinarum) (Posada et al. 2003).

La micropropagacion fue definida por Murashige (1974) que se centro en tres grandes
etapas en el proceso: la etapal cumple con el objetivo de generar el cultivo de un explante
aséptico de la especie seleccionada; la etapa Il tiene el fin de la multiplicacion del propagulo;
y finalmente la etapa Ill consiste en la aclimatacion de las plantas en el suelo mediante el
enraizamiento de los explantes, el endurecimiento de las plantas, lo que permite la transicion

de un estado heterotrofo a un estado autotrofo.

Actualmente para una micropropagacion exitosa se consideran cinco etapas para un

cultivo in vitro (Garcia-Gonzales et al.,2010).

Etapa 0: Principalmente estad enfocada en la preparaciéon de las plantas madre para

que puedan proveer explantes de calidad, aptos para las condiciones in vitro. En esta etapa
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es crucial el estado sanitario, nutricional e hidrico de las plantas madre, ya que influye

notablemente en el éxito del establecimiento del material vegetal (Hussain et al., 2012).

Etapa I: En este momento se inicia el cultivo in vitro. Se denomina como la etapa de
introduccién y establecimiento de los explantes. Esta enfoca el manejo, seleccién y
esterilizacion de los explantes, siendo este Ultimo factor uno de los mas influyentes en el éxito
de la micropropagacion, debido a que un gran porcentaje de pérdidas en esta etapa se deben
a la contaminacién microbiana. Diferentes métodos de esterilizacion son utilizados de acuerdo
al tipo y tamafio del explante, asi como la especie con la cual se trabaja, tratando de minimizar

el dafio al tejido a introducir (lliev et al., 2010).

Etapa Il: Esta etapa corresponde a la multiplicacion, variando segun el método de
multiplicacion seleccionado; las mas frecuentes son a través de callos, formacién de yemas
adventicias o aumento de la ramificacién lateral. La propagacion a través de callos es el
método més rdpido de multiplicacién, pero también es el mas inestable genéticamente. La
multiplicacion por ramificacion lateral, a pesar de ser la mas lenta al comienzo, puede alcanzar
grandes producciones en un tiempo determinado, ademas de presentar una baja
susceptibilidad a cambios genotipicos durante la micropropagacion (Bhojwani y Razdan,
1996). La eficacia de la tasa de multiplicacién depende de diversos factores, tales como el
genotipo, la composicion del medio, las condiciones ambientales generadas en el espacio in
vitro, entre otras sefialan Dobranszki y da Silva (2010).

Etapa lll: Esta etapa comprende al enraizamiento del explante, donde se forman las
raices que le entregan absorcion de nutrientes y sostén para prepararlo al traspaso ex vitro.
El enraizamiento de los explantes puede llevarse a cabo tanto in vitro como en condiciones

controladas en invernadero o ex vitro (Hartmann et al., 1997).

Etapa IV: Finalmente esta etapa se conoce como adaptacion ex vitro o aclimatizacion,
la cual consiste en una transicion gradual de las plantas del ambiente in vitro a las condiciones
ex vitro. Las diferencias entre las condiciones in vitro y ex vitro se relacionan principalmente
al porcentaje de humedad y la radiacion entre ambos sistemas, las altas concentraciones de
reguladores de crecimiento a que estan expuestas las plantulas in vitro y el modo heterotréfico

de nutricién que les permite su sobrevivencia (Pospisilova et al., 1999).
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2.9 Medios de cultivo

El medio de cultivo es el medio nutritivo en el cual se desarrolla el cultivo de tejidos y
el éxito de la micropropagacion depende en gran medida de la preparacién y formulacién de
éstos. Los medios conformados esencialmente por los siguientes compuestos: sales
inorgénicas, compuestos orgénicos, fitohormonas y materiales inertes de soporte (Merino,
2001). La nutricion de los explantes utilizados en la micropropagacion varia segun la especie
con la que se trabaja, asi como con el tipo de explante de una misma especie (Murashige y
Skoog, 1962).

El medio mas ampliamente utilizado en micropropagaciéon de plantas, es el medio
basal MS (Murashige y Skoog, 1962), con buenos resultados en una amplia diversidad de
especies (lliev et al., 2010). Otro medio bastante utilizado, especialmente en plantas lefiosas,
es el medio desarrollado por Lloyd y McCown, mas conocido como Woody Plant Medium
(WPM). Las diferencias de macronutrientes entre ambos medios radican principalmente en la
concentracién de amonio, nitrato y la concentracion total de iones (Bell et al., 2009), las cuales
pueden influir en la respuesta morfogénica de los explantes durante el proceso de

micropropagacion.

Catenacci (2014) sefala que los explantes provenientes de brotes apicales de maqui
presentaron un mejor desarrollo en medio WPM en comparacién a explantes de brotes
laterales cultivados en medio MS, ademas de presentar desarrollo radical sin necesidad de
adicion de reguladores de crecimiento. En base a lo anterior, el cultivo de explantes de brotes

apicales en WPM seria la condicion éptima para la micropropagacién de maqui.

2.10 Desordenes fisiolégicos asociados al cultivo in vitro

Se han generado problemas en la micropropagacion como la vitrificacion en los
explantes (George, 1993), cuyo fenédmeno se debe a un desorden fisiolégico, que comprende
grandes cantidades de agua residual en los espacios apoplasticos de la planta (Etienne y
Berthouly, 2002). Este desorden se manifiesta con 6rganos vegetales aéreos trasllcidos o que
presentan una trasparencia en hojas, tallos y brotes. El exceso de agua en la célula provoca
comunmente problemas en respuestas de diferenciacion y deformaciones a nivel tisular
(Debergh, 1992; Kevers et al. 1951). Durante la transicion de estos explantes del laboratorio
al vivero, el nimero de individuos se reduce drasticamente (60%) por la condicién de
hiperhidrataciéon (Panques, 1991). A principios de los afios 90 Alvard et al. (1993) demostraron
una condicidn favorable para la micropropagacion en los SIT (Sistema de inmersion temporal),
lo cual permite evitar este fendmeno, con un cambio del medio y tiempos acotados de

inmersion.
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2.11 Bioreactor en la biotecnologia

Un bioreactor es un recipiente o sistema que mantiene un ambiente biolégicamente
activo. La funcion que cumple un bioreactor consiste en llevar a cabo un proceso quimico que
involucra organismos o sustancias bioquimicamente activas, producidas por dichos
organismos. Este proceso puede ser aerébico o anaerobio. En términos generales, esta
tecnologia tiene como objetivo proporcionar un ambiente propicio (pH, temperatura,
concentracién de oxigeno, entre otros) al organismo o sustancia quimica que se cultiva para
su desarrollo (Schmidt, 1998). Los bioreactores también son utilizados para el crecimiento de

células o tejidos en operaciones de cultivo.

2.12 Sistemas de inmersién temporal (SIT)

En el afio 1997 surgi6 el denominado Sistema de Inmersién Temporal (SIT), creado
en el CIRAD (Centro de Cooperacién Internacional en Investigacion Agronémica para el
Desarrollo) de Francia. Este sistema se logré a partir de la aplicacién de un flujo de aire a uno
de sus frascos, el cual hacia subir el medio de cultivo y luego de bafiar los explantes, el medio

descendia por gravedad (Teisson et al., 1996).

El sistema SIT es una tecnologia de cultivo de tejidos de nueva generacion, y la
inmersién cronometrada de los tejidos vegetales en un medio liquido permite la aireacién de
los cultivos (Balogun et al., 2014). Tiene como objetivo simplificar el cultivo a gran escala
dentro de un laboratorio en un pequefio espacio y totalmente aséptico. Estos sistemas han
sido ampliamente utilizados en la micropropagacién, ademés de la produccion de
metabolismos secundarios, en transformacién genética y en seleccién clonal entre otros. El
sistema entrega organismos mas desarrollados de forma mas eficiente en un tiempo acotado
(Georgiev et al., 2014). En los sistemas SIT, la renovacién de la atmdsfera dentro del recipiente
de cultivo es mas frecuente y sin requerir el medio de cultivo, lo que reduce el riesgo de
desarrollar brotes hiperhidricos debido a las repetidas inmersiones en el sistema (Ducos et al.,
2008).

La tecnologia del sistema de inmersion temporal (SIT) es una forma de propagacion
gue hace crecer las plantas rapidamente al sumergirlas de forma intermitente en nutrientes

liquidos en recipientes de laboratorio estériles (bioreactores) (Adelberg y Simpson, 2002).

Los sistemas de cultivo liquido tienen efectos significativos en las tasas de
multiplicacion y la morfologia de los brotes, embriones somaticos, micro-tubérculos o bulbos
producidos in vitro (Preil, 2005). El establecimiento de cultivos en medio liquido es un paso

importante hacia la automatizacion sefiala Aitken-Christie et al. (1995).
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En los sistemas regenerativos organogénicos, los beneficios estan asociados con un
aumento en la proliferacion de brotes y mejores respuestas en la etapa de aclimatacion.
Ademas, estos sistemas disminuyen los costos de produccién al reducir la manipulacion, el

trabajo, el area y el numero de contenedores (Etienne y Berthouly 2002).

Asimismo, Gupta y Ibaraki (2006) hacen un alcance a la inclusién de principios y
métodos de ingenieria que han transformado las técnicas in vitro fundamentales para
convertirse en tecnologias comercialmente viables, ampliando y automatizando los procesos
de propagacion in vitro, que como consecuencia tienen un impacto reduciendo sus costos de

operacion.

Existen mdltiples cultivos que ya son sometidos a esta tecnologia como el café
(Etienne, et al., 1997), el banano (Aragon et al.,2005), la cafia de azlcar (Posada-Pérez, et
al., 2003), el guayabo (Vilchez y Albany., 2014), eucaliptus(Gonzalez, et al., 2011), pino
(Aitken-Christie, et al., 1984), entre otros.

Se ha encontrado que el mejor método es que se sumerjan temporalmente los tejidos
en el medio de cultivo liquido en lugar de continuamente. Este método fue desarrollado por
(Alvard et al., 1993) para la micropropagacion de bananos, siendo también adaptado para el
cultivo de embriones somaticos por (Escalant et al., 1996). A raiz de esto se desarrollaron
diferentes técnicas y varios tipos de SIT los cuales han dado resultados exitosos en la
micropropagacion de varias especies por microcortes o embriogénesis somatica, después de
una considerable reduccion del tiempo de inmersion (Alvard et al., 1993; Teisson et al., 1996;
Escalona, 2000 y Kosky et al., 2000).

En otros estudios sefialan las ventajas de estos sistemas de inmersion temporal en la
micropropagacion, ya que aumenta la fotosintesis, el nimero de hojas y raices ademas del
peso seco durante la aclimatacion ex vitro (Rodriguez et al., 2005; Aragoén et al., 2005).
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2.13 SIT SETIS

El bioreactor SETIS es un concepto mejorado de los sistemas de inmersion SIT. Tiene
un costo bajo de inversion, es facil de manejar, compacto, seguro y posee una superficie
rectangular que permite maximizar los espacio en repisas y cuartos de cultivo (© Duchefa
Biochemie 2019).

Este tipo de bioreactor utiliza aire comprimido para mover el medio liquido desde el
depdsito del medio hasta el recipiente de la planta, pero emplea la fuerza de gravedad para
devolver el medio al recipiente del medio. Esto ahorra mucha energia y asegura un drenaje
completo. Uno de los componentes mas destacables del bioreactor tipo SETIS es la provisién
para ventilacién (Balogun et al., 2014).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Lugar de trabajo

El estudio se llevd a cabo en el laboratorio de cultivo in vitro perteneciente al Centro

de Plantas Nativas de Chile de la Universidad de Talca.

3.2 Material Vegetal

Se trabaj6 con plantas de maqui propagadas por cultivo in vitro del clon “Luna Nueva”.

3.3 Material de laboratorio

Bisturi, pinzas, placa petri, mechero, papel aluminio, papel craft, parafilm, laminas de
propileno, elasticos, 20 frascos de vidrio, puntas de pipetas, una probeta, una piseta, 6 imanes,
4 embudos, 16 rejillas, un vaso precipitado. Por cada SETIS se utilizaron 2 filtros, 1 m de tubo

de silicona, 2 tapas, 2 gomas.

3.4 Reactivos

Medios de cultivo (Woody Plant y Murachige y Skoog), alcohol 70°, acetona, myo-inositol,
Bencilaminopurina, Acido giberélico,

3.5 Herramientas para el proceso:

Autoclave, cdmara de flujo laminar, micropipeta, tubos fluorescentes, balanza
analitica, bomba peristéaltica, pH-metro, agitador magnético, compresor, SETIS system (Vervit,
Belgium, distributed by Duchefa Biochemie, The Netherlands), valvulas solenoides, manguera

conductora de aire, programador, repisa, aire acondicionado.

Figura 1 valvulas, programador y SETIS.
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3.6 Obtencién de plantas a través de cultivo in vitro

Como material vegetal estandarizado y consolidado, se seleccion6 plantas madres
sanas (control sanitario), en condiciones controladas (nutricién mineral, riego), con el objetivo
de proporcionar el crecimiento 6ptimo de la planta. De los nuevos brotes obtenidos se cortaron
y desinfectaron segmentos nodales que fueron introducidos en frascos con medio de cultivo

(MS) siendo posteriormente establecidos in vitro en un medio WP.

3.7 Esterilizaciéon de instrumentos v herramientas

Previo al ingreso de los explantes se esterilizé todo el material utilizado en la camara
de flujo laminar, con el objetivo de garantizar la asepsia y evitar contaminaciones de
patdgenos. La esterilizacion de los medios de cultivo se realizdé por autoclavado, durante 20
minutos a 121°C y 0,1 MPa de presion. Cualquier herramienta que no pueda ser autoclavada,
se someti6 a una minuciosa limpieza con alcohol para minimizar los factores de

contaminacion.

3.8 Sistema de inmersién temporal (SETIS)

El sistema de inmersién temporal consta principalmente de dos recipientes, que cuentan con
salidas en los extremos inferiores interconectados por tubos de silicona que permiten el flujo
del medio de cultivo entre ambos contenedores por medio de presién. Cada tubo de silicona
cuenta con filtros para limpieza del aire comprimido que ingresa por las tuberias que estan
conectadas con una matriz que suministra aire comprimido. Finalmente se establecen los

tiempos y frecuencias de inmersién en un programador de riego dispuesto en cada repisa.

\
%""?-._ = CN"“

Fase 1 Fase 2 Fase 3 Fase 4
\ Compresion de aire.
C Flujo del medio en el medio de cultivo y atre.

Figura 2: Esquema del mecanismo de accién del sistema SETIS (Vervit 2013). Fase 1: Fase
estacionaria; Fase 2: Fase inmersion; Fase 3: Fase finalizacion de la inmersién; Fase 4:
Fase ventilacion.
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3.9 Preparacién del Medio de cultivo

El ensayo fue programado para la etapa de multiplicacion de explantes, por lo que el
medio de cultivo utilizado corresponde a sales WP suplementadas con hormonas para la
multiplicaciéon de los explantes (agua destilada, aztcar, mio-inositol, Acido giberélico (GAs),
Bencilaminopurina (BAP), pH 5,7. Se prepar6 el mismo medio de cultivo de multiplicacion
llamado MM para todos los tratamientos con la diferencia que los tratamientos control incluyen
la utilizacion de agar para gelificar el medio.

3.10 Dispensar medio nutritivo en frascos y SETIS

Luego de esterilizar el medio de cultivo se dej6 enfriar en la camara de flujo laminar y
fue sometido durante 10 minutos a radiacion ultravioleta. Al finalizar este proceso se encendi6
el flujo y se introdujeron las fitohormonas mediante micropipetas. Se homogeniz6 el medio a
través de un agitador magnético y se procedid a dispensar en los frascos y SETIS
respectivamente. Para el caso de los frascos se debi6 utilizar la bomba peristaltica que inyecta
una cantidad justa de medio de cultivo (65 ml), y una probeta para poder medir el medio de

cultivo (400 ml) e introducirlo al recipiente inferior del SETIS.

3.11 Introduccién de los explantes

De las plantas que se encontraban establecidas en cultivo in vitro se seleccionaron los
explantes que se ajustaban a cada ensayo. La seleccidn consistié en explantes de 3 cm en el
primer ensayo y de 2 cm en el segundo ensayo, sin presencia de contaminaciones o necrosis.
Al momento de montar cada ensayo se dispuso los explantes sobre una hoja de papel
esterilizado, la cual sirvi6 como soporte para poder trabajar y estandarizar los brotes cortando
el apice y la base de cada uno. Posteriormente, los explantes fueron dispuestos en el

receptaculo superior del SETIS y en frascos con medio sélido para el tratamiento control.

3.12 Condiciones fisicas en la camara de cultivo

Las condiciones fisicas seleccionadas para realizar el cultivo comprenden un
fotoperiodo de 16 h luz (con una densidad de flujo de fotones fotosintéticos (PPFD) de 70

umol2s1) y 8 h de oscuridad a una temperatura de 22 °C y una humedad relativa del 50%.
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3.13 Disposicién del ensayo

Se utilizé una repisa con cuatro estanterias dispuestas para 16 SETIS bajo tubos
fluorescentes con luz blanca. Cada estanteria cuenta con un programador de riego que

proporciona la frecuencia y tiempo de inmersién necesaria para cada tratamiento.

Figura 3 Representacion esquemaética de la distribucion de los SETIS en la repisa.

3.14 Primer ensayo: Efectos de la frecuencia de inmersién 212 hy
tiempos.

Se introdujeron 30 explantes en cada recipiente del sistema SETIS y 15 explantes en
cada frasco control (utilizando dos frascos por tratamiento). Los tratamientos consistieron en
dos frecuencias de inmersién (12 y 24 horas) y dos tiempos de inmersién (1 y 2 minutos) para
el cultivo de los explantes (Cuadro 1). Tras 30 dias de iniciado el tratamiento se cambié el
medio de cultivo liquido al SETIS y se subcultivaron los explantes control en un medio de

cultivo sélido nuevo. La evaluacién del cultivo se realizo a los 60 dias de iniciado el ensayo.
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Cuadro 1 Frecuencia y tiempo de inmersién por cada tratamiento

Frecuencia de Tiempo de
inmersioén inmersion Tratamiento
(Horas) (minutos)
1 T1
12
2 T2
1 T3
24
2 T4
control 0 T5

3.15 Sequndo ensayo: Efectos de |la frecuencia de inmersiéon < 12 h

Se introdujeron 20 explantes en cada recipiente del sistema SETIS y 20 explantes en
cada frasco control. Los tratamientos consistieron en programar cuatro frecuencias de
inmersion cada (12, 10, 8 y 6 horas) y el tiempo de inmersion se mantuvo en un minuto para
todos los tratamientos (Cuadro 2). Tras 15 dias de iniciado el tratamiento se cambio6 el medio
de cultivo liquido al SETIS y se subcultivaron los explantes control en un medio de cultivo

solido nuevo. La evaluacion se llevo a cabo trascurridos 25 dias del subcultivo.

Cuadro 2 Frecuencia y tiempo de inmersién por cada tratamiento

Frecuencia de Tiempo de

inmersion inmersion Tratamientos
(Horas) (minutos)
12 1 T1
10 1 T2
8 1 T3
6 1 T4
Control 0 T5
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3.16 Disefio experimental

Se distribuyeron 30 explantes para el primer ensayo y 20 explantes para el segundo
ensayo por cada réplica (SETIS o frasco) del clon “Luna Nueva”, con cuatro repeticiones por
tratamiento, donde 16 unidades experimentales engloban el ensayo. Para contrastar ambos
medios de cultivo sélido y liquido se consideré el N° de nudos, N° de brotes, largo de brote
(cm) y peso (gr) del explante. Ademas, se analiz6 el tiempo utilizado por el personal de
laboratorio en efectuar cada proceso.

3.17 Criterios de evaluacion

= Numero de nudos. Se contaron todos los nudos a excepcion de la yema apical.

= Altura de los brotes (cm). Se realiz6 con una regla graduada y se midi6é desde la base

del tallo hasta la insercién de la primera hoja.
= Se determind el nUmero de brotes finales sobre el nimero de brotes iniciales.
= Masa fresca de los brotes (mg).
= Numero total de brotes.
= Numero de explantes con sintomas de hiperhidricidad.

= Tiempo de trabajo y costos de produccién de plantas (Cuadro 1):

3.18 Anaélisis de resultados.

Ambos ensayos fueron realizados con un disefio completamente al azar (DCA). Los
resultados fueron analizados con el programa Statgraphics Centurion XVLII, a través de un
ANOVA simple y multifactorial. Los andlisis que mostraron diferencias significativas entre los
tratamientos se compararon mediante el test de Kruskal Wallis K-W y el test de Duncan, con
un 95% de confianza.

28



4., RESULTADOS

4.1 Primer ensayo: Efectos de la frecuencia de inmersién 212 hy
tiempos.

La serie de andlisis realizados arrojaron diferencias entre el crecimiento y desarrollo

de la especie Aristotelia chilensis en el medio liquido vs. el medio sélido.

4.1.1 Largo de brote

Los explantes cultivados en el medio liquido alcanzaron un largo de brotes (cm)
significativamente mayor a los explantes cultivados en el medio sélido (figura 4). En el medio
liquido los explantes de los distintos tratamientos lograron alturas similares entre 3 y 4 cm
aproximadamente, correspondiendo el valor mas alto al tratamiento 1 (12 h de frecuencia con
un minuto de inmersion). El tratamiento control solo alcanzé 2,8 cm. de largo, sin presentar

diferencias significativas con el tratamiento 3

o

cm

mT112/1° mMT212/2° mT324/1 T424/2° MTS control

Figura 4 Largo de brotes.
Medias con letras no comunes en las barras difieren estadisticamente para p<0,05 segin la prueba de Duncan.

4.1.2 Niumero de Nudos

También en el caso de los nudos formados se observan diferencias entre ambos
medios (figura 5). En el medio sélido se formaron en promedio 2,4 nudos contra un promedio
de 3,7 nudos formados en el medio de cultivo liquido. Aunque no hubo diferencias entre los
tratamientos en SETIS con medio liquido, también en este el tratamiento 1 alcanzd con un

promedio de 4,2 nudos por brote, el de valor mayor.
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uunidad

mT112/1° m®WT212/2° wmT324/1 wWT424/2° mT5 control

Figura 5 Nimero de nudos por brote.
Medias con letras no comunes en las barras difieren estadisticamente para p<0,05 segin la prueba de Duncan.

4.1.3 Nimero de Brotes por explante

El tratamiento 1 (frecuencia 12 h — inmersion 1 min) con 16 brotes formados por
explante supero6 significativamente al tratamiento 4 (Frecuencia 24 h — inmersiéon 2 min) y al
control, que formaron 7 y 5 brotes por explante respectivamente. Los tratamientos 2 y 3
presentaron valores intermedios con 10 y 9 brotes por explante respectivamente.

18

16

14

12

10

unidad

ET112/1° ®WT212/2° ®WT324/1° wmT424/2° WTS control

Figura 6 Nimero de brotes.
Medias con letras no comunes en las barras difieren estadisticamente para p<0,05 segun la prueba de Kruskal Wallis.
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4.2 Sequndo ensayo: Efectos de |la frecuencia de inmersion < 12 h.

El objetivo de este ensayo consiste en evaluar la frecuencia de inmersién 6ptima para

la multiplicacién de maqui.

4.2.1 Peso final del explante

Los explantes cultivados en sistema SETIS alcanzaron un mayor peso final que los
explantes control (figura 7). El mayor peso final promedio del explante se encontrd en el

tratamiento T1 con 1010 mg y el minimo promedio en el tratamiento control T5 con 110 mg.

1400

1200 a

1000
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o

Qo
S
600

400

200

EmT112hr/1° mT210hr/1° mT38hr/1’ T4 6hr/1° mT5 control

Figura 7 Peso final explante.
Medias con letras no comunes en las barras difieren estadisticamente para p<0,05 segun la prueba de Kruskal- Wallis.

4.2.2Peso final del brote

El peso final del brote de los explantes cultivados en medio liquido también superé el
peso promedio final del brote de los explantes control cultivado en medio sélido (figura 8). El
maximo promedio fue encontrado en el tratamiento T4 con 58,4 mg y el minimo promedio fue

obtenido en el tratamiento control T5 con 19 mg.
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EmT112hr/1° ®mT210hr/1° m®mT38hr/1° mT46hr/1° ®T5 control

Figura 8 Peso final del Brote.
Medias con letras no comunes en las barras difieren estadisticamente para p<0,05 segln la prueba de Duncan.

4.2.3 Largo del brote

Se observé una diferencia significativa entre el largo promedio del brote de los tratamientos
en SETIS y el tratamiento control, donde los tratamientos en SETIS alcanzando los primeros

valores entre 2 y 3 cm aproximadamente y el tratamiento control solo 1,8 cm (figura 9).

3,5

2,5

cm

1,5

0,5

EmT112hr/1° ®mT210hr/1° mT38hr/1° mT46hr/1° mT5 control

Figura 9 Largo de brote.
Medias con letras no comunes en las barras difieren estadisticamente para p<0,05 segun la prueba de Duncan.
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4.2.4 Niumero de nudos por brote

Tanto los explante cultivados en SETIS como los explantes control formaron la misma
cantidad promedio de nudos por brote (figura 10). EI maximo promedio correspondié al

tratamiento T2 con 2,6 nudos y el minimo promedio al tratamiento control T5 con dos nudos.

2,5

1,5

unidad

0,5

EMT112hr/1° ®WT210hr/1° mT38hr/1’ T4 6hr/1° MWT5 control

Figura 10 N° de nudos por brote
no se cumplen los supuestos de homogeneidad de varianza y tampoco el valor p<0,05 en la prueba de Kruskal-wallis.

4.2.5 Nimero de brotes nuevos

También el total de brotes nuevos formados por explante difirié entre los SETIS y el
tratamiento control (figura 11). EI maximo promedio correspondid al tratamiento T1 con 9,1

brotes nuevos por explante y el minimo promedio correspondi6 al tratamiento control con 2,9
brotes nuevos.
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EmT112hr/1° mT210hr/1° mT38hr/1’ T4 6hr/1° mT5 control

Figura 11 N° de brotes nuevos.
Medias con letras no comunes en las barras difieren estadisticamente para p<0,05 segun la prueba de Kruskal Wallis.

4.2.6 Hiperhidricidad

En la tabla 1 se describen los porcentajes de hiperhidricidad para cada tratamiento. A
medida que aumenta la frecuencia de inmersioén el desorden fisiolégico por hiperhidricidad fue
en aumento. Este desorden se presentd en menor porcentaje en el Tratamiento 1 (1%) y el
Tratamiento 5 (3%). Por el contrario, el maximo promedio se observo en el tratamiento T4 con
20% de hiperhidricidad.

Tabla 1 Hiperhidricidad (%) en los respectivos tratamientos.

Tratamien Hiperhidricidad  desviacion error separacion de
to (%) estandar estandar medias
T112h 1,3 EEPRS +1,3 a

T210h 10 +14,1 +10 abc

T38h 13,8 +4,8 2.4 ab

T46h 20 +7,1 13,6 c

Testigo 2,5 2,9 +1,5 a

MS

Levene 0,011614 P/ Test 0,018 K-W
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4.12 Produccién de plantas en SETIS v/s in vitro

En las condiciones del laboratorio (caAmara de cultivo de 4,5 m2) en una temporada del proceso
de multiplicacién en cultivo in vitro con dos operarios trabajando se pueden producir 27.000
plantas en frasco (9000 explantes por 3 nudos). En el mismo periodo de tiempo en SETIS con
dos operarios trabajando se pueden producir 81.000 plantas (9000 explantes por 9 nudos). Lo
que indican que el cultivo en SETIS ahorra al menos un mes del proceso de multiplicacion,
esto implica menor utilizaciéon de la mano de obra, materiales, reactivos que se traducen en
un menor costo de la planta final. Incluso ya en la primera multiplicacién los costos de la

produccion en SETIS son un 20% menor que los costos de multiplicacién in vitro tradicional.

Tabla 2 Comparacion entre cultivo in vitro tradicional v/s SETIS, en multiplicacion de
explantes por nudos.

Establecimiento Multiplicacion*1 Multiplicacion*2 Enraizamiento Aclimatacién
in vitro
9000 In (9000*3 (27000*3=81000) N N
explantes vitro =27000)
9000 SETIS | (9000*9=81000)
X v v
explantes
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5. DISCUSION

El manejo 6ptimo de las condiciones de aireacion y disponibilidad del medio de cultivo in
vitro en los SIT juega un papel muy importante en el proceso de adaptacion, especificamente
en la fase de aclimatizacién. De esta forma se garantiza el desarrollo de plantulas que
alcancen la calidad requerida para poder adaptarse en el menor tiempo posible a los cambios
ambientales que se producen en ésta etapa (Korneva et al., 2013). Determinar el tiempo y
frecuencia de inmersion durante la fase de multiplicacion del cultivo para cada especie en
especifico es crucial para favorecer la propagacion de forma exitosa e incluso en las
variedades dentro de una misma especie, esto es determinante para la absorcién de nutrientes

por los brotes y el control de la hiperhidricidad (Berthouly y Etienne, 2005).

En el caso de la variedad “Luna Nueva” la comparacion entre la multiplicacion de explantes
en medio soélido por cultivo in vitro y medio liquido a través de SETIS arrojo resultados que
demuestran la superioridad del SETIS. Los mejores resultados se obtuvieron con un tiempo
de inmersion de un minuto y una frecuencia de 12 horas. En el primer ensayo se obtuvieron
4,2 nudos y en el segundo ensayo se obtuvieron 2,4 nudos respectivamente, solo se
observaron diferencias significativas con respecto al medio solido en el primer ensayo, donde
el contraste fue de 4,2 nudos en SETIS v/s 2,5 nudos en el control. Andlogamente con el largo
de los brotes, las diferencias son significativas entre los SETIS (2,6 cm el primer ensayo y 3,9
cm el segundo ensayo) y el control (1,8 cm el primer ensayo y 2,7 cm el segundo ensayo).
Sin embargo, un estudio realizado en el guayabo Vilchez y Albany (2014) observaron que en
un tiempo de inmersion de dos minutos el nimero de nudos y niumero y largo de brotes fueron
superiores a los obtenidos con el tiempo de inmersién de un minuto, siendo esta tendencia de
los resultados similar a la reportada por Gonzalez et al. (2011) quienes encontraron que la
tasa de multiplicacién de microesquejes de Eucalyptus globulus fue significativamente mayor

al aumentar el tiempo de inmersién de 1 a 2 minutos.

En el caso del maqui con la variedad “Luna Nueva”, con una frecuencia de 12 horas y 1
minuto de inmersién, el nimero de brotes por explante aumenté significativamente al segundo
mes de cultivo con respecto a los otros tratamientos. Es decir, si tras dos meses de cultivo
cada brote tiene en promedio 3,5 nudos y con el mejor tratamiento se obtienen 16,5 brotes
nuevos,se puede estimar una cantidad de nudos o segmentos nodales obtenidos por explante
de 58, en comparacion con 13 nudos que se obtendrian con el control (5,5 brotes de 2,4
nudos). Por lo tanto, en dos meses de cultivo en SETIS (medio liquido) se obtiene una
eficiencia de 70% con respecto a cultivo in vitro (medio solido). Al disminuir la frecuencia de
inmersioén (12, 10, 8, 6 h) y hacer un andlisis al mes de cultivo se observa que el numero de
brotes obtenidos con frecuencia 12 h (9 brotes) es similar al obtenido tras 10 h de frecuencia

de inmersion (8 brotes) y en todos los casos superior al cultivo in vitro (3 brotes). Un buen
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parametro para determinar el mejor tratamiento es el nimero de brotes, muy utilizado en la
literatura, como es el caso de la especie Malanga (Teisson et al., 1996, Kozai et al., 1997 y
McAlister et al., 2005) la cual ha obtenido resultados favorables en términos de multiplicacion
de brotes gracias a la frecuencia y el tiempo de inmersion 4 h/ 14°. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos por McAlister et al. (2005), quienes obtuvieron méas del doble
de generacion de brotes con respecto al medio semisélido en diferentes clones de Eucalyptus
spp. Segun Preil (2005), este aumento se puede deber principalmente a que la absorcion de
nutrientes y reguladores del crecimiento se lleva a cabo por toda la superficie del tejido, lo que

puede maximizar el desarrollo del explante.

En la especie Cymbopogon citratus, ampliamente utilizada para la extracién de
metabolismo secundario citronenol, se demostré un mayor desarrollo de biomasa en los SIT
encontraste al medio solido (Quiala et al., 2006). También en la variedad de maqui “Luna
Nueva” se obtuvo un mayor peso del explante en los tratamientos en SETIS (1010 mg) v/s los
tratamientos control (110 mg). Asi mismo en el peso del brote por cada explante, se
observaron diferencias significativas respecto a los tratamientos en SETIS v/s el control, ya
que los pesos promedio en medio liquido alcanzaron hasta los 58 mg para el tratamiento 4
respectivamente, y en medio solido solo alcanzé 18 mg en promedio. Estos resultados
obtenidos y contrastados con la literatura indican que los sistemas de inmersién temporal son

ampliamente superiores, en la formacién de biomasa.

En la especie de Eucaliptus spp Gonzalez et al., (2011) sefialan que un aumento de la
frecuencia y duracion de la inmersion, unido a mayores concentraciones hormonales en el
medio de cultivo, pueden favorecer la aparicién del fendbmeno de hiperhidricidad en los
microtallos. En este estudio se realizaron mediciones de pH que indicaron que un mayor
tiempo de contacto de los microtallos con el medio de cultivo, ya sea aumentando la frecuencia
de inmersidén o bien aumentando el tiempo de duracién de cada inmersién, genera una mayor
acidificacion del medio liquido. La relacién de este desorden fisioldgico se presenta con mayor
frecuencia en los tratamientos con multiples frecuencias de inmersion, 6 h (59%) y 12 h (53%)
respectivamente, presentando hiperhidricidad. En contraste, el tratamiento con menor
hiperhidricidad de los brotes, se observé en el tratamiento de 48 h (32 %). Esto se correlaciona
con los resultados obtenidos en el caso de la variedad “Luna Nueva”, ya que se produce un
aumento de hiperhidricidad a medida que se aumenta la frecuencia de inmersion (entre 40 y
60%). Con frecuencia de 12 h y el tratamiento control son muy similares las medias de

hiperhidricidad (1 y 0,1%), no observandose diferencias significativas.

37



6. CONCLUSION

Las comparaciones entre medio liquido y sélido mostraron una diferencia significativa, tal
y como se plateé en la hipétesis de éste trabajo, lograndose un mejor desarrollo de los
explantes de la variedad “Luna Nueva” de maqui con el uso del sistema SETIS. La literatura
consultada sobre los SIT apunta a la accesibilidad del medio de cultivo liquido que permite un
mejor desarrollo de los explantes, lo cual fue corroborado con los ensayos realizados. Los
resultados obtenidos arrojaron que con una frecuencia de 12 h durante 1 minuto de inmersién
se genera mayor productividad y menores desordenes fisiologicos en explantes, lo que
permitié establecer un protocolo para esta variedad en particular en la fase de multiplicacién.
Otra ventaja del cultivo en SETIS con respecto al cultivo in vitro, es la reduccién de los costos
y del tiempo de propagacion por el mismo nimero de plantas. Estos resultados contribuyen
en el desarrollo de nuevos protocolos para las variedades de A. chilensis, ayudando a
multiplicar la especie de forma mas eficiente y a utilizar el SETIS como una nueva tecnologia

a incorporar en la micropropagacién de especies vegetales.
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Anexos

Primer ensayo

Tratamiento Largo del brote N° de nudos N° de brotes
T1 3,9+0,14a 42 +0,7a 16,5+ 0,70 a
T2 3,65+0,31a 3,7 £05a 9,6 +£58ab
T3 3,4+0,43 ab 35 *04a 10,5+1,7 ab
T4 3,7+£0,59 a 35 *04a 7+4,7ab
Control 2,75+0,05b 24 +£0,09b 55+3,1b
Promedio 3,43+0,53 3,3 £0,71 9+49hb
Levene 0,0612992 0,140313 0,00313047
P/ Test 0,0159/ Duncan 0,0032/ Duncan 0,0814/ K-W

Segundo ensayo

Tratamiento | Peso final | Peso final | Largo del brote | N° de nudos | N° de brotes | Hiperhidricidad
explante brote (mg) (cm) finales/brote | finales/ (%)
(mg) explante
T1 1010+300a | 475+9,8a | 26+05a 24+0,2 9,1+24a 13+x25¢c
T2 840+ 40a 549+23a |28+04a 26+0,1 8,0+0,3a 10,0 = 141
abc
T3 600+280a |54,7+28a |(25%+05a 25+0,2 59+24a 13,8+ 4,8 ab
T4 750 + 60 a 584+12a |27+0,2a 23+0,1 72+13a 200+7,1a
Control MS | 110+20b 19,0+0,2b | 1,8+0,3b 2,0+0,2 29+05b 25+29hbc
Promedio 640 +370 46,0+ 1,7 24+05 2,3+0,3 6,4+27 9,4+9,2
Levene 0,002 0,06686 0,5227 0,4425 0,0113 0,011614
P/ Test 0,0314648/ 0,0003/ 0,0263/Duncan | 0,4814 0,0277405/K- | 0,0188884 K-
K-W Duncan W W
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Glosario

Hiperhidricidad: Es un desorden fisiolégico que puede ocurrir en el cultivo de tejidos
de las plantas. Los tejidos hiperhidricos se caracterizan por una apariencia vidriosa, tallos y

hojas traslucidas y una distorsion de sus érganos.

Medio MS: El Medio Murashige & Skoog (MS), o MS0, fue inventado por los cientificos
Toshio Murashige y Folke K. Skoog en 1962 durante sus investigaciones de nuevos
reguladores del desarrollo vegetal y se ha convertido en el medio mas cominmente usado en
el cultivo in vitro de tejidos vegetales.

Biorreactor: Un biorreactor es un recipiente o sistema que mantiene un ambiente
biolégicamente activo. En algunos casos, un biorreactor es un recipiente en el que se lleva a
cabo un proceso quimico que involucra organismos o0 sustancias bioquimicamente activas

derivadas de dichos organismos.
Explante: seccion de tejido vivo, transferido a un medio artificial.

Sistemas de inmersién temporal (SIT): Son sistemas semi—automatizados en
propagacion in vitro. Esta basado en el contacto intermitente del medio de cultivo liquido con

los explantes por un corto periodo de tiempo y la renovacion de la atmésfera gaseosa.

In vitro: En el contexto de la biotecnologia, se cultiva secciones de tejidos en
recipientes de vidrios en un medio estéril con los nutrientes, hormonas y ambiente

estandarizado.

In vivo: el organismo es totalmente autébnomo en términos de funcionalidad e

interacciéon con el medio ambiente, produciendo diversos mecanismos para su sobrevivencia.

Organogénesis: Son cambios que se producen, durante el desarrollo de la formacién

de un érgano determinado.

Totipotencialidad: Las células aisladas de las plantas tienen la capacidad de
reproducir su crecimiento, en condiciones de asepsia y el control del ambiente, ademas de

concentraciones hormonales y nutricionales estandarizadas para cada sub especie.
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