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Resumen:

Aristotelia chilensis (Maqui) es un arbol o arbusto nativo de Chile cuya demanda
por su fruto en los Ultimos afios ha tenido un mayor auge debido a su alta
concentracion de antioxidantes. Es considerado un “superberry” altamente
demandado por la industria, por lo que para producir materia prima homogénea y
de calidad, se requiere clonar de manera mas eficiente plantas seleccionadas. En
el presente estudio de propagacioén in vitro, se evalud la importancia de suministrar
carbono exdgeno que promoviera los mecanismos anabdlicos propios de la planta,
junto con el uso de sustratos que permitiesen un mejor desarrollo de la plantula.
Para esto, se utilizé la variedad de maqui ‘Luna Nueva’', propagada por estacas, la
cual se caracteriza por una alta concentracién de antocianinas. Con el fin de
optimizar el proceso se determind el efecto de un aumento en la concentracién de
CO2 ambiental, ademéas del impacto tipo de soporte: semiporoso (turba-perlita)
versus semisolido (agar con vitaminas y minerales). En dos ensayos se determino
la supervivencia de las plantulas junto con diferentes caracteristicas morfolégicas
(desarrollo radicular, aéreo, peso fresco, altura) y fisiolégicas (produccion de
antocianinas, clorofila, indice de balance de nitrégeno).

Los resultados muestran que, tanto en su desarrollo in vitro, como ex vitro, el
soporte afecta caracteristicas morfolégicas vy fisiolégicas de las plantas obtenidas
bajo condiciones autotréficas, con mejores resultados usando turba-perlita, por
sobre el uso del medio “Woody plant” gelificado sin azucar (autotréfico) y con

azucar (mixotrofico).
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Summary

Aristotelia chilensis (Maqui) is a tree or shrub native to Chile whose demand
for fruit in recent years increased due to its high concentration of antioxidants,
being considered a "superberry" highly demanded by the food industry. To produce
homogeneous and high quality raw material, it is necessary to clone selected
plants more efficiently. In the present in vitro propagation study, the importance of
supplying exogenous carbon that promoted the plant's own anabolic mechanisms
was evaluated, together with the use of substrates that would allow a better
development of the seedling. For this, the maqui variety 'Luna Nueva', rich in
anthocyanins, was propagated by cuttings. The effect of increased ambient CO2
concentration as well as the growing substrate was determined, together with the
effect of the type of support: semi-porous (peat-perlite) versus semi-solid (agar with
vitamins and minerals).
In two trials, seedling survival, morphological characteristics (root development,
aerial development, fresh weight, height) and physiological characteristics
(anthocyanin production, chlorophyll, nitrogen balance index) were evaluated.
The results showed that both, in vitro and ex vitro plants, grown under autotrophic
conditions, developed better on substrate peat-perlite than on gelled “Woody plant”

medium with (mixotrophic) or without sugar (autotrophic).

Keywords:

Micropropagation; Growing substrate; Environmental CO2; COz enrichment.
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Introduccioén:

En los dltimos afios, Aristotelias chilensis (maqui) ha adquirido importancia
agricola y comercial por su interés como materia prima para la industria
nutracéutica, cosmética y farmacéutica, ya que su fruto destaca por su alto
contenido de polifenoles y antocianinas, mayor a otros berries y plantas en general
(Fredes, 2009), siendo denominado “superberry” por la gran capacidad
antioxidante que le confieren estos compuestos (Alonso, 2012; Misle et al., 2011).
Aunque el pueblo Mapuche ha utilizado las hojas y el fruto para preparar medicina
herbal desde tiempo ancestrales (Alonso, 2012), sus propiedades medicinales han
sido estudiadas recientemente por la comunidad cientifica, dentro de las cuales
destaca las propiedades: analgésica (Farias, 2009), antioxidante (Cespedes et al.,
2009), antinflamatoria (Cespedes et al., 2010), cardioprotectora (Cespedes et al.,
2008), antibacteriana contra Sarcina lueta y Staphylococcus aureus (Torres,
2010), gastroprotectora (Ojeda et al., 2011) y neuroprotectora (Fuentealba et al.,
2012). Ademés, es considerado por la industria farmacéutica una especie con
potenciales efectos anti-edad por su capacidad antioxidante (Alonso, 2012). Por su
coloracién también tiene usos como colorante natural en alimentos y cosméticos,
siendo altamente demandado por la industria europea.

Dadas las caracteristicas beneficiosas del maqui, la demanda mundial de
este producto ha aumentado (Fundacion Chile, 2014), por lo que la recoleccién
silvestre no es sustentable, y se estima que la oferta futura sera incierta, debido al
agotamiento del recurso (Romo et al., 2018). Esto ha llevado a la busqueda de
domesticacion de la especie, con el fin de tener cultivos homogéneos que suplan
la necesidad comercial del fruto sin causar impacto en el ecosistema, ya que su
extraccidon excesiva puede generar una baja en la poblacion del maqui silvestre.

Las plantas de maqui se pueden propagar vegetativamente mediante el
enraizamiento de estacas o micropropagacion in vitro. Ambas técnicas son
asexuadas, lo que permite conservar las caracteristicas genéticas de la planta

madre. Sin embargo, el cultivo in vitro se destaca por su rapida produccion de



plantas de alta calidad, en un ambiente fisico-quimico controlado, libre de
microrganismos patdégenos como bacterias y hongos. Provee un material uniforme
en periodos relativamente cortos de tiempo, y de forma continua en el afo, lo que
confiere ventaja sobre la propagaciéon por estacas.

Dentro de las formas de cultivo in vitro comiunmente utilizadas, se usa el tipo
mixoétrofo, agregando azucar al medio de cultivo, como por ejemplo en la
micropropagacion de la papa, boniato, ajo, frutilla, manzano, ciruelo, duraznero,
peral, vid, frambuesa, zarzamora, arandanos, eucaliptos (Castillo, 2004). Sin
embargo, ha surgido el cultivo in vitro autétrofo, sin azucar. Este método ha
demostrado tener una serie de ventajas tanto en la fisiologia de la planta como en
la adaptacion de esta al medio ex vitro (Kosai et al., 2016). Debido a lo anterior, el
presente trabajo pretende contribuir a la optimizacién de la clonacién de maqui
(variedad 'Luna Nueva') mediante el estudio de los efectos de la propagacion in

vitro autotrofo, en comparacién con el cultivo in vitro convencional (mixétrofo).

1 Descripcion de la especie

Aristotelias chilensis, de nombre comin maqui, es un arbusto lefioso
perteneciente a la familia de las Elaeocarpaceae (Mufioz, 1992). Es una planta
endémica del suroeste de Argentina y Chile, encontrandose en este Ultimo pais
entre la IV y la Xl region, incluyendo la isla de Juan Fernandez (Hoffman, 1992).
Se distribuye desde cercano al nivel del mar hasta los 2500 m.s.n.m (Montes y
Wilkomirsky, 1985), y crece en climas variados como el mediterraneo, templado,
himedo y sub-hiumedo (Vogel et al., 2008). El arbusto puede alcanzar
aproximadamente 4 m de altura (Grupta, 1996). Es una planta dioica cuyo fruto es
una baya negra brillante de aproximadamente 6 mm (Cabello, 2003), la que
madura entre los meses de diciembre y abril, dependiendo de su ubicacion
geografica. En las regiones mas calidas la cosecha es mas temprana (Valdebenito
et al., 2003).



2 Cultivo in vitro

El cultivo in vitro, que es una técnica de micropropagaciéon, se define como la
produccion de plantas a partir de semillas, embriones, 6rganos, explantes, tejidos
y células, cultivadas asépticamente, ya sea en un tubo de ensayo u otro recipiente,
en el cual se controlan las condiciones ambientales y nutricionales (Hartmann y
Kester, 1980; Pierik, 1997). Segun la fuente de obtencién de carbono se clasifica
en tres tipos, los cuales se detallan a continuacion (Kosai y Kubota, 2005; Xiao y
Kozai, 2006).

2.1Cultivo in vitro heterotrofo

En este tipo de micropropagacion los carbohidratos son agregados al medio de
cultivo de forma exdégena como unica fuente de energia, por ejemplo, en la
formacion de callos en oscuridad (blanco-amarillo), los cuales no poseen la

capacidad fotosintética.

2.2 Cultivo in vitro mixétrofo

Las plantas no solo usan carbohidratos enddgenos, producidos mediante
fotosintesis, sino que ademas el medio es suplementado con carbohidratos
exdégenos, usando azucar como fuente de energia. Por lo tanto, independiente de
la concentracién de azucar en el medio, los cultivos que crecen en medios que
contienen azucar deben ser considerados como mixétrofo. Las etapas de este
método de micropropagacion son la introduccion, multiplicacién, enraizamiento y

aclimatacion.

2.3 Cultivo in vitro autétrofo

Las plantulas utilizan como fuente de energia el carbohidrato enddégeno,

sintetizado por el organismo en la fotosintesis. Para todos los fines practicos se



refiere a la micropropagacion sin adicion de azucar al medio. El cultivo autétrofo

consta de dos etapas:

Introduccién (Etapa |): Esta se desarrolla bajo condiciones heterétrofo / mixétrofo,
ya que un cultivo in vitro libre de microrganismos patégenos se establece
cultivando tejidos meristematicos, también llamados explantes, de los cuales no
todos poseen érganos fotosintéticos, por lo que se requiere un medio de cultivo
suplementado con azucar exégena. Una vez que se desarrollen los érganos
capaces de llevar a cabo la fotosintesis, el cultivo esta en condiciones de pasar a

la micropropagaciéon autotrofa.

Multiplicacion/ Enraizamiento (Etapa Il): Una vez que la plantula haya desarrollado
hojas con sistemas fotosintéticos activos, es trasplantada o subcultivada a un
soporte libre de azucar, con los macro- y micronutrientes junto con las hormonas
vegetales necesarios para su desarrollo. Cobra relevancia la concentracion de
CO:2 dentro del recipiente de cultivo, ya que esta es la fuente de carbono para la
sintesis de glucosa. Para aumentar su concentracion en el ambiente suelen
usarse filtros permeables a gas (a mayor numero de filtros porosos mayor seréa la
ventilaciéon), en frascos con propiedades de ventilacion mejoradas, que permiten
alcanzar concentraciones mayores a las del ambiente. O bien se utilizan camaras
con ventilacién forzada, aumentando la concentracion de CO:2 por sobre 1000
umol/mol (Kosai et al.,, 2016), con ellas se obtienen mejoras en la tasa de
crecimiento y la aclimatacién ex vitro (Kapchina y Toteva, 2014). Al aumentar la
ventilacion del recipiente, disminuye la concentracién de etileno, compuesto que
tiene efectos adversos sobre la planta en desarrollo, como regeneracién de brotes
y expansion de hojas por sobre los rangos normales (Biddington, 1992). Ademas,
el uso de estos recipientes ventilados aumenta la transpiracion de la planta y la
evaporacion media, lo que a su vez mejora la absorcion de nutrientes, y por ende
es beneficioso para el crecimiento de la planta, a diferencia de los recipientes
herméticos (mixotrofo) en los cuales la planta tiene una pobre formacion de la

cuticula y un mal funcionamiento estomético (Kozai, 2010). En un cultivo autétrofo



la etapa de aclimatacion se elimina, debido a que las plantulas en estas
condiciones poseen los sistemas radiculares y fotosintéticos funcionales.

Es importante destacar que, en ambas formas de micropropagacién, mixoétrofo y
autotrofo, esta presente la introduccion El acondicionamiento de la planta madre
sigue siendo relevante ya que provee material vegetal inicial de calidad, junto con
una adecuada desinfeccion de este previo a la introduccion. Ambos sistemas,
mixotrofo y autotrofo, requieren de una fuente de luz PAR (Radiacion solar

fotosintéticamente activa) (Kozai y Kubota, 2005).

3. Cultivo in vitro de plantas nativas, Queule, Kunth y Maqui en Chile

En la dltima década, el cultivo in vitro ha sido utilizada en Chile para la
propagacion de plantas superiores de dificil multiplicacion, tal como Gomortega
keule (Queule), un arbol en peligro de extincién que ha sido propagado por cultivo
in vitro mixotrofo (Mufioz y Davey, 2011). Ademas, los investigadores destacan las
mejoras en el cultivo in vitro mixotrofo, mediante la aplicacién de inhibidores de
etileno y mejorando el intercambio gaseoso, para la Colobanthus quitensis
(Kunth), una planta modelo para el estudio del estrés abidtico, capaz de vivir en

climas adversos como la antartica (Cuba et al., 2014).

Dentro de las lineas de investigacion del laboratorio de cultivo in vitro del
Centro de Plantas Nativas de Chile de la Universidad de Talca, se han
seleccionado y propagado clones de maqui, destacando dos variedades que
presentan altos niveles de antocianinas en fruto: '‘Luna Nueva' (cercano a 1,5% de
peso seco) y 'Morena’ (cercano a 1,2% de peso seco) (Brauch et al., 2017).
Actualmente, las plantas de estas variedades son propagadas mediante el método

de cultivo in vitro mixotrofo a partir de material vegetal de la planta madre.



4. Investigaciones en cultivo in vitro mixotrofo y autotrofo

A pesar de lo eficiente de la micropropagacion mixotréfica, se han mostrado
efectos positivos con el cultivo in vitro autotrofo en la fotosintesis y por ende en el
desarrollo de la planta (Kozai y Kubota, 2005). El cultivo autétrofo promueve un
mayor crecimiento y fotosintesis de las plantulas in vitro (Desjardins y Hdider,
1995). Previene desordenes fisioldégicos y morfoldgicos, uno de los principales
problemas del cultivo in vitro convencional (Desjardins y Hdider, 1995). Los
explantes autoétrofos poseen estructura anatdbmica normal y estomas funcionales,
lo que aumenta las tasas netas de fotosintesis y transpiracion y contribuye a
mejorar los porcentajes de supervivencia tras la transferencia del cultivo in vitro al
ambiente ex vitro (Zobayed, 1999a).

La ausencia de sacarosa en el medio de cultivo minimiza las pérdidas de
plantulas por contaminacion con bacterias u hongos, lo que significa una mayor
eficiencia y un menor costo a nivel productivo.

Investigaciones actuales confirman las ventajas de este método por ejemplo
en la especie ornamental Billbergia zebrina, en la cual se obtienen plantulas sin
trastornos anatémicos y fisiologicos mediante la micropropagacion autotrofica. Las
plantas obtenidas mediante esta técnica han mostrado un mejor crecimiento ex
vitro, comparadas con aquellas propagadas por cultivo in vitro mixétrofo, con
distintas concentraciones de sacarosa (Martins et al., 2015). En papaya (Carica
papaya L. var. Red Maradol) se vio que el efecto combinado de la zeolita, acido
indol butirico (IBA), en ausencia de sacarosa en el medio de cultivo y el aumento
de la ventilacion permitié condiciones de cultivo autotréficas que tuvieron un 60%
de supervivencia de la planta en condiciones de aclimatacion ex vitro, lo cual en
esta especie es critico ya que por condiciones mixotrofa es inferior al 30% (Pérez
et al., 2015).



5. El soporte de crecimiento en condiciones autotroficas

Otro aspecto que cobra relevancia, ain mas con los avances
biotecnolbgicos actuales, es el sustrato utilizado. En lugar de agentes gelificantes
Se usan soportes porosos, como la perlita o vermiculita. Estas permiten un mejor
desarrollo del sistema radicular, lo que a su vez mejora la hidratacién de la planta,

favoreciendo su aclimataciéon ex vitro.

Lo anterior sugiere que el cultivo in vitro de Aristotelia chilensis autétrofo
confiere mejores caracteristicas morfologicas y de supervivencia que el mixétrofo.
El presente trabajo pretende determinar las caracteristicas morfologicas,
fisiologicas y la supervivencia de las plantulas cultivadas en sistemas autétrofo y

mixétrofo, con el fin de optimizar el cultivo in vitro de maqui.



Hipotesis:

El cultivo in vitro autétrofo de Aristotelia chilensis confiere mejores caracteristicas

morfoldgicas, fisioldgicas y de supervivencia en plantulas que el cultivo mixotrofico

Objetivo general:

Determinar los efectos del cultivo in vitro autétrofo y mixétrofo sobre la

micropropagacion de Aristotelia chilensis.

Objetivos especificos:

I. Establecer diferencias en las caracteristicas morfoldgicas, fisiol6gicas y la
supervivencia de las plantulas cultivadas mediante el método autotrofo y
mixotrofo.

[I. Desarrollar un método optimizado para el cultivo in vitro autotrofo de

Avristotelia chilensis.



Materiales y métodos:

1. Material Vegetal

Las plantas madre utilizadas corresponden a Aristotelia chilensis variedad 'Luna
Nueva' propagadas vegetativamente a través de cultivo in vitro en la Universidad
de Talca.

2. Cultivo in vitro

Como medio de cultivo se utilizd el medio Woody Plant (Lloyd and Mc
Cown’s; 2018) ajustando a pH 5,7. En los tratamientos que corresponda (ver Tabla
1) se agregd sacarosa y el agar. La mezcla se distribuy6 en frascos previamente
esterilizados en autoclave a 121°C por 20 minutos.

Los explantes fueron desinfectados superficialmente, cortados (un corte
basal que toma contacto con el medio de cultivo y otra en diagonal parte superior)
e introducidos en el medio previamente preparado. Todo este proceso se
desarroll6 bajo camara de flujo laminar. Los explantes introducidos en el medio se
llevaron a la cdmara de cultivo bajo condiciones de fotoperiodo controlado (16 h
luz/ 8 h oscuridad), con una temperatura de 20 £ 2°C. Una vez que las primeras
hojas emergieron de la plantula éstas se cambiaron de medio y se sometieron a
las condiciones del ensayo.

Los tratamientos mixotrofo y autétrofo se realizaron en recipientes Magenta GA-7

(Merkmillipore).

Mixétrofo: Con medio de cultivo gelificado Woody Plant (WP), que contiene
sacarosa (azucar) (Pierik, 1990).

Autétrofo: Se us6 una camara hermética de acrilico, en cuyo interior se dispuso un
sensor de dioxido de carbono infrarrojo no dispersivo, NDIR, (GS-CDR, Distech
controls), con rango de deteccion de CO:2 de hasta 2000 ppm. En los tratamientos
de CO: enriquecido el gas se inyectd desde una bombona mediante un sistema de

inyeccion automatico para mantener 1500+ 5 ppm al interior de la camara.



3. Disefio experimental

El experimento se condujo bajo un disefio bifactorial, cuya unidad
experimental es un frasco Magenta GA-7 con 3 plantulas en su interior. Cada
tratamiento cont6 con 10 unidades experimentales, con 2 repeticiones en el
tiempo. Se aplicé un disefio de Split-block, con un bloque con CO2 ambiental y
otro con CO:2 enriquecido (1500 ppm) (Figura 1 y 2). Dentro de cada Split-block se
distribuyeron los tratamientos al azar.

Los factores evaluados son medio de soporte y concentracion de CO2 en la
camara, con los siguientes tratamientos para cada factor:

Soporte:

- Medio WP gelificado con azlcar

- Medio WP gelificado sin azucar

- Turba-perlita + nutrientes inorganicos

Concentracion CO2

: CO2 ambiental (aprox. 400 ppm)

- CO2 1500 ppm en camara.

Cuadro 1. Resumen de condiciones evaluadas

Soporte
Fuente de carbono WP Turba Tipo de cultivo
gelificado perlita

Sacarosa + CO2 ambiental 400 X Mixotréfico
ppm aprox.

Sacarosa + CO:z enriquecido1500 X Mixotrofico
ppm aprox.

CO2 ambiental 400 ppm aprox. X X Autotrofico

CO:zenriquecido 1500 ppm aprox. X X Autotréfico
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Figura 2. Crecimiento CO2 400 ppm

Al introducir las plantas a las distintas condiciones se registré el peso (mg), altura
(cm) de los explantes y numero de nudos.

El cultivo se mantuvo por cuatro semanas en las condiciones de cada tratamiento.
Luego se procedid a la etapa de adaptacion ex vitro, crucial en cultivo mixétrofo,
momento en que se cambiaron las plantas del soporte con agar a bandejas con
sustrato por turba perlita (1:2) (Figura 3). Las plantas cultivadas en turba-perlita se
mantuvieron sin cambio de su soporte durante el paso a ex vitro. Estas fueron
llevadas a condiciones ambientales, invernaderos dentro de las instalaciones de la
UTAL, con riego periddico por aspersion y CO2 ambiental de 400 ppm
aproximadamente en donde fueron paulatinamente aclimatadas, con apertura de

la bandeja gradual para evitar deshidratacion.
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Turba perlita (TP) CO2 400 | Woody Plant sin sacarosa | Woody Plant con sacarosa
ppm (WP SS) CO2 1500 ppm (WP +S) CO2 400 ppm
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Turba perlita (TP) CO:2| Woody Plant sin sacarosa | Woody Plant con sacarosa
1500 ppm (WP SS) CO2 400 ppm (WP +S) CO2 1500 ppm

Figura 3. Cambio de soporte, etapa de aclimatacion para los 6 tratamientos

evaluados.

Evaluaciones:

a) Supervivencia:
Se evalu6 por periodo in vitro 4° semana y ex vitro 3° semana el niamero de
plantulas o plantas no viables, ya sea por contaminacion o estrés (% plantas

sobrevivientes).

b) Caracterizacién morfolégica durante el periodo de cultivo in vitro
Se evalud el desarrollo del sistema radicular y aéreo. Para la evaluacion del
sistema radicular se aplico una escala visual, considerando 0= nulo crecimiento, y

4= excelente desarrollo (Figura 4).
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Figura 4. Escala visual desarrollo de raiz en plantulas en etapa in vitro.
En la region aérea se registro el desarrollo de la planta segun:
a) Altura (cm) = Altura 4° semana (cm)
b) N° de Nudos= n° nudos 4° semana
c) N° de hojas= n° de hojas 4° semana
Y para evaluar planta completa, se consideré6 aumento de peso
Peso (mg)= Peso 4° semana (mg)
Las mediciones se realizaron al inicio de aclimatacion, durante el traspaso de
plantulas a soporte turba perlita, para el caso de aquellas plantas crecidas en

soporte gelificado.

c) Caracteristicas morfoldgicas area foliar
El area foliar se determin6 luego de dos dias ex vitro, ya que posterior al cambio
de sustrato del in vitro al ex vitro las plantas sufrian estrés reflejado en
deshidratacion, por lo que las hojas debian recuperar la hidratacién adecuada para
obtener una imagen representativa. La obtencion del area se realiz6 mediante el
programa Image J (Schneider et al., 2012), considerando el canal verde para la
seleccion del area a cuantificar. Los valores entregados son en cm?, por unidad

analizada, como muestra la figura 4.
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Figura 5. Cuantificacion de area foliar usando Image J, A imagen original
formato RGB, B seleccion de canal verde y regulacion de saturacién. C

Cuantificacion de area seleccionada cm?.
Los datos obtenidos se procesaron como sumatoria de area por bandeja (1
bandeja contaba con maximo 15 plantas). Cada tratamiento contaba con dos

bandejas por fecha evaluada, bajo la siguiente formula:

Area foliar normalizada por valor maximo= (3 areas por bandeja/ n° de plantas en

bandeja)/ (Valor maximo ) area por bandeja/ n° de plantas en bandeja)

Esto permitié obtener valores entre 0 y 1, por cada fecha evaluada

14



d) Caracterizacion Fisiolégica
Se cuantificaron las siguientes caracteristicas fisiolégicas usando el equipo
Dualex, mediante el principio de emision y absorbancia de luz UV, Infrarrojo
cercano (NIR) y Visible (VIS),:
I. indice de balance de nitrogeno (NBI): Es la relacion entre clorofila y
flavonoides, su rango varia entre 0 y 999.
Il. Indice Clorofila: Medida en el mesofilo de la hoja, su rango varia entre 0 y
150 (unidad)
ll. indice Antocianinas: Medido en la epidermis de la hoja , su rango varia
entre 0 y 3 (unidad)
IV. Indice Flavonoides: Medido en la epidermis de la hoja, su rango varia entre
0y 3 (unidad)

Para la medicion se tomé la cara superior de las hojas pertenecientes al primer o
segundo nivel superior de la planta entre las pinzas del equipo (Figura 5). Ademas,
es importante considerar que las hojas debian poseer un ancho superior a 1 cm
para poder hacer una correcta evaluacion con el instrumento. Las evaluaciones se
realizaron en el momento del cambio de in vitro a ex vitro, para el caso de las dos

fechas evaluadas, y a los 20 dias después, sélo en el caso de la primera fecha.

Figura 6. Evaluacion con equipo Dualex.
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Cuadro 2. Resumen de la data bajo las tres condiciones de cultivo, en el

desarrollo in vitro y ex vitro de las plantulas.

Mixoétrofo, Autoétrofo in vitro | ex vitro
Supervivencia X X
Caracteristicas Morfologicas (n° nudos, altura, N° hojas, area foliar) X

Caracteristicas Fisiologicas (indice de balance de nitrégeno, clorofila, X
contenido de antioxidantes)

Andlisis de datos

Los datos fueron procesados por la Dra. Benita Gonzalez. El analisis estadistico
se realizé utilizando el programa Stargraphic (Software, Inc). En el caso de las
evaluaciones se utilizaron covariables para eliminar el error de usar un material
inicial poco homogéneo. Se determinaron diferencias significativas mediante
Kruskall Wallis, ademas se realizd bloqueo segun fecha de evaluacion N=2
(p<0,05).
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Resultados y discusion:

Los resultados presentados en el Cuadro 3 se basan en dos ensayos que se
repitieron en el tiempo (bloques), destacando un mejor desempefio general en
el dltimo, posiblemente debido la experiencia ganada y un monitoreo mas
frecuente de la hidratacion de las plantulas en las cAmaras de crecimiento. Es
importante destacar que, bajo las metodologias usadas, las plantulas no
presentaron deficiencias nutricionales visibles, desordenes morfologicos, ni
contaminacion. En todos los tratamientos el 100% de la plantulas se adapt6 ex

vitro, sin pérdida alguna.

Supervivencia in vitro

La supervivencia de las plantulas, luego de cuatro semanas de cultivo in vitro,
solo se vio disminuida en el tratamiento autotréfico, en soporte turba perlita, CO>
400 ppm, en un 27% aprox. Estos resultados pueden deberse a que las
plantulas, al estar en un ambiente abierto y contar con un sustrato poroso,
presentaban una mayor deshidratacion. En el caso del tratamiento de turba
perlita en condiciones de CO: enriquecido 1500 ppm, la supervivencia fue del
100%. Este efecto podria atribuirse a que en el tratamiento de CO2 1500 ppm
se mantenia la humedad por ser una camara hermética, lo que se reflejaba en

la condensacion de agua en las paredes de la camara.

Caracteristicas morfolégicas in vitro

El desarrollo radicular fue similar entre plantulas tratadas con 1500 o 400 ppm
de CO2. En cambio, al evaluar soporte se obtuvieron mejores resultados con el
sustrato turba perlita (Cuadro 3), seguido por el medio Woody Plant con
sacarosa, y por ultimo, sin sacarosa. Lo anterior puede deberse a que, un
sustrato poroso permite mejor desarrollo del sistema radicular por la necesidad
de captar agua y nutrientes, a diferencia de un sustrato tipo gel que presenta
mayor disponibilidad, por lo que la planta no requiere un buen desarrollo de raiz
para obtener, el agua, los macro y micronutrientes esenciales para su

crecimiento.
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Cuadro 3: Desarrollo de plantulas de maqui a 4 semanas de cultivo in vitro

Raiz (escala

numeérica Peso (mg) Altura (cm) HO,JaS Nludos Area Foliar 3 0-1
N (numero) (numero)
0-4)
CO2 (ppm)
400 2,310,2 68+t6b 2,9+0,1b 7,6+0,3 3,1+0,1 0,48 + 0,06
1500 2,6+0,1 94+13a 3,5+0,2a 7,7+0,4 32+0,1 0,48 £ 0,08
Valor p 0,20 <0,01 <0,01 0,73 0,83 0,69
Soporte:
WP?! Agar + azdcar| 2,3+0,2b 56+2b 3,0£0,1b 8,4+0,5a 34+0,1a 0,36+0,04b
WP Agar sinazucar| 1,5+0,2c 44+3c 2,7+0,1c 74+0,4b 3,1+0,1b 0,30+0,02 b
Turba + perlita| 3,7+0,1a 144 +7a 3,9+0,2a 7,3£0,3b 3,0£0,2b 0,76 £ 0,06 a
Valor p <0,01 <0,01 <0,01 0,01 0,01 <0,01
Tratamiento:

WP Agar + azucar 400 ppm| 1,8+0,3c 57+ 4 bc 29+0,1 7,9+0,5 3,3+£0,2 0,40 £0,04
WP Agar + azucar 1500 ppm| 2,8%+0,2b 56+ 3 bc 3,2+0,1 8,8+0,8 3,5+0,2 0,35 +0,06
WP Agar sin azticar 400 ppm| 1,2%0,2¢c 43+3¢c 2,610,1 7,6+0,5 3,1+0,2 0,30+ 0,00

WP Agar sin azlcar 1p5porg 1,7403¢c | 45t4c 2,840,2 7105 | 3,1%02 0,30 £ 0,04
Turba + perlita 400 ppm| 3,9+0,1a 105+ 14 ab 3,210,2 7,404 3,01£0,2 0,73 £ 0,05
Turba + perlita 1500 ppm| 3,5+0,1ab 182+ 32a 4,7+0,4 7,1+0,5 3,0£0,2 0,80+0,12

Valor p <0,01 0,02 0,14 0,32 0,59 0,67

Repeticién en el tiempo:

1| 2,0£0,2b 49+3b 2,6+0,1b 59+0,1b 2,5+0,1b 0,48 + 0,06
2| 2,9+0,1a 115+ 13 a 3,8+0,2a 9,5+0,3a 3,8+0,1a 0,48 £ 0,08

Valor p <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 0,15

1 WP: Medio Woody Plant

2 Escala visual 0: sin desarrollo y 4: excelente desarrollo

3 Datos normalizados entre 0: sin desarrollo y 1: maximo desarrollo foliar.

n=10. Datos Media + Error estdndar Kruskall Wallis p<0,05
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Tanto en peso como en altura de las plantulas, el ambiente con CO:2
enriquecido favorecio el desarrollo vegetativo. Ademas, al evaluar soporte, turba
perlita obtiene mejores resultados, al igual que en el caso de la raiz. EI mejor
desarrollo aéreo puede deberse a que un ambiente de carbono enriquecido
favorece la fotosintesis, con lo cual la plantula tiene mayor energia disponible
para su desarrollo, lo que, junto con el mayor desarrollo radicular en un sustrato
poroso favorece la captacion de agua y nutrientes y por ende el crecimiento de
la plantula, incluso se observa un peso fresco tres veces mayor a los
tratamientos mixotroficos.

El mayor nimero de hojas y nudos se registran en el medio Woody plant agar
suplementado con sacarosa, independiente de la concentracion de COs:.
También son los tratamientos con estos soportes los que presentan una mayor
tendencia al desarrollo de estas estructuras al evaluar interacciones. Es
interesante destacar que el mayor niumero de nudos y hojas no se relaciona con
el peso fresco o desarrollo del area foliar, ya que estas plantulas presentaban
hojas mas pequefias en su mayoria, mientras que en las plantas cultivadas en

turba perlita el area foliar midié mas del doble (Cuadro 3).

Caracteristicas fisiol6gicas ex vitro

La concentracion de CO:2 durante la propagacion in vitro no afecta el contenido
de clorofila de las plantulas al ser sacado ex vitro (Cuadro 4). Sin embargo,
plantas cultivadas en turba perlita muestran mayor contenido de clorofila, tanto
al dia uno como al dia 20. Al evaluar las interacciones al dia 20, el tratamiento
turba perlita con CO2 de 400 ppm presenta el mejor resultado, esto puede
deberse a que en la etapa in vitro este tratamiento presenté mortalidad,
eliminando posiblemente aquellas plantas que presentaban un menor desarrollo

vegetativo y/o funcionalidad fisiolégica.
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Cuadro 4: Desarrollo de plantulas de maqui a 1y 20 dias de cultivo ex vitro

indice indice indice indice indice indice t:;li::edje blzli:Sed(:e
Clorofila 2dia Clorofila 2 Flavonoides 3 | Flavonoides 3 | Antocianinas | Antocianinas nitrézeno 5 nitrégeno 5
1 dia 20 dia 1 dia 20 4dia1  |4dia20 s 08
dial dia 20
CO; (ppm)
400| 17,5+0,7 | 21,3406 |0,55+0,01b | 0,74+0,01 | 029+0,01 |0,27+0,01a| 325+15 | 294+1,2
1500| 18,4+0,7 | 22,1+03 |0,58+0,01a| 0,73+0,02 | 0,28+0,01 |[025+0,01b| 33,1+16 | 31,8+1,1
Valor p 0,18 0,11 0,02 0,64 0,63 0,03 0,51 0,13
Soporte: 8 7 8 6 8 8 8 6
WP* Agar +azticar | 16,6+0,8b | 20,5+0,4b | 0,60+0,01a | 0,71+0,03 | 0,31+0,01a | 0,26+0,01 | 282+1,5b |30,4+1,5ab
WP Agar sin azicar | 15,0+0,7b | 20,8+0,5b | 0,60£0,01a | 0,75+0,02 | 0,30+0,01a | 0,27+0,01 | 254+13b | 285+1,1b
Turba + perlita | 22,5+0,4a | 23,9+05a | 0,50+0,00b | 0,74+0,03 |0,25+0,01b| 0,25+0,01 | 452+0,8a | 33,6+1,5a
Valorp|  <0,01 <0,01 <0,01 0,46 <0,01 0,10 <0,01 0,02
Tratamiento: 8 7 8 7 8 8 8 7
WP A icar 4
gar+ azucarppOn(?' 151+1,0 | 19,7+0,5¢c | 0,58+0,01a | 0,75+0,04 |0,31+0,01a |0,30+0,00a| 263+18 | 268+2,0b
; + +
WP Agar +azlcar 1500 | 0,4 5 214205 | 5 614002a | 066+004 |030£001a|0224001b| 300223 | 338*L7
ppm bc ab
o N
WP Agarsinazdcar| ) g, 09 | 19,440,8c | 0,58+0,02a | 0,75+0,03 | 03240012 | ¥?8E%0 [ 258:+16 | 260+130
400 ppm ab
in azd + + +
WP Agarsinazdcar| 101,14 | 218204 |40 002a| 0752003 |029:001a| ¥27E001 | 54940, | 303116
1500 ppm bc ab ab
i +
Turba + per"tap‘t)or: 22,6405 | 248+0,7a | 0,50+0,00b | 0,72+0,02 |0,24+0,01b 0’24a‘b0’°2 456+12 | 355+1,8a
i + + + +
Turba+perlita1500 [, o oo | 231205 | 00000 o0 | 0272001 | 0262001 |, o, | 31824
ppm ab ab ab ab
Valor p 0,29 <0,01 0,25 0,16 0,01 <0,01 0,48 0,02
Repeticiones en el
tiempo
1| 172+07 0,58 +0,01 a 0,29 +0,01 31,0+1,6b
2| 188+06 0,55 +0,01 b 0,29 +0,01 348+14a
Valor p 0,06 0,01 0,43 0,01

WP: Medio Woody Plant;

2 Indice de clorofila: 0- 150 (unidades arbitrarias)

3Indice de flavonoides: 0-3 (unidades arbitrarias)

4Indice de antocianinas: 0-3 (unidades arbitrarias)

SIndice de balance de nitrégeno: Relacién clorofila/ flavonoides 0-999
n=10. Datos Media + Error estandar; 6LSD; "Tukey; 8Kruskall Wallis. p<0,05.

20




El contenido de flavonoides al dia uno es mayor en plantas cultivadas en un
ambiente con CO:2 enriquecido, igualandose a las tres semanas ex Vitro con
aguellas plantas provenientes de un ambiente de CO:z natural. Este efecto se
podria explicar por una mayor taza de metabolizacién de la planta y por ende
mayor producciéon de metabolitos secundarios. La menor concentracién de
flavonoides en plantas con soporte turba perlita puede deberse a que estas
poseen un mejor desarrollo aéreo, mejor desarrollo cuticular y estomas mas
funcionales, pudiendo estar morfolégicamente mas adaptadas para enfrentar
situaciones de estrés. Lo anterior, a su vez, disminuiria la necesidad de producir
compuestos antioxidantes como son los flavonoides. Sin embargo, ya al dia 20
y luego de la exposicion al ambiente y a estrés ambiental, todas las plantas
responden de igual manera independiente de su tratamiento in vitro.

En contenido de antocianinas se observa una tendencia a disminuir entre el dia
uno y 20 en la mayoria de los tratamientos, lo que segun literatura seria un
comportamiento normal de la aclimatacion. Un ejemplo de ello informa Brito et
al. (2009) sobre la aclimatacion de Olea maderensis, ya que la produccién de
estos metabolitos es una respuesta de la planta a situaciones estresantes,
como son por ejemplo la luz UV-B, estrés hidrico o por nutrientes. Las
antocianinas ademas juegan un rol de proteccion contra la fotoinhibicién (Steyn
et al., 2002). Las plantas aclimatadas se mantenian con régimen de hidratacién
y nutricibn adecuadas. Las plantulas crecidas en turba perlita mantenian su
indice de antocianinas, incluso 20 dias en condiciones ex vitro, mostrando tener
la funcionalidad fisiolégica necesaria para responder al estrés ambiental
sometida desde el dia uno. Plantas provenientes de un ambiente de CO:
enriquecido presentaron menor contenido de antocianinas al dia 20 que
aguellas cultivadas en un ambiente natural, lo que podria entenderse por una
mayor adaptacion de la planta bajo condiciones enriquecidas.

Una posible explicacion para este comportamiento es que las plantas sometidas
a condiciones autotréficas, y en este caso en un soporte de turba perlita, son
fisioldgicamente mas adaptadas y capaces de desarrollar una cuticula durante

la etapa in vitro (Zobayed et al.,2000), lo que les podria conferir mayor
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proteccibn a radiacion por mecanismos diferentes a la produccién de
antocianinas, por ejemplo, la capacidad de la cuticula de reflejar parte de la
radiacion incidente, lo que a su vez reduce la fotoxidacién, el dafio provocado
por especies reactivas de oxigeno (ROS), esto se ha visto documentado en
plantas lefiosas (Yeats et al., 2013; Pfiindel et al., 2006).

Por dltimo, la relacidon entre carbono y nitrogeno dentro de la planta esta dada
por el balance de indice de nitrogeno (NBI), siendo mayor en plantulas
provenientes de cultivo en turba perlita. A tres semanas ex vitro, esta diferencia
tiende a disminuir. Esto podria implicar que la planta favorece la produccion de
clorofila por sobre metabolitos secundarios que produciria bajo condiciones de
estrés bidtico o abidtico, favoreciendo la fotosintesis y por ende la disponibilidad

de energia para su desarrollo vegetativo.
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Conclusiones

El presente trabajo ha mostrado una exitosa propagacion in vitro de plantas de
Aristotelia chilensis, tanto por los métodos mixotréficos como autotréficos,
obteniendo plantas libres de desdrdenes morfolégicos evidentes y contaminacion.
La supervivencia in vitro de las plantulas solo se vio afectada en el tratamiento con
turba perlita y CO2 ambiental. Todas las plantulas aclimatadas ex vitro mostraron
una supervivencia del 100%.

Al considerar soélo los tratamientos con Woody plant gelificado (WP), tanto el
autotrofico (WP agar sin azucar), y mixotrofico (WP agar con azucar), hay un
mayor desarrollo de la raiz, altura, peso por plantula y numero de hojas en el
cultivo in vitro mixotrofico que en el autétrofo; pero no se observé diferencia en
caracteristicas fisiolégicas y supervivencia Sin embargo, al comparar entre
soportes, los mejor resultado se obtuvieron con soporte turba perlita, ya que
presentd un mejor desarrollo radicular y aéreo, asi como una mejor adaptacion ex
vitro, dada por bajos indices de estrés y altos indices de desarrollo, tanto al
terminar el proceso in vitro como al finalizar el proceso de aclimatacion
(hardering).

Por su parte, CO:2 enriquecido, favorece el desarrollo aéreo de la plantula, dada
por peso y altura. Ademas, disminuye el estrés ex vitro a los factores abiéticos, al
considerar el indice de antocianinas al dia 20.

Por ultimo, el método de propagacion autotréfica in vitro, desarrollado con soporte
de turba perlita y CO2 enriquecido de 1500 ppm, fue el que presentd en general
mejores resultados, por lo que se considera el método optimizado de propagacion

in vitro.
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Aristotelia chilensis (maqui) is a tree native to Chile with an increasing demand for
its fruit. Maqui-berry, considered as a “superfruit”, is a rich source of antioxidants.
For sustainable production domestication of the species is required to produce
homogeneous and standardized quality of the raw material. The variety 'Luna
Nueva' with high anthocyanin concentrations (1.5% dry weight) is being
propagated by rooting cuttings or micropropagation. The in vitro propagation in
mixotrophic conditions contains sucrose in the medium, whereas the autotrophic
culture, without sucrose, is based on CO: as the only carbon source. This
technique is expected to optimize plant development, prevent morphologic and
physiologic disorders, as well as to improve adaptation ex vitro. In the present
study maqui explants were exposed to treatments with enriched (1500 ppm) and
environmental CO2 concentrations. After three weeks explants were evaluated for
morphologic characteristics (root and shoot growth; disorders such as
hyperhydricity), physiologic characteristics (net photosynthesis) and adaptation to

ex vitro conditions.

The present study was financially supported by CONICYT (Chile), project FONDEF
ID14120108
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