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1. RESUMEN

Colobanthus quitensis (Caryophyllaceae) posee una amplia distribucion
geografica que se adapta a una variedad de habitats adversos, siendo un sistema
modelo interesante para el estudio de la tolerancia a condiciones adversas.
Ademas, se considera una especie modelo para estudios en estrés abiotico.
Debido a la limitada accesibilidad a sus habitats, es necesario establecer
protocolos de propagacion y conservacion en un banco de germoplasma activo
in vitro. El objetivo de este trabajo fue el establecimiento de protocolos para la
conservacion in vitro a corto plazo en condiciones de crecimiento minimo de dos
poblaciones de C. quitensis, evitando dafios fisiologicos a largo plazo. Se
utilizaron explantes de plantulas de poblaciones de Arctowski (pA) y Conguillio
(pC) establecidas in vitro. Esta investigacion se dividié en cuatro etapas: 1) tipos
de sellado, 2) nimero de explantes en combinacion con la concentracion de sales
y minerales en el medio basal, 3) adicion de agentes osmo-reguladores y 4)
cobertura de frascos con papel celofan como filtro-de luz roja y naranja; que
modulan el desarrollo morfo-fisiol6égico. La combinaciéon de los factores que
regulan el crecimiento vegetativo y la fisiologia vegetal tuvieron un efecto positivo
en la disminucién de la longitud de foliar y radicular, amarillamiento foliar (%) y
namero de brotes nuevos. La eficiencia fotosintética se mantuvo en un rango
Optimo para cultivo in vitro. Los mejores resultados fueron: tapas de film plastico
(etapa 1), 50% MS y 12 explantes por frasco (etapa 2), 6% sorbitol en pAy 4%
sorbitol en pC (etapa 3) y uso de filtro naranjo (pC) y color rojo en pA (etapa 4).
El contenido de pigmentos fotosintéticos fue mayor y vario al usar filtros de color
en comparacion al no uso de ellos. El cultivo fue realizado exitosamente por 90

dias con crecimiento minimo al final de la etapa 4.
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1.1 ABSTRACT

Colobanthus quitensis (Caryophyllaceae) has a wide geographical distribution that adapts
to a variety of adverse habitats, being an interesting model system for the study of
tolerance to adverse conditions. In addition, it is considered a model species for studies
in abiotic stress. Due to the limited accessibility to their habitats, it is necessary to establish
propagation and conservation protocols in an active germplasm bank in vitro. The
objective of this work is the establishment of protocols for short-term in vitro conservation
under conditions of minimum growth of two populations of C. quitensis, avoiding long-term
physiological damage. Seed explants from Arctowski (pA) and Conguillio (pC) populations
established in vitro were used. This investigation was divided into four stages: 1) types of
sealing, 2) number of explants in combination with the concentration of salts and minerals
in the basal medium, 3) addition of osmo-regulatory agents and 4) covering the bottles
with cellophane paper. as a red and orange light filter; that modulate morpho-physiological
development. The combination of the factors that regulate vegetative growth and plant
physiology had a positive effect on the reduction of leaf and root length, leaf yellowing (%)
and number of new shoots. Photosynthetic efficiency has maintained in an optimal range
for in vitro culture. The best results were: plastic film caps (stage 1), 50% DM and 12
explants per bottle (stage 2), 6% sorbitol in pA and 4% sorbitol in pC (stage 3) and use of
orange filter (pC) and red color in pA (stage 4). The content of photosynthetic pigments
was higher and varied when using color filters compared to not using them. The culture

was successfully carried out for 90 days with minimal growth at the end of stage 4.
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2. INTRODUCCION

Colobanthus quitensis (Kunth) Bartl. es la Unica dicotiledonea, que junto a Deschampsia
antarctica Desv., han colonizado naturalmente la Antartica. Ambas especies, a lo largo
del tiempo, han incrementado su dispersion en toda la costa oeste de la Peninsula
Antértica (Grobe et al. 1997). C. quitensis tiene una amplia gama de distribucion en areas
donde el acceso es dificil durante gran parte del afio (Cuba-Diaz et al. 2019). Algunos de
los lugares donde se encuentra son las islas subantarticas de Georgia del sur, Orcadas
del sur, Shetland del sur y por la costa oeste de la Peninsula Antartica (Moore 1970),
ademas de los Andes de Chile central hasta el sur de México (Smith 2003). Estos sitios
de clima frio, presentan condiciones abidticas hostiles para el desarrollo de plantas
vasculares dados los fuertes vientos, suelos pobres en materia organica y elevados
niveles de radiacion fotosintéticamente activa (PAR) y ultravioleta-B (UV-B) (Green et al.
2007).

La capacidad de C. quitensis de tolerar condiciones abidticas tan adversas hacen
considerarla como una planta de interés para estudios sobre mecanismos ecofisiolégicos
y moleculares de tolerancia al estrés abiético. Para llevar a cabo dichos estudios con esta
especie, es prioritario garantizar un buen estado a nivel fisiologico por periodos de tiempo
extensos (superiores a 90 dias), lo cual, ha constituido un desafio en laboratorio. El cultivo
in vitro de esta especie y la conservacion por un periodo de tiempo (superior a 30 dias)
permiten mantener material vegetal en condiciones de crecimiento lento, pero, en
consecuencia, con presencia de clorosis en tejidos foliares, los cuales aumentan

directamente con la cantidad de tiempo de conservacion (Cuba-Diaz et al. 2014).

Una conservacion in vitro no es eficiente cuando se dan altas tasas de crecimiento, ya
que requieren de una supervision recurrente. Debido a esto, se han realizado
investigaciones para reducir las tasas de crecimiento al disminuir la concentracion del
medio de cultivo, la calidad de luz y el uso de distintos materiales de sellado que permitan
controlar el entorno fisico (Withers, 1991). Respecto a lo anterior, el control en el balance
del intercambio de gases es una forma de retardar el crecimiento, ademas de agregar
agentes osmo-reguladores (como azlcares o polioles) al medio de cultivo (Cha-Um vy

Kirdmanee 2007). La calidad y cantidad de luz, en condiciones in vitro, proporciona
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energia y estimulo para la morfogénesis y la diferenciacion de los tejidos cultivados
(Yeong et al. 2006). También, el material vegetal se puede mantener con éxito en el
mismo medio de cultivo durante uno a cinco afios, segun la especie y el método utilizado
(Reed et al. 2004). Respecto a este tema, se han logrado preservar, mediante cultivo in
vitro, especies de plantas de interés ornamental y medicinal; mediante métodos de
crecimiento lento, como brotes de Dianthus caryophyllus (Winarto et al. 2004). Una
estrategia de la conservacion es la creacién de un banco de genes/ADN, semillas y
germoplasma; una herramienta util, cuando se realizan estudios genéticos, de respuesta
al cambio climatico y de poblacion, entre otros, ademas de proporcionar una fuente
constante de material vegetal para especies que son dificiles de muestrear (Cruz-Cruz et
al. 2013).

El objetivo de esta investigacion fue el establecimiento de un protocolo de conservacion
in vitro a corto plazo de explantes de 2 poblaciones de C. quitensis, a partir de plantas
cultivadas in vitro, evaluandose a corto plazo el efecto de variables fisicas y quimicas
como son: tipos de sellado, numero de explantes en combinacién con la concentracion
de sales y minerales en el medio basal, adicion de agentes osmo-reguladores y cobertura
de frascos con papel celofan como filtro de luz roja y naranja; que modulan el desarrollo

morfo-fisioldgico.
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3. REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1 Colobanthus quitensis, clavelito antartico

Colobanthus quitensis (Kunth) Bartl. perteneciente a la familia Cariophylaceae, es una de
las dos especies de plantas vasculares nativas que colonizaron la Antartida maritima.
Tiene una amplia distribucién que varia de 17° N (México) a 68° S (Peninsula Antartica)
y rangos de altitud de 0 a 4200 msnm (metros sobre el nivel del mar) (Smith 2003). Su
anatomia foliar es tipica de xerdéfitos con mesdfilos gruesos, estomas pequefios y
cuticulas cerosas (Mantovani y Vierira 2000). Es auto-compatible y muchas veces se
autopoliniza, considerandose Cleistogama (Moore 1970). Esta especie crece en forma
de esteras o cojines compactos, llegando a medir varios centimetros. Alcanza una altura
minima de 1,5 cm y una altura maxima de 8 cm aproximadamente (Smith 2003). Existe
una relacién entre el tamafio del cojin y la edad de la especie, sugiriendo que C. quitensis
alcanza una fase madura, cuando el cojin mide entre 40 y 70 mm aproximadamente
(Edwards 1975).

Se han descrito varias poblaciones de esta especie, entre las cuales se encuentran las
poblaciones Arctowski (pA) situada en un area cercana a la base polaca Henry Arctowski
en la isla Rey Jorge (62°09’S; 58°28'W), islas Shetland del Sur en la Antartica maritima;
y las poblaciones Conguillio (pC) ubicada en el Parque Nacional Conguillio (38°36’S;
71°36'W) en la Regién de la Araucania de Chile. Colobanthus quitensis pA crece a una
altitud de 3-23 msnm, bajo una estable temperatura (-2 a 6 °C) y expuestas a bajas PPFD
(densidades de flujo de fotones fotosintéticos) y un par de dias con altos PPFD (2000
umol m2 s?). Durante la etapa de crecimiento de esta especie, la Antartica esta bajo
episodios frecuentes de alta intensidad luminica y un fotoperiodo mas extenso que en
habitats andinos. C. quitensis esta expuesta a fluctuaciones ambientales que pueden
impulsar la plasticidad fenotipica (capacidad de un organismo individual para alterar su
fisiologia/morfologia en respuesta a los cambios en las condiciones ambientales)
(Pigliucci et al. 2006) y una amplia diferenciacion genética entre las poblaciones, a lo
largo de su gradiente de distribucion (Cuba-Diaz et al. 2017b). Algunas de las

caracteristicas de supervivencia de C. quitensis en los lugares que habita, son atribuidas
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a que posee una arquitectura foliar interna con tejidos escleroticos (proteccion contra el
viento), mesofilo grueso sin fibras y hojas muy lignificadas de hasta 225 um de espesor,
ademas de una baja estatura de plantas y un metabolismo fotosintético, contribuyentes
para una exitosa supervivencia en la Antartida (Mantovani y Cardoso 2000).

Ambas poblaciones de C. quitensis (pC y pA) han sido objeto de varios estudios, como
por ejemplo; se observé los mecanismos de tolerancia (bioguimicos y morfo-fisiolégicos)
a diferentes concentraciones de iones de cobre: 0 uM (control), 100 pM y 500 uM en
plantulas de ambas poblaciones cultivadas in vitro por 90 dias, y se concluyo que la
poblacién pC no se vio afectada por los iones Cu*?, como ocurrié con pA, con una alta
tasa de crecimiento relativo, ausencia de clorosis y bajo numero de apices (Marin 2015).
Se evaluaron las respuestas morfo-fisiologicas de poblaciones de C. quitensis por NaCl
(control sin sal, 50 mM y 150 mM), frio (control a 14°C y tratamiento a 4°C) e iones
cobre (control sin cobre, 100 uM y 500 pM). Estas poblaciones presentaron diferentes
estrategias de tolerancias al estrés, no siendo afectadas por los diferentes tratamientos
salinos, pero, en consecuencia, se generé una acumulacion de azucares solubles
totales y sacarosa en hojas. C. quitensis pA presentd una respuesta de tolerancia mayor
que pC, a la disminucion de la temperatura, pero cuando ambas poblaciones fueron
expuestas a iones cobre, su capacidad- antioxidante no se vio afectada (Arriagada
2017).

Otro estudio relacionado con el desarrollo de plantulas in vitro y la exposicion a un estrés
salino, fue realizado en las 3 poblaciones de C. quitensis: La Marisma (pPA), La Parva
(pPar) y Conguillio (pC), cultivadas en 3 medios MS con 3 diferentes concentraciones
de NaCl 0 mM (control), 50 mM y 100 mM. Los resultados mostraron que C. quitensis
pC, en comparacidon a las otras poblaciones, presentd un crecimiento normal
independiente de la presencia o ausencia del NaCl, pero se observo que hubo un
aumento de la concentracién de prolina en comparacion al tratamiento control y una
disminucidn del contenido de pigmentos fotosintéticos al aumentar la concentracién de
sal (Castel 2015). También para optimizar algunos parametros criticos en la
propagacion in vitro de C. quitensis pC, pAy Laredo (pL), y otras especies nativas y no

nativas, respecto de la sanidad vegetal, se probaron 3 agentes desinfectantes a
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diferentes concentraciones y periodos de lavado con los explantes, antes de ser
puestos en el medio de cultivo. Como control se usé hipoclorito de sodio y como
tratamientos hipoclorito de calcio, nitrato de plata y nanoparticulas de plata. Los
resultados mostraron que, la contaminacion se redujo utilizando hipoclorito de calcio para
las poblaciones de C. quitensis pA y pC; siendo recomendado el uso de 100 mg mL -
L durante 15 minutos. En pA, se observé una mayor disminucién en el porcentaje de
contaminacion de explantes, y también una disminucion en el porcentaje de aparicion de
flores (sintoma de estrés en cultivo in vitro). Para pC, aunque hubo una disminucion en
la contaminacion, se recomendé realizar mas estudios (Cuba-Diaz et al. 2020). También,
para optimizar algunos parametros criticos en la propagacion in vitro de C. quitensis pC
relacionados con aspectos fisicos y quimicos. Los tratamientos fueron uso de Tiosulfato
de plata (STS) en medio MS a concentraciones de 0 uM (control), 1 uM, 10 uM y 30 uM,
distintas concentraciones de hormonas reguladoras del crecimiento vegetal: 1.0, 0.5y
0.25 mg L para AIA y BAP; y kinetina (2.0 mg L), y la exposicion a diferentes
intensidades luminicas 28 + 0.5, 45+ 2y 72 + 2 umol m2 s, Los resultados mostraron
que, la poblacién pC en presencia de una intensidad luminica de 45 + 2 umol m2s1y
un medio que contenia AIA 0.25 mg L:*, BAP 0.5 mg L' y STS 10 uM, mostré un menor
porcentaje de amarillamiento foliar, y-muerte de plantulas, ademas de una mayor

regeneracion de brotes y raices (Acufa 2014).

3.2 Conservacion in vitro del germoplasma

La conservacion de germoplasma in vitro es una herramienta auxiliar utilizada en la
conservacion de los recursos genéticos, especialmente para la propagacion vegetativa
asexual (Ferreira 2011). Esta conservacion utiliza el germoplasma, que es una fuente de
informacion in vivo para todos los genes presentes en la planta respectiva, la cual puede
conservarse durante cortos periodos (meses) y regenerarse para ser propagada (Mathur
2013). La unidad a conservar que se mantiene en condiciones controladas, puede ser la
semilla botanica o explantes vegetativos, dependiendo principalmente del habito de
crecimiento de la especie (Wang et al. 2005; Tyagi et al. 2007). Debido a que los

esfuerzos para el desarrollo de protocolos de germoplasma de relevante importancia
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cientifica se basan en la utilizacidon de los recursos genéticos, es imperativo garantizar la
conservacion y el acceso a la mas amplia gama de diversidad genética, junto con la
informacion genotipica y fenotipica necesaria para el uso eficaz de estos recursos
(Khoury et al. 2014). La conservacion in vitro se puede clasificar, segun su duracion en
corto, mediano y largo plazo. En el primer tipo (germoplasma permanece in vitro hasta
por 12 meses) y segundo tipo (de 12 meses a 5 afios, dependiendo del material vegetal),
generalmente se utilizan técnicas de cultivo in vitro que fomentan el crecimiento reducido,
controlandose las condiciones de cultivo para retrasar el crecimiento y aumentar los
intervalos de tiempo entre subcultivos. En el Ultimo tipo (almacenandose por mas de 5
afos) se utiliza principalmente la crioconservacion (Keller et al. 2006; Cousins y Adelberg
2008). La alternativa a utilizar dependera de la capacidad tecnologica, infraestructura
disponible, objetivos de conservacion y la naturaleza de las especies a conservar (Elias
1998). Las colecciones de plantas vivas pueden ser afectadas por enfermedades, plagas
y catastrofes naturales. Ademas, pueden verse siniestradas por influencia antropogénica,
que en consecuencia favorecen la erosion genética (Zhang et al. 2014). Es por lo anterior
que, la conservacion in vitro implica el mantenimiento de explantes en un entorno estéril
y libre de patégenos, que se utiliza ampliamente para la conservacion de especies, como
las que producen semillas recalcitrantes (Engelmann 1997). Esta conservacion in vitro
tiene importantes implicaciones ecoldgicas, ya que desempefia un papel clave en los
procesos de dinamica de poblaciones (al estudiar las variables que influyen en el flujo de
individuos de dicha poblacion), en la regeneracion del germoplasma para su restauracion
ecoldgica o para crear bancos de germoplasma (Pereira et al. 2016). EI mantenimiento
in vitro de material genético, ya sea para la conservacion o la produccion de plantas,
requiere cambios frecuentes en los medios de cultivo que pueden variar segun el objetivo
del laboratorio. Esta rutina operativa exige una estructura adecuada, un consumo de
medio de cultivo y, mano de obra calificada (Tavazza et al. 2015), volviéndose costosa
operacionalmente, ya que requiere de una gran cantidad de mano de obra y condiciones

de crecimiento controladas (Sarasan et al. 2006).
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3.2.1 Métodos de conservacion in vitro del germoplasma

Las estrategias de conservacion de germoplasma, segun el lugar de ejecucion, pueden
ser in situ y ex situ, siendo tecnologias bien conocidas para preservar la diversidad de las
plantas y para poder establecer programas de conservacion efectivos. Uno de los
métodos utiles de la conservacion ex situ para una diversidad de plantas es el cultivo in
vitro (Fay 1994). Los métodos de conservacion in vitro se pueden agrupar en dos
categorias: los métodos basados en el crecimiento minimo del germoplasma cultivado in
vitro: frigo-conservacion y encapsulacion refrigerada, que permiten la conservacion del
material a mediano plazo, y el método basado en un crecimiento casi nulo: la
crioconservacion, que permite la conservacion del material vegetal a largo plazo
(Bhojwani y Dantu 2013). Ejemplos de variables que son controladas para disminuir el
crecimiento in vitro son la reducciébn de la temperatura, la modificacion de la
concentracion de los nutrientes del medio y sus componentes, el uso de reguladores
osmaticos, material de sellado de frascos, entre otros (Chandel y Pandey 1991). Ademas
del uso de reguladores osmoticos, los reguladores de crecimiento también son usados
para la conservacion de germoplasma in vitro, siendo el acido abscisico (ABA) uno de los
mas utilizados (Engelmann 1998). La frigo-conservacion es un método de conservacion
de colecciones in vitro a mediano plazo enla que se consigue ralentizar el crecimiento
mediante el empleo principalmente de bajas temperaturas, ya que asi disminuye la tasa
de crecimiento de las plantas y se prolonga el ciclo celular (Xia et al. 2009). La técnica de
encapsulacién refrigerada es un método que permite la conservacion de una porcion de
tejido vegetal derivado del cultivo in vitro. Las secciones encapsuladas en alginato de
sodio, alginato de potasio, carboximetil celulosa o Gelrite, son conservadas a bajas
temperaturas y no requieren de transferencia a un medio fresco (West et al. 2006). Por
otra parte, la crioconservacion es un metodo para preservar germoplasma a temperaturas
extremadamente bajas, generalmente la del nitrégeno liquido (-196 °C), un desafio, al
llevar los tejidos al punto de congelacion sin la formacion de cristales de hielo (Engelmann
2011). Esta técnica garantiza la conservacion segura y a largo plazo de diferentes tipos
de germoplasma (Engelmann 2004). Este procedimiento tiene la ventaja de que garantiza

la viabilidad de preservar el material en espacios pequefios, protegido de la
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contaminacion y con mantenimiento minimo, siendo una desventaja su alto costo
econdémico (Wang et al. 2011). Es una alternativa para preservar las especies que se
mantienen en colecciones de campo, jardines botanicos o reservas naturales (Prudente
et al. 2015).

3.21.1 Tapas de sellado

Un método influyente en el almacenamiento, es el sellado de los recipientes de cultivo in
vitro, el cual protege al medio en los frascos y al explante de infecciones microbianas,
evitando la evaporacion excesiva del agua del medio de cultivo y la deshidratacion de los
explantes. El tipo de cierre del frasco de cultivo afecta a la composicion gaseosa interna
(Lentini et al. 1988) y al crecimiento de las plantas en el cultivo, como la elongacion y
proliferacion de los brotes, el aumento del peso fresco y los procesos de degradacion
hiperhidraulica (McClelland y Smith 1990). Los tejidos de plantas cultivadas in vitro
producen compuestos gaseosos (dioxido de carbono, etileno, etano, etanol y
acetaldehido) que pueden acumularse en sistemas de cultivo semicerrados y cerrados
(herméticos). El micro entorno gaseoso (Kumar et al. 1998) y, en particular, el tipo de
cierre del frasco puede afectar fuertemente la morfogénesis y el crecimiento de los
cultivos de plantas (Marino y Noferini 2013), asi como la fisiologia y morfologia de brotes
(Zobayed et al. 1999). Segun Cuba-Diaz et al. (2014), en frascos in vitro con plantas de
Colobanthus quitensis cubiertos con papel aluminio, permitié solo observar un 25% de
amarillamiento en hojas, sin pérdidas en la turgencia del medio de cultivo ni en el tejido

de las plantulas.

3.21.2 Concentracion de sales en el medio basal

El medio basal es una solucion nutritiva sélida, semi o liquida para el crecimiento de tejido
vegetales y desempefia un papel crucial en la multiplicacion y regeneracion in vitro de
plantas (Ramsay et al. 2003). En un medio basal de cultivo in vitro, la concentracion del
medio influye en la absorcién de todos los macronutrientes, micronutrientes y vitaminas
por efecto del cambio de la fuerza idnica. Por lo tanto, el efecto de diferentes resistencias

en el medio también podria afectar la organogénesis de la planta in vitro (Rezali et al.
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2017). La disminucion de la concentracion de sales en el medio de cultivo (la reduccion
de la absorcién de nutrientes responsables del crecimiento y desarrollo), también se
puede utilizar como una estrategia para reducir el crecimiento de las plantas (Engelmann
1991). En el estudio realizado por Mukherjee et al. (2010), demostraron que la
proliferacion de brotes de portainjertos de uva se incrementé cuando fue cultivada en
presencia de la mitad de la concentracion de nutrientes del medio basal. De hecho, para
Epidendrum chlorocorymbos, la reduccion de las sales del medio de cultivo a un 50%

proporcioné un crecimiento lento, pudiéndose almacenar por 4 meses (Lopez-Puc 2013).

3.2.1.3 Densidad de plantas cultivadas in vitro

La competencia entre plantas en una situacion de cultivo esta bien documentada (Healy
y Lang 1985), sin embargo, existe carencia de publicaciones sobre el efecto de la
densidad de individuos cultivados in vitro, en la competencia por el aprovechamiento de
los macro y micronutrientes en el medio de cultivo. Se ha sugerido que la disponibilidad
de nutrientes es un factor primordial, ya que segun Lumsden et al. (1990), reducir el
namero de explantes (desde 20 a 10, 5y 1 por tubo) de Hemerocallus en los recipientes
de cultivo aumento significativamente las tasas de absorcion de nutrientes, siendo 10
plantas la con mayor tasa. La morfogénesis en plantas se ve afectada por cambios en la
proporcion de volumen del explante y medio de cultivo, ademas del tamafo de los frascos
(Cousson et al. 1989). El espacio interno disponible en los frascos tiene un efecto
significativo sobre el desarrollo in vitro de explantes (Assis et al. 2012). Esto se puede
explicar debido a que en los tratamientos donde se encuentran bajas densidades de
explante, la transpiracion es menor, lo que conlleva una menor humedad relativa,
aumentando la formacion de brotes, pero con un menor crecimiento foliar (Chen 2004).
Boullani et al. (2017) demostraron que en Cynara cardunculus, a una densidad de 7
explantes en 132 cm? de area de cultivo in vitro, disminuyd significativamente la tasa de
multiplicacion de los brotes de 6.57 a 2.33 brotes. Esto sugiere que, altas densidades de
explantes generan plantulas con una menor produccion de brotes, siendo una variable

favorable para un crecimiento minimo.
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3.2.1.3 Concentracion de agentes osmoreguladores

Las fuentes de carbono son vitales en plantas, ya que ejercen parcialmente su efecto
sobre el crecimiento y la morfogénesis, y en parte a través de su potencial osmaético
variable, que influye en la velocidad de division celular o el grado de morfogénesis de las
células (Sotiropoulos et al. 2006). Estas fuentes de carbono desempefian una funcion en
las rutas sintesis en plantas, actuando como bloques de construccion de macromoléculas
y controlando algunos procesos de desarrollo en la célula (Du Toit et al. 2004; Karami et
al. 2006). Son de gran importancia para la morfogénesis in vitro, un proceso que requiere
alta energia (Calamar y De Klerk 2002). La adicion de agentes osmoreguladores u
osmoéticos, han demostrado ser una herramienta importante para prolongar el periodo de
subcultivos (Rajasekharan y Sahijram 2015). Dentro de los reguladores osmoticos mas
usados, se encuentran la sacarosa, sorbitol y manitol, los cuales actiian como retardantes
del crecimiento al causar estrés osmético en el material bajo conservacion. Cuando se
agregan al medio de cultivo, estos carbohidratos reducen el potencial hidrico y restringen
la disponibilidad de agua a los explantes (Fortes y Scherwinski-Pereira 2001; Shibli et al.
2006). El cambio de la fuente de carbono puede tener un efecto positivo/negativo en la
tasa de crecimiento de raices y brotes. Los carbohidratos alternativos son polioles (una
forma hidrogenada del carbohidrato) como el sorhitol, glicerol, manitol (Demo et al. 2008).
La inclusion de polioles inertes y no metabolizables, manitol y sorbitol en el rango de 3 a
6% (p/v), restringiod el crecimiento de plantas de la familia Rosaceae preservadas in vitro.
El sorbitol sirve como un fotosintato primario, y como sustancia de translocacion y

almacenamiento en plantas (Wallaart 1980).

3.214 Calidad de la luz

Como una fuente de energia, la luz visible emite radiacion electromagnética con
longitudes de onda de 400 a 700 nm. La naturaleza ha producido varias moléculas
receptoras de luz, que permiten a los organismos responder a los cambios en el entorno
de la luz natural. Los cambios en la calidad de la luz (longitudes de onda) influyen en

diversos procesos fisioldgicos y en el rendimiento de los cultivos in vitro, pero varian las
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respuestas a estos cambios, segun la especie y la etapa de desarrollo o el 6rgano
estudiado (He et al. 2017). La luz es uno de los factores mas influyentes que pueden
cambiar el metabolismo secundario de las plantas, a través de un efecto estimulante
sobre la biosintesis de los compuestos fendlicos al influir en la actividad de la enzima
fenilalanina amoniaco-liasa (PAL), que cataliza el primer paso de la via general del
fenilpropanoide, el cual se encuentra ligado a la produccién de algunos metabolitos, como
los flavonoides, cumarinas vy fitoalexinas (Engelsma 1974; Lefsrud 2008). Las plantas
utilizan la luz como fuente de energia en el proceso fotosintético y responden de acuerdo
con la intensidad, la calidad y la duracion de la luz (Muneer et al. 2014). Para adaptarse
a su entorno, las plantas perciben las condiciones de luz ambiental (intensidad o calidad)
y cambian sus procesos de desarrollo utilizando una serie de fotorreceptores, tales como
los fitocromos, criptocromos vy las fototropinas (Smith 2000; Christie y Briggs 2001). Los
fotorreceptores fitocromaticos (proteinas con actividad cinasa) detectan la relacion de luz
roja:roja lejana (R:FR). Dentro de éstos, el fitocromo B (phyB) es el regulador clave para
evitar la sombra en respuesta a la baja proporcion de R:FR (siendo FR superior a R, en
dicha condicion). Posee 2 estados conformacionales, en cual uno se activa a Pfr (su
estado activo) por la luz R y se inactiva a Pr (su estado inactivo) por la luz FR. Los
fitocromos, regulan diferentes procesos a lo largo del ciclo de vida de la planta como la
desetiolacién de las plantulas, el crecimiento radicular (Costigan et al. 2011) y la
tolerancia a factores de estrés bidticos y abiéticos (Ballareé et al. 2012). EI cambio en la
composicidon espectral de la luz afecta el crecimiento y la morfogénesis, el contenido de
clorofila, la sacarosa, el almidon, la acumulacion de azucar soluble, asi como el tamafio
y el nimero de estomas en las hojas de plantas cultivadas in vitro (Dutta Gupta y Jatothu
2013; Liu et al. 2014). Cuando las plantas se exponen a un ambiente luminoso con una
baja relacion rojo/rojo lejano o una luz verde alta, muestran respuestas de evitacion de la
sombra (Carvalho et al.2016). Las fuentes emisoras de luz roja, en combinacion con otras
longitudes de onda o por separado, generan un aumento de la acumulacion de
antioxidantes fendlicos en plantas (Pedroso et al. 2017). Estudios sobre el uso de
diferentes espectros de luz en brotes de Cattleya hybrid sugirieron que el crecimiento, la
diferenciacion, la morfogénesis y otras actividades fisiol6gicas dependen en gran medida

de los espectros de luz (Cybularz-Urban et al. 2007), como son la luz azul, la cual
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desempeiia un papel clave en el alargamiento del tallo, el control estomatico, el
movimiento de agua y gases y la sintesis de clorofila (Cosgrove 1981; Tripathy y Brown
1995). El crecimiento de hojas bajo luz roja, disminuy6 el contenido de clorofila en los
cultivos de orquideas Cymbidium (Tanaka et al. 1998). Las especies pueden ser de esta
manera conservadas por periodos de seis meses a dos afios sin subcultivo (Withers
1991).

Las variables antes mencionadas son fundamentales en el retardo del crecimiento de
plantas in vitro. Por lo anterior, se propone que una posible combinacion de la tapa de
sellado de frascos, la concentracion de medio basal, la densidad de plantas cultivadas,
la concentracion de osmoreguladores y la calidad de luz, podrian ser aplicables en la

conservacion in vitro del germoplasma.
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4. HIPOTESIS DE TRABAJO

La combinacion controlada de factores fisico-quimicos (tales como: tipo de sellado de
frasco, concentracion de medio basal, nUmero de explantes, osmo-reguladores y calidad
de luz) en el cultivo in vitro de Colobanthus quitensis favorece la disminucion del
crecimiento sin afectar el desempefio fisiolégico de la especie, o que permitiria su

conservacion a corto plazo.

5. OBJETIVOS

5.1 General

Establecer un protocolo de conservacion in vitro a corto plazo de explantes de
Colobanthus quitensis poblaciones Arctowski (pA) y Conguillio (pC), a partir de plantas

cultivadas in vitro.

5.2 Especificos

I. Evaluar el desempefio morfo-fisiologico de C. quitensis de las poblaciones
Arctowski (pA) y Conguillio (pC) por efecto del: uso de tres tipos de tapas en el
frasco de cultivo, la reduccion en la concentracion de sales/vitaminas en el medio
basal en combinacion con el numero de explantes por frasco y la adiccion de
manitol, sacarosa o sorbitol en altas concentraciones.

II. Determinar el desempefio morfo-fisioldgico y pigmentos en C. quitensis de las
poblaciones Arctowski (pA) y Conguillio (pC), cultivadas en frascos cubiertos con

filtros de luz roja y naranja.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Material vegetal

Para llevar a cabo esta investigacion se utilizaron 1440 plantas provenientes de 2
poblaciones de Colobanthus quitensis identificadas como poblacion Arctowski (pA) y
poblacion Parque Conguillio (pC), obtenidas desde la coleccion in vitro del Laboratorio
de Biotecnologia y Estudios Ambientales, Universidad de Concepcion, Campus Los
Angeles. A partir de esta coleccion de plantulas se realizé una propagacion del material
vegetal, las cuales fueron mantenidas en camara de crecimiento por 30 dias hasta su
regeneracion (fig. lay c). A partir de estas plantulas se obtuweron ‘explantes” (fragmento
vegetal) (fig. 1b y d) usados en los drferentes ens*ayos de gada uﬂa de las etapas de este

estudio.

Figura 1. Plantulas de Colobanthus quitensis in vitro: poblacion Arctowski (pA) a) plantula y b)
explante (5 mm de longitud); poblacion Conguillio (pC) c) plantula y d) explante (10 mm de
longitud).

6.2 Preparacién de medio basal

El medio con sales y vitaminas MS (Murashige y Skoog 1967) fue utilizado en cada una
de las etapas de esta investigacion como medio basal, el cual fue complementado con



29

hormonas reguladoras del crecimiento vegetal BAP (bencil-amino-purina) 1 mg Lty AIA
(&cido indol acético) 0,5 mg L. Ademas, se adicion6 al medio una fuente de carbono:
sacarosa (sac) al 3% y un gelificante: agar al 0,7% con un pH final de 5,7. Todos los
medios fueron esterilizados en autoclave (Huxley® HL-340) a 121°C y 1 atm por 20 min.
Una vez esterilizados y enfriados a una temperatura aproximada de 30 °C, se le adiciono
10 uM de STS (tiosulfato de plata), un inhibidor del efecto del etileno, segun Cuba-Diaz
et al. (2014), siendo homogenizado por agitacion y dispensados 25 ml de medio por
frasco de vidrio de 100 ml. Los frascos fueron sellados, rotulados y almacenados en
oscuridad, hasta su posterior uso. Un total de 42 frascos fueron utilizados en cada etapa

de acuerdo a las especificaciones descritas para cada una de ellas mas adelante.

6.3 Preparacién de explantes y condiciones de conservacion

Bajo camara de flujo laminar horizontal (Esco® AHC-2A1), se procedit a la preparacion
del material vegetal (explantes), para lo cual a cada plantula se le cortan las hojas y raices
hasta quedar con un fragmento que contenga ambos 6rganos de aproximadamente 5-7
mm (fig. 1b y d) y 5-10 mm (fig. 1a y €). Los explantes se colocan en forma vertical en los
frascos de vidrio con medio basal de acuerdo al niumero de explante establecido en cada
etapa (ver etapa 1, 2, 3 y 4), manteniéndose por separado y claramente identificadas
cada una de las poblaciones (pA o pC). Los frascos fueron llevados a camara de
crecimiento durante 90 dias en condiciones de fotoperiodo de 16/8 horas luz/oscuridad,
temperatura de 20+2 °C y una intensidad luminica en un rango de 28-45 pmol m? s, en
el Laboratorio de Bioquimica y Biotecnologia, Universidad de Concepcion, Campus Los

Angeles. Todos los ensayos (etapas) fueron realizados en condiciones de asepsia.

6.4 Etapal - Efecto del uso de diferentes tipos de tapas en frascos de vidrio

De acuerdo a las experiencias informadas en la literatura sobre el uso de diferentes tapas
en la conservacion de germoplasma in vitro (Inacio et al. 2011; Niino y Arizaga 2015), en

esta etapa se sellaron los frascos de cultivo con 3 tipos de tapas: doble lamina de papel
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aluminio (A), film de plastico transparente (P) (0.22 mm de espesor) y una tapa metalica

(M) para conservas con hilo. Se usaron 55 explantes por poblacién de C. quitensis.

6.5 Etapa?2 - Efecto por numero de explantes y disminucion de la concentracion

del medio basal

Ademas del medio control (MS 100%), se evaluaron dos tratamientos, uno con la
disminucién de la concentracion del medio MS a un 50% (medio con % de fuerza idnica)
y otro con la disminucion a un 25% (medio con % de fuerza idnica). Los frascos de cultivo
fueron sellados con Aluminio y se evalué del nimero de explantes considerando el efecto
de la tensién de la concentracion del medio y el numero de explantes, colocandose 7 (en
30 frascos), 9 (en 24 frascos) o 12 (en 18 frascos) en combinacion con las diferentes
concentraciones del medio basal (ver anexos figura 1). Se usaron 108 explantes por

poblacién de C. quitensis.

6.6 Etapa 3 - Efecto por aumento de la.concentracién de agentes osmo-

reguladores en medio basal

Se utilizaron como tratamientos un medio basal con sac al 3% (control), sac al 6% (3%
adicional a la concentracion en el medio basal) y/o complementados con manitol (man) o
sorbitol (sorb), a concentraciones de 4% o 6% (ver anexos figura 1). Se colocaron 9
explantes por poblacion de C. quitensis en un % de MS y se sellaron los frascos con “A”.
Se usaron 27 explantes (divididos en 3 frascos) por tratamiento y poblacion de C.

quitensis.

6.7 Curvade absorbancia de papel celofan

Con el propdsito de usar papel celofan de colores cubriendo los frascos de cultivo como
filtro para luz fotoactiva, previamente se midio la absorbancia de luz (Abs) de los papeles
(usados como filtros de luz), de color rojo y naranjo, con un espectrofotometro Thermo
Scientific® modelo Genesys 10S UV-vis. Para ello se usaron tres tubos de vidrio, uno sin

cubrir (transparente) y dos cubiertos completamente con los dos colores de papel celofan
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(fig. 2). Se midio la abs de ambos papeles en la longitud del espectro visible de la luz
(380-780 nanometros (nm)) y se registraron las Abs cada 10 nm. Con estos datos se
realizaron las curvas de absorbancias de ambos papeles, para asi, poder determinar la
absorbancia de los fotones de luz que poseen los papeles de color, en las distintas

longitudes de onda del espectro visible.

Blanco A

Figura 2. Tubos de vidrio para medicion de absorbancia de luz por espectrofotometria cubiertos
con papel celofan de color A) rojo, B) naranjo. El tubo de vidrio sin cubrir fue considerada como

blanco.

6.8 Medicion de la intensidad luminica a través de papeles filtro (Anexos 4)

En cadmara de crecimiento, se midio la intensidad luminica que los tubos fluorescentes
emitian a los explantes, comprobando la intensidad de luz que las plantas recibian. Para
ello, se recubrieron dos frascos (cada uno con un papel celofan de color) y mediante el
uso de un fotdbmetro con sensor cuantico (Fieldscout® Lightscout quantum meter),
ubicado en la posicion de los frascos de vidrio, se midio la radiacion fotosintéticamente
activa (PAR, en pmol de fotones m? st), es decir, la densidad del flujo de fotones
fotosintéticos (PPFD), que pasaba a través del papel celofan y llegan a los explantes. Los
datos fueron tomados en 15 puntos del area de ubicacion de los frascos, donde la
intensidad luminica debio fluctuar entre los 35+2 y 45+2 umol m? s*. Los datos fueron

registrados y se calculé un promedio.
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6.9. Etapa4 - Efecto del recubrimiento de los frascos con papel celofan

Luego de ser medida la absorbancia y la intensidad luminica a través de los papeles
usados como filtros, se evalué el efecto de estos sobre el desarrollo de los explantes de
C. quitensis por recubrimiento de los frascos de cultivo. Se usaron ambos papeles celofan
(rojo y naranjo) siendo pegados sobre la superficie de vidrio de los frascos, evitando dejar
espacios sin cubrir. Como control se consideraron frascos sin ser recubiertos. Las
condiciones de cultivo fueron: 9 explantes por poblacion de C. quitensis en % de MS
suplementado con sorbitol 6% (pA) y manitol 4% (pC), y sellado los frascos con “A”. Se

usaron 27 explantes (divididos en 3 frascos) por tratamiento y poblacion de C. quitensis.

6.9.1. Obtencidn de extracto y separacioén e identificacién de pigmentos

Para la extraccion, separacion e identificacion de los diferentes pigmentos presentes en
las muestras vegetales, se usaron plantas cultivadas por 90 dias de la etapa 4. Estas
muestras fueron congeladas en nitrégeno liquido y almacenadas en papel aluminio a
temperatura de -80°C. Luego las muestras fueron enviadas a para ser analizadas en un
laboratorio externo (Laboratorio de Fisiologia y Biologia Molecular Vegetal, Instituto de
Agroindustria, Departamento de Ciencias Agronomicas y Recursos Naturales, Facultad

de Ciencias Agropecuarias y Forestales, Universidad de La Frontera, Temuco, Chile).
6.10 Evaluacién del efecto morfo-fisiologico en los tratamientos

Se evaluo el efecto de los tratamientos en el desarrollo morfo-fisiolégico de las plantas,
para cada una de las etapas. Se midieron variables tales como: longitud radicular (mm)
y longitud foliar (mm), nimero de brotes y niumero de apices florares (unidad emergida).
Los valores de las variables antes mencionadas fueron considerados beneficiosos para
la conservacion in vitro, cuando fueron menores). Se registro el peso fresco y peso seco
(mg). Una vez extraidas las muestras desde los frascos, se limpié el medio de cultivo
adosado en las raices usando papel absorbente y se pesaron inmediatamente sobre una
balanza analitica (A&D GF-400), siendo registrados los valores de peso fresco (Pf).
Posteriormente y mediante un caliper (Kamasa), se realizo la medicion del largo radicular,
extendiendo dicho 6rgano y midiendo desde la division del tallo y el inicio de la raiz, y

hasta el apice radicular mas largo. La longitud foliar fue medida por tensién del 6rgano,



33

desde la separacion entre el inicio de formacion de laraiz y el tallo, y hasta el apice central
del mismo. Para las etapas 1, 3 y 4, se midio la eficiencia cuantica maxima del PSlI
(Fotosistema 1), evaluando con la variable Fv/Fm (Fluorescencia variable/maxima) y
mediante el uso de un fluorimetro modelo Pocket PEA (Hansatech Instruments). Para
esto, se seleccionaron al azar 15 plantas (5 por frasco de los tratamientos y poblacion) y
en 5 hojas de cada planta sacada, se cubrieron con pinzas por un periodo de 30 minutos
(adaptandolas a oscuridad); a las cuales, luego del periodo de adaptacion se les aplicd
un pulso de luz saturante durante 1 segundo y se registraron los valores. Los valores que
estuvieron entre 0.79-0.84, fueron considerados valores fotosintéticos normales
(Bjorkman y Demmig 1987). El nUmero de brotes se obtuvo mediante conteo de los brotes
generados por cada explante y del total se obtuvo un promedio registrado en unidades
de brotes producidas por poblacion y tratamiento. Adicionalmente, otras variables como
el porcentaje de amarillamiento en hojas y de supervivencia de las plantas fueron
consideradas para determinar el estado del material vegetal, mediante observacion del
tejido. Se determind si las plantas presentaban amarillamiento en hojas, mediante una
escala: 0% (ausencia) a un 100%. Se determind que las plantas demostraron
sobrevivencia si presentaban dafio (necrosis o pardeamiento) menor o igual a un 30% en
hojas. Luego de realizarse todas las mediciones anteriores, el peso seco (Ps) se obtuvo
después de 4 dias de mantener las muestras (en sobres rotulados) en una estufa de
secado a 37+0,2 °C. Las muestras fueron pesadas en balanza analitica (AND G-400). El
CRA (contenido relativo de agua) fue determinado en base al Pfy Ps. Se obtuvo mediante
la ecuacion CRA=((Pf-Ps)/Pf)*100 y el resultado expresado en porcentaje (Pieczynski et
al. 2013), considerando un rango 20-40% como plantas deshidratadas y entre 50-70%

como plantas con contenido de agua normal en hojas.

6.11 Disefio experimental y analisis estadistico

Esta investigacion fue dividida en cuatro etapas y se usaron los resultados de la primera
etapa y en adelante, como variable adicional en etapas posteriores. Todos los ensayos
fueron completamente aleatorios, y realizados en triplicado. Para evaluar las diferencias
estadisticas entre los tratamientos, se realizé un andlisis de una via (One Way ANOVA)

para los ensayos del efecto de la adicion de agentes osmo-reguladores y uso de filtros
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de luz, mientras que los ensayos del efecto de sellado con tapa y la disminucion del medio
basal en combinacion con el numero de explantes, fueron mediante analisis de varianza
factorial (ANOVA). En todos los ensayos se realiz6 una Prueba de Scheffé (a= 0,05),
utilizando el software STATISTICA version 10.0 para el andlisis de los datos y Sigma plot
version 12.1, para la elaboracién de los graficos. La curva de Abs de los papeles celofan

fue realizada en Excel 2019 para Windows.
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7. RESULTADOS

7.1 Etapa 1 - Evaluacion del efecto por uso de diferentes tipos de tapas en el

desarrollo morfo-fisiolégico de C. quitensis pC

El uso de diferentes tapas no mostrd diferencias en la longitud foliar de las plantulas de
la poblacién Conguillio (pC) de C. quitensis, pero se observo cierta tendencia a un menor
crecimiento en las plantulas que crecieron en frascos con doble lamina aluminio (Fig. 3a).
La longitud radicular tampoco se vio afectada por el uso de diferentes tapas, alcanzando
promedios de 23 mm en frascos con tapas metalicas y 25 mm en frascos con tapas de
doble ldmina de aluminio y film de plastico, las cuales fueron significativamente

superiores a las primeras (Fig. 3b).
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Figura 3. Efecto por el uso de diferentes tipos de tapas de sellado: metalica (M), doble lamina de
papel aluminio (A) y film plastico (P) en a) la longitud foliar (Analisis no paramétrico, test Kuskal-
Wallis p<0,05) y b) la longitud radicular (letras diferentes indican diferencias significativas, One
Way ANOVA, test Duncan p<0,05).; de plantas de Colobanthus quitensis poblacién Conguillio
(pC), después de 60 dias de cultivo in vitro. Los tratamientos se realizaron en triplicado; columnas

y barras representadas con la mediaterror standard (SE).

El uso de diferentes tapas favorecio la emergencia de nuevos brotes, sin diferencias entre
el tipo de tapas, aunque en las tapas de doble lamina de aluminio y film de plastico se

observé una tendencia hacia la menor formacion de brotes (Fig. 4a). Existio desarrollo de
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apices florales en las plantulas que crecieron en frascos cubiertos por los 3 tipos de tapas,
con una tendencia que estos se formaran en menor nimero en los frascos cubiertos por

tapas metalicas y de film de plastico (Fig. 4b).
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Figura 4. Efecto por el uso de diferentes tipos de tapas de sellado: metalica (M), doble lamina de
papel aluminio (A) y film plastico (P) en @) el numero de brotes y b) el nimero de apices foliares;
de plantas de Colobanthus quitensis poblacion Conguillio (pC), después de 60 dias de cultivo in
vitro. Los tratamientos se realizaron en triplicado; columnas y barras representadas con la

mediazxerror standard (SE). Andlisis no paramétrico, test Kuskal-Wallis p<0,05).

Después de 60 dias de cultivo, las plantulas de pC, mantuvieron un buen estado
fisiolégico con valores de Fv/Fm en rangos apropiados, pero con diferencias entre los
distintos tipos de tapas (Fig. 5a). Ninguna de las tapas evaluadas evito el amarillamiento
foliar, el porcentaje mas bajo (59%) se observo en las plantulas que crecieron en frascos
cubiertos con doble lamina de aluminio, pero sin diferencias con las plantulas cuyos

frascos fueron cubiertos con film de plastico (68 %) (Fig. 5b).
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Figura 5. Efecto por el uso de diferentes tipos de tapas de sellado: metalica (M), doble lamina de
papel aluminio (A) y film plastico (P) en a) la eficiencia cuantica maxima del PSII (fotosistema Il)
y b) el porcentaje de amarillamiento foliar; de plantas de Colobanthus quitensis poblacion
Conguillio (pC), después de 60 dias de cultivo in vitro. Los tratamientos se realizaron en triplicado;
columnas y barras representadas con la mediaterror standard (SE). Analisis no paramétrico, test
Kuskal-Wallis p<0,05).

7.2 Etapa 1 - Evaluacién del efecto por uso de diferentes tipos de tapas en el

desarrollo morfo-fisiolégico de C. quitensis pA

Las plantulas de la poblacion Arctowski (pA), mostraron los mejores parametros de
crecimiento, longitud foliar y longitud radicular, cuando los frascos fueron tapados con
film de plastico (Fig. 6), con diferencias estadisticas de las plantas que crecieron en
frascos con los otros dos tipos de tapas. En cambio, en los frascos tapados con doble
lamina de aluminio (A), se estimuld la proliferacion de brotes (Fig. 7a) pero también el
incremento del numero de apices florales (Fig. 7b). En los frascos cubiertos con film de
plastico, si bien la proliferacion de brotes fue baja, también se observé menor nimero de

apices florales.
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Figura 6. Efecto por el uso de diferentes tipos de tapas de sellado: metalica (M), doble lamina de
papel aluminio (A) y film plastico (P) en a) la longitud foliar (letras diferentes indican diferencias
significativas, One Way ANOVA, test Duncan p=0,05) y b) la longitud radicular (Analisis no
paramétrico, test Kuskal-Wallis p<0,05); de plantas de Colobanthus quitensis poblacién Arctowski
(pA), después de 60 dias de cultivo in vitro. Los tratamientos se realizaron en triplicado; columnas

y barras representadas con la mediazerror standard (SE).
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Figura 7. Efecto por el uso de diferentes tipos de tapas de sellado: metalica (M), doble lamina de
papel aluminio (A) y film plastico (P) en a) el nUmero de brotes y b) el nUmero de apices foliares;
de plantas de Colobanthus quitensis poblacién Artowski (pA), después de 60 dias de cultivo in
vitro. Los tratamientos se realizaron en triplicado; columnas y barras representadas con la

mediazerror standard (SE). Analisis no paramétrico, test Kuskal-Wallis p<0,05).

El uso de los tres tipos de tapas en los frascos de cultivo, no produjo efectos negativos
en el desempeiio fisiologico de las plantulas de la poblacion Arctowski (Fig. 8a) pero no

fueron capaces de evitar el amarillamiento foliar en estas mismas plantulas (Fig. 8b).
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Figura 8. Efecto por el uso de diferentes tipos de tapas de sellado: metalica (M), doble lamina de
papel aluminio (A) y film plastico (P) en a) la eficiencia cuantica maxima del PSII (fotosistema Il)
y b) el porcentaje de amarillamiento foliar; de plantas de Colobanthus quitensis poblacion
Arctowski (pA), después de 60 dias de cultivo in vitro. Los tratamientos se realizaron en triplicado;
columnas y barras representadas con la mediaterror standard (SE). Analisis no paramétrico, test
Kuskal-Wallis p<0,05).

7.3 Etapa 2 - Analisis del efecto por numero de explantes y disminucion de la

concentracion de medio MS en el desarrollo morfo-fisiologico de C. quitensis pC

La disminucién en el porcentaje de la concentracién en el medio de cultivo basal MS
(sales minerales y vitaminas de Murashige y Skoog), no afect6 el desarrollo vegetativo
de las plantulas de la poblacion Conguillio (pC) (Fig. 9). El mayor desarrollo de longitud
foliar y radicular se observo en las plantulas que crecieron en presencia del 100% de la
concentracion de MS recomendada, independientemente de la densidad de explantes
dentro del frasco (Figs. 9 ay b - MS 100%). La densidad de explantes dentro del frasco
de cultivo, sélo evidencio diferencias significativas en el desarrollo radicular en la
concentracion de 50% de las sales minerales y vitaminas de MS en las plantulas con una
densidad de 12 pléntulas por frascos (Fig. 9b - MS 50%).
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Figura 9. Efecto del uso de diferentes concentraciones de sales minerales y vitaminas de
Murashige y Skoog (MS) (100%, 50% y 25%) y diferente densidad de explantes por frasco (7, 9
y 12) en plantas de Colobanthus quitensis poblacion Conguillio (7, 9y 12 por frasco), después de
90 dias de cultivo in vitro. a) en el crecimiento foliar y b) en el crecimiento radicular. Tratamientos
se realizaron en triplicado; letras diferentes indican diferencias significativas (ANOVA factorial,

test Duncan p<0,05), columnas y barras representadas con la mediaterror standard (SE).

El nimero de brotes fue significativamente menor en las plantulas que crecieron con una
densidad de explantes por frascos de 9 plantulas en las concentraciones de 50 y 25 %
de MS y en 25% de MS con 12 explantes por frasco (Fig. 10a). La concentracién de 100%
de MS, permitié el desarrollo de mayor numero de brotes, sin diferencias significativas
entre densidades de explantes por frasco. Mientras que, la disminucion al 50% de la
concentracion de MS, no produjo mayores efectos negativos, cuando la densidad de

explantes por frascos fue de 7 o 12 explantes (Fig. 10a).
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Figura 10. Efecto del uso de diferentes concentraciones de sales minerales y vitaminas de
Murashige y Skoog (MS) (100%, 50% y 25%) y diferente densidad de explantes por frasco (7, 9
y 12) en plantas de Colobanthus quitensis poblacion Conguillio (7, 9 y 12), después de 90 dias
de cultivo. a) numero de brotes y b) evaluacion del porcentaje de amarillamiento foliar.
Tratamientos realizados en triplicado; letras diferentes indican diferencias significativas (ANOVA

factorial, test Duncan p<0,05), columnas y barras representadas con mediaterror standard (SE).

El amarillamiento foliar fue minimo en las plantulas que se mantuvieron en presencia del
50% de MS independientemente de la densidad de explantes por frascos y en presencia
de 100% de MS con 7 y 9 explantes por frascos sin diferencias significativas con las
plantulas que se desarrollaron con una densidad de explante de 12 por frasco (Fig. 10b).
La disminucion a 25% de la concentracion de sales minerales y vitaminas de MS en el

medio de cultivo favorecio el amarillamiento foliar de las plantulas.

7.4 Etapa 2 - Analisis del efecto por numero de explantes y disminucion de la

concentracion de medio MS en el desarrollo morfo-fisiolégico de C. quitensis pA

En las plantulas de la poblacion Arctowski, la longitud foliar disminuyo con la disminucion
de la concentracion de MS, pero solo con diferencias significativas con la concentracion
mas baja evaluada (25% de MS) (Fig. 11a). Sélo en las plantulas que se desarrollaron en

presencia de 50% de MS, se observd un efecto de la densidad de explantes, con una
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disminucién significativa para la densidad de 7 y 9 explantes por frasco. Similares
resultados se observaron para la variable longitud radicular con la disminucién de la
concentracion de las sales minerales y vitaminas de MS (Fig. 11b), con una tendencia a
la disminucion de la longitud en relacion con la disminucion de la concentracion de MS.
En los frascos con 100% de MS, la mayor densidad de plantas por frasco (12) present6
una disminucion significativa respecto de las densidades menores (7 y 9), mientras que

para la concentracion de 50% el menor desarrollo radicular se observo para la densidad

de 9 explantes por frasco.
a M= 10049 MS 5074 MS 257,
20
E 35
E S
5 2 [
s =0
2 15 a
= 10 ab s ab b b ] [ b b b
4 3 B mm [ B mm BN o o e
T 9 12 T =] 12 T 9 12

Densidad de explantes {unidad)

b MS 100% nMs S0 MS 25%
_—an —— —
E as| I
g ool a ' '
i a o
‘-ﬁ a0 | b b b
o 15| + S - £ d
2 1ok T | d d
(== - - T
£ - | | ;
s 5 : _| ! [ I |
7 a 12 T o 2 T 2] 1Z

Densidad de explantes (uwnidad)

Figura 11. Efecto del uso de diferentes concentraciones de sales minerales y vitaminas de
Murashige y Skoog (MS) (100%, 50% y 25%) y diferente densidad de explantes por frasco (7, 9
y 12) en plantas de Colobanthus quitensis poblacién Arctowski (7, 9 y 12 por frasco), después de
90 dias de cultivo in vitro. a) En el crecimiento foliar y b) en el crecimiento radicular. Tratamientos
se realizaron en triplicado; letras diferentes indican diferencias significativas (ANOVA factorial,

test Duncan p<0,05), columnas y barras representadas con la mediaterror standard (SE).
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Sdlo la concentracion mas baja de las sales minerales y vitaminas de MS (25%) evidencio
una disminucion significativa en el nimero de brotes nuevos (Fig. 12a) y el mayor
porcentaje de amarillamiento foliar en las plantulas de la poblacién Arctowski, después
de 90 dias de cultivo (Fig. 12b). En general, no se observaron diferencias en las

concentraciones de 100 y 50 % de MS ni en las densidades de plantulas por frasco.
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Figura 12. Efecto del uso de diferentes concentraciones de sales minerales y vitaminas de

Murashige y Skoog (MS) (100%, 50% y 25%) y diferente densidad de explantes por frasco
(7, 9y 12) en plantas de Colobanthus quitensis poblacién Arctowski (7, 9 y 12 por frasco),
después de 90 dias de cultivo in vitro. a) NUumero de brotes y b) evaluacién del porcentaje de
amarillamiento en hojas. Tratamientos se realizaron en triplicado; letras diferentes indican
diferencias significativas (ANOVA factorial, test Duncan p<0,05), columnas y barras

representadas con la mediaterror standard (SE).

7.5 Etapa 3 - Evaluacion del efecto por adicion de agentes osmo-reguladores en

medio basal en el desarrollo morfo-fisiolégico de C. quitensis pC

El tratamiento control (Sacarosa 3%) mostré el mayor desarrollo foliar (Fig. 13a) vy
radicular (Fig. 13b) en las plantulas de la poblacion Conguillio, con diferencias
significativas, pero con valores medios compatibles con buen estado de desarrollo para

sacarosa 6%, y sorbitol 4 y 6 % para la longitud foliar (Fig. 13a). La presencia de sorbitol
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4% no mostro diferencias significativas con respecto a sacarosa 3% para la variable
longitud radicular, mientras que la adicibn de manitol 6% mostré6 valores
significativamente inferiores (Fig. 13b). La adicion de manitol 4% y sorbitol 6%, mostraron
los valores mas bajos en la longitud foliar y radicular, respectivamente.
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Figura 13. Efecto de la adicion de agentes osmo-reguladores al medio de cultivo: Sac
(sacarosa), Man (manitol) o Sorb (sorbitol) en plantas de Colobanthus quitensis poblacion
Conguillio después de 90 dias de cultivo in vitro. a) en el crecimiento foliar y b) en el
crecimiento radicular. Los tratamientos se realizaron en triplicado; letras diferentes indican
diferencias significativas (One Way ANOVA, test Duncan p<0,05), columnas y barras

representadas con la mediazerror standard (SE).

La adicion de los agentes osmo-reguladores no tuvo efectos sobre el desempefio
fotosintético de las plantulas de C. quitensis poblacion Conguillio (Fig. 14a) y permitio el
100% de sobrevivencia, excepto en las plantulas que crecieron en presencia de manitol
6%, donde la sobrevivencia fue de 95% (Fig. 14b).
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Figura 14. Efecto de la adicion de agentes osmo-reguladores al medio de cultivo: Sac
(sacarosa), Man (manitol) o Sorb (sorbitol) en plantas de Colobanthus quitensis poblacion
Conguillio después de 90 dias de cultivo in vitro. a) La eficiencia cuantica maxima del PSI|
(fotosistema 1) (letras diferentes indican diferencias significativas, One Way ANOVA, test
Duncan p<0,05) y b) en el porcentaje de sobrevivencia de las plantas. Tratamientos se

realizaron en triplicado, columnas y barras representadas con la mediaterror standard (SE).

El uso de sacarosa 6%, manitol 4% y-sarbitol 6% favorecieron la proliferacion el mayor
namero de brotes, mientras que la adiccion de manitol 6% no estimulo el desarrollo de
estos, con un promedio inferior a 1 brote nuevo por plantula (Fig. 15a). Todos los agentes
y concentraciones evaluadas, permitieron un buen control del amarillamiento foliar,

observandose s6lo un 30% de amarillamiento en todas las plantulas (Fig. 15b).
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Figura 15. Efecto de la adicion de agentes osmo-reguladores al medio de cultivo: Sac
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(sacarosa), Man (manitol) o Sorb (sorbitol) en plantas de Colobanthus quitensis poblacién
Conguillio después de 90 dias de cultivo in vitro. a) En el numero de brotes (letras diferentes
indican diferencias significativas, One Way ANOVA, test Duncan p<0,05) y b) en el porcentaje
de amarillamiento foliar (Analisis no paramétrico, test Kruskal-Wallis p<0,05). Tratamientos
se realizaron en triplicado; columnas y barras representadas con la mediaterror standard
(SE).

Las plantulas que crecieron en presencia de sacarosa 3% (control), manitol 4% y sorbitol
4%, mostraron los mas altos valores promedio de contenido relativo del agua (CRA),
siendo superiores al 40% en presencia de manitol 4%, pero sin diferencias significativas
con los otros agentes (Fig. 16). En cambio, la concentraciéon mas alta de este compuesto
osmorregulador (6%), afectd el estado hidrico de las plantulas con valores de CRA

cercanos al 20%.
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Figura 16. Efecto de la adicion de agentes osmo-reguladores al medio de cultivo: Sac
(sacarosa), Man (manitol) o Sorb (sorbitol) en plantas de Colobanthus quitensis poblacion
Conguillio después de 90 dias de cultivo in vitro, en el contenido relativo de agua.
Tratamientos se realizaron en triplicado; letras diferentes indican diferencias significativas
(One Way ANOVA, test Duncan p=<0,05), columnas y barras representadas con la
mediaterror standard (SE).

7.6 Etapa 3 - Evaluacion del efecto por adicion de agentes osmo-reguladores en

medio basal en el desarrollo morfo-fisiolégico de C. quitensis pA
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El mayor promedio de longitud foliar se alcanzé en las plantulas que crecieron en
presencia de sacarosa 3% (medio control), seguido por sacarosa 6%, manitol 4% y
sorbitol 4 'y 6 %, con promedios sobre los 10mm (Fig. 17a). El desarrollo radicular se vio
favorecido en presencia de sacarosa 6% Yy sorbitol 4% con promedios superiores a los
20mm. El uso de sacarosa 3%, manitol 4% y sorbitol 6% también permiti6 un buen

desarrollo radicular con valores medios que superaron los 15 mm (Fig. 17b).
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Figura 17. Efecto de la adicion de agentes osmo-reguladores al medio de cultivo: Sac
(sacarosa), Man (manitol) o Sorb (sorbitol) en plantas de Colobanthus quitensis poblacion
Arctowski después de 90 dias de cultivo in vitro. a) En el crecimiento foliar y b) en el
crecimiento radicular. Tratamientos se realizaron en triplicado; letras diferentes indican
diferencias significativas (One Way ANOVA, test Duncan p<0,05), columnas y barras

representadas con la mediaterror standard (SE).

El uso de los diferentes agentes osmo-reguladores y las concentraciones evaluadas no
afectaron el estado fotosintético de las plantas (Fig. 18a), ni la sobrevivencia de estas
(Fig. 18b). En promedio, los compuestos osmo-reguladores y las concentraciones
evaluadas permitieron valores de sobrevivencia superiores al 80% en las plantulas de la

poblacion Arctowski.
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Figura 18. Efecto de la adicion de agentes osmo-reguladores al medio de cultivo: Sac
(sacarosa), Man (manitol) o Sorb (sorbitol) en plantas de Colobanthus quitensis poblacion
Arctowski después de 90 dias de cultivo in vitro. a) En la eficiencia cuantica maxima del PSII
(fotosistema 1) (letras diferentes indican diferencias significativas, One Way ANOVA, test
Duncan p<0,05) y b) en el porcentaje de sobrevivencia de las plantas. Tratamientos se

realizaron en triplicado, columnas y barras representadas con la mediaterror standard (SE).

La mayor proliferacion de brotes nuevos se observé en las plantulas que crecieron en
presencia de sorbitol 6% y el menor numero se observé en aquellas que crecieron en
presencia de manitol 4% (Fig. 19a). Todos los agentes osmoéticos y concentraciones

evaluadas evitaron amarillamiento foliar en un 70% en promedio (Fig. 19b).
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Figura 19. Efecto de la adicion de agentes osmo-reguladores al medio de cultivo: Sac

(sacarosa), Man (manitol) o Sorb (sorbitol) en plantas de Colobanthus quitensis poblacion
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Arctowski después de 90 dias de cultivo in vitro. a) En el nimero de brotes y b) en el
porcentaje de amarillamiento foliar. Tratamientos se realizaron en triplicado; letras diferentes
indican diferencias significativas (One Way ANOVA, test Duncan p<0,05), columnas y barras

representadas con la mediazerror standard (SE).

El mejor estado hidrico se observo en las plantulas que crecieron en presencia de sorbitol

6% con un contenido relativo de agua (CRA) cercano al 40% (Fig. 20).
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Figura 20. Efecto de la adicion de agentes osmo-reguladores al medio de cultivo: Sac
(sacarosa), Man (manitol) o Sorb (sorbitol) en plantas de Colobanthus quitensis poblacion
Arctowski después de 90 dias de cultivo in vitro, en el contenido relativo de agua.
Tratamientos se realizaron en triplicado; letras diferentes-indican diferencias significativas
(One Way ANOVA, test Duncan p<0,05), columnas y barras representadas con la
mediazerror standard (SE).

7.7 Etapa4 - Curvade absorbancia de papeles filtro.

En la curva de absorbancia se obtuvo que el papel celofan naranjo tenia un pick de
absorcion de fotones de luz en el rango entre los 390-490 nm (siendo este rango
perteneciente a los colores violeta, azul y ciano), teniendo una baja absorcion de luz a
medida que el rango de la longitud de onda de la luz aumentaba (sobre 490 nm) vy
llegando hasta los 650 nm (espectro de color rojo), donde se mantuvo entre los valores
de 0.1 y 0.15 (anexos Fig. 4). En la absorcion de luz con papel celofan rojo se observé
una baja en la absorbancia entre el rango de los 390-430 nm (espectro del color violeta),

aumentando luego de los 430 nm vy llegando a un pico maximo de absorcion de luz entre
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los 490-530 nm (siendo el espectro de los colores ciano y verde). Luego, en una longitud
de onda superior a los 530 nm, disminuyo6 su poder de absorcién llegando hasta los 640

nm, donde se mantuvo entre los rangos de 0.0 y 0.1 de absorbancia (anexos Fig. 4).

7.8 Etapa4 - Evaluacién del efecto por recubrimiento con filtros de luz roja en el

desarrollo morfo-fisiolégico y fotoquimico de C. quitensis pC.

La ausencia de filtros de color (Control), estimul6 el desarrollo foliar y radicular en las
plantulas de la poblacion Conguillio, no obstante, el filtro para color rojo permitié un buen
desarrollo foliar mientras que, el filiro color naranjo estimulod el desarrollo radicular (Fig.
21).
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Figura 21. Efecto por el recubrimiento de frascos de cultivo con: C (control sin filtro), R
(celofan rojo) y N (celofan naranjo) en plantas de Colobanthus quitensis poblacion Conguillio,
después de 90 dias de cultivo in vitro. a) en el crecimiento foliar y b) en el crecimiento
radicular. Los tratamientos se realizaron en triplicado; letras diferentes indican diferencias
significativas (One Way ANOVA, test Duncan p<0,05), columnas y barras representadas con

la mediazerror standard (SE).

El uso de filtros para color no modifico ni afectd significativamente el desempefio
fotosintético de las plantulas de la poblacion Conguillio (Fig. 22a), y tampoco la
sobrevivencia de plantulas con valores iguales o superiores al 80%. Estos valores fueron

ligeramente superiores en las plantas que crecieron en ausencia de filtros (Fig. 22b).
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Figura 22. Efecto por el recubrimiento de frascos de cultivo con: C (control sin filtro), R
(celofan rojo) y N (celofan naranjo) en plantas de Colobanthus quitensis poblacion Conguillio,
después de 90 dias de cultivo in vitro. a) En la eficiencia cuantica maxima del PSII
(fotosistema 1) (letras diferentes indican diferencias significativas, One Way ANOVA, test
Duncan p<0,05) y b) en el porcentaje de sobrevivencia de plantas. Tratamientos se realizaron

en triplicado; columnas y barras representadas con la mediaterror standard (SE).

El uso de filtros no modificé el comportamiento en la generacion de nuevos brotes (Fig.
23a), ni mostr6 diferencias en el control del amarillamiento (Fig. 23b), respecto de las

plantulas que crecieron en ausencia de filtros.
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Figura 23. Efecto por el recubrimiento de frascos de cultivo con: C (control sin filtro), R
(celofan rojo) y N (celofan naranjo) en plantas de Colobanthus quitensis poblacion Conguillio,

después de 90 dias de cultivo in vitro. a) En el nimero de brotes (letras diferentes indican
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diferencias significativas, One Way ANOVA, test Duncan p<0,05) y b) en el porcentaje de
amarillamiento foliar (Analisis no paramétrico, test Kuskal-Wallis p<0,05). Tratamientos se

realizaron en triplicado; columnas y barras representadas con la mediazerror standard (SE).

El contenido relativo de agua (CRA) no evidencio diferencias significativas entre el control
y los filtros para colores rojo y naranjo. En cambio, en las plantulas que crecieron en
frascos cubiertos con filtro naranjo, se observé cierta tendencia a acumular mayor

porcentaje de agua (Fig. 24).
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Figura 24. Efecto por el recubrimiento de frascos de cultivo con: C (control sin filtro), R
(celofan rojo) y N (celofan naranjo) en plantas de Colobanthus quitensis poblacion Conguillio,
después de 90 dias de cultivo in vitro, en el contenido relativo de agua. Tratamientos se
realizaron en triplicado; letras diferentes indican diferencias significativas (One Way ANOVA,

test Duncan p<0,05), columnas y barras representadas con la mediazerror standard (SE).

Se pudo observar que existe un incremento en la acumulacion de todos los pigmentos
cuantificados en las plantulas que crecieron en presencia de ambos filtros, sin observarse
diferencias entre ellos (Fig. 25).
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Figura 25. Efecto por el recubrimiento de frascos de cultivo con: C (control sin filtro), R

(celofan rojo) y N (celofan naranjo) en plantas de Colobanthus quitensis poblacion Conguillio,

después de 90 dias de cultivo in vitro: en el acumulamiento de pigmentos fotosintéticos a)

neoxantina, b) violaxantina, c) luteina, d) beta caroteno, e) clorofila a y f) clorofila b.

Tratamientos se realizaron en triplicado; columnas representadas con la media.
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7.9 Etapa4 - Evaluacién del efecto por recubrimiento con filtros de luz roja en el

desarrollo morfo-fisiolégico y fotoquimico de C. quitensis pA.

Los promedios més altos de longitud foliar y longitud radicular se alcanzaron en las
plantulas de la poblacién Arctowski que crecieron en frascos sin filtros para color, y los
valores mas bajos, pero sin diferencias significativas con el filtro naranjo, se observaron

en las plantulas que crecieron en frascos con filtros para el rojo (Fig. 26).
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Figura 26. Efecto por el recubrimiento/de frascos de cultivo con: C (control sin filtro), R
(celofan rojo) y N (celofan naranjo) en plantas de Colobanthus quitensis poblacion Arctowski,
después de 90 dias de cultivo in vitro. a) En. el crecimiento foliar y b) en el crecimiento
radicular. Tratamientos se realizaron en triplicado; letras diferentes indican diferencias
significativas (One Way ANOVA, test Duncan p<0,05), columnas y barras representadas con

la mediazerror standard (SE).

A pesar de que el uso de filtros no causo efectos negativos en el desempefio fotosintético
de las plantulas de esta poblacion (pA), las que crecieron en frascos cubiertos con filtro
para el naranjo mostraron valores medios de Fv/Fm significativamente inferiores a las
plantulas que crecieron en ausencia de filtros (control) y en presencia de filtros para el
rojo (Fig. 27a). Solo las plantulas que crecieron en ausencia de filtros alcanzaron
porcentajes de sobrevivencia del 89%, el uso de filtros afect6 esta variable con valores

promedio de 55 y 26% para los colores rojo y naranjo, respectivamente (Fig. 27b).
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Figura 27. Efecto por el recubrimiento de frascos de cultivo con: C (control sin filtro), R
(celofan rojo) y N (celofan naranjo) en plantas de Colobanthus quitensis poblacion Arctowski,
después de 90 dias de cultivo in vitro. a) En la eficiencia cuantica méaxima del PSII
(fotosistema 1) (letras diferentes indican diferencias significativas, One Way ANOVA, test
Duncan p<0,05) y b) en el porcentaje de sobrevivencia de plantas. Tratamientos se realizaron

en triplicado; columnas y barras representadas con la mediaterror standard (SE).

El uso de filtro rojo permitié una proliferacion de brotes significativamente mayor que en
las plantulas que crecieron en ausencia de filtro o en presencia de filtro naranjo (Fig. 28a).
En todos los tratamientos, el amarillamiento alcanzé valores medios cercanos al 40%
(Fig. 28b).
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Figura 28. Efecto por el recubrimiento de frascos de cultivo con: C (control sin filtro), R

(celofan rojo) y N (celofan naranjo) en plantas de Colobanthus quitensis poblacién Arctowski,
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después de 90 dias de cultivo in vitro. a) En el nimero de brotes y b) en el porcentaje de
amarillamiento foliar. Tratamientos se realizaron en triplicado; letras diferentes indican
diferencias significativas (One Way ANOVA, test Duncan p<0,05), columnas y barras

representadas con la mediazerror standard (SE).

El uso de filtro rojo favorecié el estado hidrico de las plantulas con valores de CRA
significativamente superiores a las plantulas que crecieron en ausencia de filtro o en

presencia de filtro naranjo (Fig. 29).
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Figura 29. Efecto por el recubrimiento de frascos de cultivo con: C (control sin filtro), R
(celofan rojo) y N (celofan naranjo) en plantas de Colobanthus quitensis poblacion Arctowski,
después de 90 dias de cultivo in vitro, en el contenido relativo de agua. Tratamientos se
realizaron en triplicado; letras diferentes indican diferencias significativas (One Way ANOVA,

test Duncan p<0,05), columnas y barras representadas con la mediazerror standard (SE).

Se observé una tendencia a una mayor acumulacién de pigmentos en las plantulas que

crecieron en frascos cubiertos con filtros rojos (Fig. 30).
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Figura 30. Efecto por el recubrimiento de frascos de cultivo con: C (control sin filtro), R (celofan

rojo) y N (celofan naranjo) en plantas de Colobanthus quitensis poblacion Arctowski, después de

90 dias de cultivo in vitro: en el acumulamiento de pigmentos fotosintéticos a) neoxantina, b)

violaxantina, c) luteina, d) beta caroteno, e) clorofila a y f) clorofila b. Tratamientos se realizaron

en triplicado; columnas representadas con la media.
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8. DISCUSION

8.1 Etapa 1 - Evaluacion del efecto por uso de diferentes tipos de tapas en el

desarrollo morfo-fisiol6égico de C. quitensis.

Después de 60 dias de cultivo in vitro, el uso de diferentes materiales de sellado en los
frascos de cultivo, no afecté al desarrollo de las plantulas de la poblacién Conguillio. Las
tapas de doble ldmina de aluminio permitieron un menor desarrollo foliar y radicular, en
comparacion al film plastico, manteniendo un estado fisiolégico adecuado para las
plantulas, siendo registrado un promedio de Fv/Fm cercano al rango de los 0.79-0.84
(rango considerado adecuado). Este tipo de tapa, permitio obtener un menor porcentaje
de amarillamiento foliar en plantulas, en comparacion a los otros dos tratamientos (tapa
metdlica y film de plastico), pero no evité un mayor desarrollo de apices florales de las
plantulas. Cuando se uso la tapa metélica para sellar frascos de cultivo, se observo en
las plantulas una respuesta similar a la registrada al usar tapas de aluminio, respecto al
desarrollo radicular, foliar y de nuevos brotes, pero, se observo una reduccion del nimero
de apices generados. Ademas, se obtuvo un desempefio fotosintético inferior a los otros
tratamientos. En cambio, al usar tapas de film de plastico, se registraron valores de
desarrollo vegetativo altos, un moderado porcentaje de amarillamiento foliar y bajo

desarrollo de apices florales.

Las plantulas de la poblacion Arctowski cultivadas en frascos sellados con tapas de doble
lamina de aluminio después de 60 dias de cultivo in vitro, mostraron una respuesta
favorable, al no verse afectado el desarrollo radicular ni foliar y con un desempefio
fotosintético adecuado. Este tipo de tapas, ademas, promovié un mayor desarrollo de
apices florales y un alto nimero de nuevos brotes. Estas variables limitan el uso de este
tipo de tapas, ya que el protocolo de conservacion in vitro limita el nimero de brotes y los
apices florales son indeseables en el cultivo in vitro. Cuando se uso la tapa metalica para
sellar los frascos de cultivo, se observo en las plantulas un desarrollo radicular y foliar
similar a la registrada al usar doble lamina de aluminio. Pero se observo una reduccion
del nimero nuevos brotes y un desempeifio fotosintético inferior a los otros tratamientos.

En cambio, al usar tapas de film de plastico, se observo una tendencia al incremento en
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el desarrollo vegetativo de las plantulas en comparacion a los otros dos tratamientos y
disminucién en el numero de apices florales producidos, siendo este Ultimo registro
crucial, al momento de considerar este tipo de tapa como mas favorable para la

conservacion en crecimiento minimo de plantulas de C. quitensis pA.

Un estudio realizado por Winarto et al. (2004), sobre el cultivo in vitro de regenerantes de
Dianthus caryophyllus L. var. Maldives, mostré que, al sellar los frascos con film pléstico,
en promedio, el nUmero de brotes nuevos disminuyd. Similar tendencia fue observada en
plantulas de la poblacion Conguillio, cultivadas en frascos sellados con tapa de film
plastico. Cati et al. (2014), observaron un menor crecimiento radicular y en altura de
plantas en variedades de Prunus armeniaca L. cuando los frascos fueron sellados con
una tapa metdlica en comparacion a una tapa de plastico. Estos resultados son
coincidentes con los obtenidos para ambas poblaciones de C. quitensis, donde se
observo una tendencia al aumento del crecimiento vegetativo cuando las plantulas fueron
cultivadas en frascos con sellado de tapa de plastico en comparacion a una tapa metalica.
Estos resultados pudiesen deberse a que los frascos sellados con film plastico presentan
un menor hermetismo que los con-tapa metalica con rosca, permitiendo un mayor
intercambio gaseoso con el medio externo al frasco, limitando asi, la acumulacion de
compuestos perjudiciales para las plantas en alta concentracion dentro del frasco
(ejemplo, acumulacién de gas etileno). El etileno regula-negativamente el alargamiento
de la raiz y la formacion de raices laterales y afecta positivamente el inicio y el
alargamiento del vello radicular (Alarcon et al. 2013). En las plantulas de pC, la longitud
radicular fue menor en frascos con tapas metalicas respecto de aquellas que crecieron
en frascos cubiertos film plastico. Por otro lado, la acumulacion de etileno en altas
concentraciones dentro del frasco, genera senescencia y necrosis en tejidos,

disminuyendo la sobrevivencia de las plantulas (Horn 1992).

De acuerdo a los discutido en esta etapa, el uso de film plastico (P) como material de
sellado de frascos de cultivo, resultd ser lo mas adecuado para la conservacion en

crecimiento minimo de ambas poblaciones de C. quitensis.
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8.2 Etapa 2 - Analisis del efecto por numero de explantes y disminucion de la

concentracion de medio MS en el desarrollo morfo-fisiolégico de C. quitensis.

El uso de las sales minerales y vitaminas del medio basal MS (Murashige y Skoog) a una
concentracion del 100% en C. quitensis ha mostrado previamente resultados positivos en
la estimulacion del desarrollo vegetativo en esta especie (Acufia 2014; Cuba-Diaz et al.
2014). En esta investigacion, en plantulas de la poblacion Conguillio, se observaron los
mayores registros de crecimiento (radicular y foliar) y el mayor nUmero de nuevos brotes
cuando se usé MS al 100%. La reduccioén de la concentracion de MS a un 50%, disminuyo
el desarrollo vegetativo en las plantulas de esta poblacion, pero evitd clorosis vy
amarillamiento foliar, un resultado favorable para un protocolo de crecimiento minimo. La
reduccion de la concentracion al 25% de sales y vitaminas del medio basal, redujo
considerablemente el crecimiento foliar y radicular, y ademas aumento los sintomas de
clorosis foliar en plantulas de pC, siendo un registro desfavorable para los objetivos de la

investigacion.

La combinacion de un 100% de la concentracion de MS con menores densidades de
explantes por frascos (7 y 9), favorecio el desarrollo vegetativo. Mientras que en la mayor
densidad de explantes (12), los mejores resultados se obtuvieron cuando se combino con
la concentracion del MS al 50%, obteniéndose valores de crecimiento menores que en

MS 100%, pero en rangos deseables para los objetivos de esta investigacion.

Las plantas de C. quitensis de la poblacion Arctowski presentan una variacion en su
morfologia (menor tamafio) que las provenientes de la poblacién de Conguillio (Cuba-
Diaz et al. 2017b), pero la tendencia en el desarrollo vegetativo de las plantulas en esta
investigacion fue similar al observado en la poblacién Conguillio. No obstante, en ninguno
de los tratamientos se pudo evitar la presencia de amarillamiento en hojas de plantulas
de pA, demostrando que esta especie es mas susceptible al amarillamiento en las

condiciones fisico-quimicos en las que se desarrollo este experimento.

El uso de concentraciones mas bajas de sales y vitaminas en el medio basal, permitieron

una mayor altura de plantas y numero de brotes en Typhonium flageliforme (Nur et al.
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2017). Estos resultados difieren de lo observado en esta investigacion, siendo mas
evidente en la poblacién Conguillio, donde el desarrollo vegetativo disminuyd con la
reduccion de la concentracion de MS. La reduccién de la concentracion del medio basal
caus6 un menor promedio en el nimero de brotes generados en Bacopa monnieri (L.)
Wettst (Naik et al. 2017) y disminucién en el crecimiento vegetativo en brotes de Ocimum
basilicum (Monfort et al. 2018), por lo que lo observado en C. quitensis es coincidente

con investigaciones similares.

El incremento en la densidad de explantes Vaccinium corymbosum var. Brigitta y Legacy
permitié el incremento en el nimero de nuevos brotes y la disminucién en la longitud
foliar, en protocolos desarrollados en frascos de cultivo con bajo volumen de medio de
cultivo (Rodriguez y Morales 2015). Por su parte, en explantes de brotes de Mussa cv.
Grande Naine se observo una disminucion del crecimiento vegetativo con el aumento de
la densidad de explantes y/o microbrotes (Prabhuling y Sathyanarayana (2017). Similar
tendencia se muestra en este trabajo, donde el nimero de brotes tiende a ser mayor en
frascos con 12 explantes, al menos en las dos concentraciones mas altas de MS.
Mientras que, para ambas poblaciones de C. quitensis se observo, en promedio, una

disminucién del crecimiento foliar y radicular al aumentar la densidad de los explantes.

No obstante, los valores medios observados en ambas poblaciones al disminuir al 50%
la concentracion de sales minerales y vitaminas, favorecen el desarrollo del protocolo de
conservacion con crecimiento minimo, disminuyendo, ademas, el costo y espacio (al

combinarlo con mayor numero de explantes por frascos-12 explantes) de este protocolo.

8.3 Etapa 3 - Evaluacion del efecto por adicion de agentes osmo-reguladores en

medio basal en el desarrollo morfo-fisiolégico de C. quitensis.

La adiccién al medio de cultivo de compuestos con potencial efecto osmorregulador,
produjo respuestas variables en el desarrollo vegetativo de los explantes en ambas
poblaciones de C. quitensis. Mientras que el incremento en la concentracion de sacarosa,
produjo una disminucion en la longitud foliar en ambas poblaciones y radicular en pC,

tiende a favorecer el desarrollo de nuevos brotes. En cambio, el efecto de los polioles
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(manitol y sorbitol) usados no es tan claro, con tendencias diferentes tanto para las
variables de crecimiento vegetativo analizadas como para las dos poblaciones

estudiadas.

En la poblaciéon Conguillio, el uso de manitol (en ambas concentraciones estudiadas), en
general no mostro resultados favorables en las variables evaluadas. El sorbitol permitié
valores medios en el desarrollo vegetativo de las plantulas, que facilitan el desarrollo de
un protocolo de crecimiento minimo para esta poblacion. La concentracion de 4% de
sorbitol permitid, ademas, un desempefio fotosintético superior a 7,4 y un contenido
hidrico promedio de 41%, lo que permite considerar esta concentracion adecuada para

esta poblacion.

En las plantulas la poblacion Arctowski, en general, se observaron los mismos efectos y
tendencias respecto de los polioles estudiados. En cambio, para esta poblacion, el uso
de sorbitol al 6%, mostro los mejores valores promedios, tanto en las variables que dan
cuenta del desarrollo vegetativo (longitud foliar y radicular y ndmero de brotes) como en

variables fisioldgicas como desempenio fotosintético (Fv/Fm) y contenido relativo de agua.

El efecto de estos agentes osmorreguladores es variable entre especies y de acuerdo a
las condiciones en que estos son adicionados a los medios de cultivos. El incremento en
la concentracion de sorbitol en el medio de cultivo, provocd un aumento de la longitud
foliar y de raiz en Dioscorea alata (Diaz et al. 2015) y reduccion significativa de la tasa
de crecimiento de papa de Chilotanum (Mufioz et al. 2019) en comparacion con medios
de cultivos suplementados solo con sacarosa. Esta respuesta puede ser debida a que el
poliol, al no ser metabolizable por la planta, genera una reduccién permanente del
potencial osmaotico del medio basal, reduciendo el crecimiento y desarrollo de plantulas
(Shibli et al. 2006). Dicho potencial va disminuyendo en funcion del aumento de la

concentracion del osmo-regulador.

Por su parte, el incremento de la concentracion de manitol en el desarrollo de protocolos
de conservacion por crecimiento minimo de Stevia rebaudiana, mostro una disminucion
en la sobrevivencia, altura de plantas y longitud de raices (Zayova et al. 2017. Similares
efectos observamos en este estudio al ocupar manitol en el desarrollo de los protocolos

para C. quitensis.
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La combinacién de polioles con sacarosa y el incremento de estos en los medios de
cultivo durante el desarrollo de protocolos para la conservacion por crecimiento minimo
de Solanum tuberosum L., mostraron que el uso de sacarosa, por si sola, no favorece en
la reduccion del crecimiento vegetativo. En cambio, la combinacién de manitol y sorbitol
y el incremento de la concentracion estos en el medio de cultivo, causaron una reduccion
de la altura de las plantas y de la longitud radicular a los 3 meses de (Nasiruddin y Rafiul
2018). Estos resultados concuerdan con los nuestros, ya que al comparar el crecimiento
vegetativo en ambas poblaciones de C. quitensis en medios con solamente sacarosa
versus los con presencia de manitol o sorbitol, el crecimiento se vio reducido, producto
del efecto osmo-regulador que ambas fuentes de carbono (sacarosa-manitol/sorbitol)

ejercen en el medio (Shibli et al. 2006).

Los valores medios de las variables evaluadas, permiten recomendar que para C.
quitensis, el uso de sorbitol como agente osmorregulador permite un crecimiento minimo
sin perjuicio del estado fisiologico de las plantulas que favorece la conservacion de esta.
Las diferencias en las respuestas respecto a la concentracion de sorbitol, puede deberse
a mecanismos de respuestas diferencial inherentes a las poblaciones de esta especie,
los cuales han sido documentados en otros estudios comparativos entre poblaciones de
C. quitensis (Klagges 2015, Castel 2015, Marin 2015, Arriagada 2017, Cuba-Diaz et al.
2017 a, b).

8.4 Etapa4 - Evaluacién del efecto por recubrimiento con filtros de luz roja en el

desarrollo morfo-fisiolégico y fotoquimico de C. quitensis.

Al recubrir frascos de cultivo con filtros de color, se ha observado una disminucion del
crecimiento de las plantulas por la ausencia de la longitud de onda del rojo y el naranjo,
no permitiendo el efecto de estas longitudes de onda sobre el desarrollo morfolégico en
ambas poblaciones de C. quitensis. Esto, ademas de generar una disminucion del
rendimiento fotosintético, no tuvo un impacto negativo respecto de los objetivos de la
investigacion, manteniéndose la media dentro del rango de desempefio adecuado (para
plantulas de pC) y solo, para el uso del color naranjo en plantulas de pA, se observé un
desemperfio bajo el rango adecuado (0.74-0.84). Excepto para la variable sobrevivencia

de plantulas, donde las plantulas que crecieron en frascos sin cobertura con filtros de
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color, mostraron valores medios mas altos, en el resto de las variables evaluadas se pudo

observar que el uso de estos filtros favorecio el cultivo.

En la poblacién Conguillio, en general, no se observaron diferencias significativas entre
las plantulas que crecieron en frascos cubiertos con filtros para ambos colores (rojo y
naranjo). Aunque en tendencia, el filtro naranjo resulté ser mas favorable para las

plantulas de esta poblacion.

En plantas de Solanum esculentum var. Cerasiforme expuestas a longitudes de luz roja
y naranja, la longitud foliar fue mayor en comparacion al resto de los tratamientos
(Xiaoying et al. (2012). Yiang et al. (2017), observaron reduccion del crecimiento
vegetativo y de Fv/Fm en plantas de Nicotiana tabacum L. al exponerlas a luz
monocromatica (roja) en comparacion a plantas expuestas a luz blanca. En Plectranthus
amboinicus (Lour.) Spreng, la luz roja condujo a una mayor longitud de brotes y radicular
en comparacion a otras longitudes de onda (Silva et al. 2017). Esto evidencia que
longitudes cercanas al rojo y rojo lejano, influyen en la elongacion de tallos y brotes
(Saebo et al. 1995). La inhibicién de la luz roja y naranja en este trabajo, mediante el uso
de filtros, produjo una reduccion en la longitud foliar y radicular en ambas las poblaciones
de C. quitensis. Estos efectos pueden deberse a que el inhibirse la longitud de onda roja-
naranjo, la exposicion es a otras longitudes como amarillo y verde, en menores
proporciones, no influyen signifcativamente en el crecimiento vegetativo (Kim et al. 2006).
Mientras que; la disminucion del Fv/Fm puede ser un indicador de que existe una
inactivacion del centro de reaccion de PSII por efecto de la ausencia de la longitud roja
(Kreslavski et al. 2016)

La calidad de la luz tuvo un impacto positivo (respecto a los objetivos de esta
investigacion) en la respuesta fisiologica de las plantas, que se reflejo en el contenido de
pigmentos fotosintéticos en los tejidos analizados. El contenido total de pigmentos
fotosintéticos varié dependiendo de las condiciones de luz, generando un aumento
cuando los frascos con plantulas de pC fueron recubiertos con filtro color rojo y para pA

cuando los frascos fueron recubiertos con filtros de color rojo y naranjo.

En hojas de Solanum esculentum var. Cerasiforme, expuestas a una longitud de onda de

luz azul, se observé una mayor acumulacion de clorofila (a y b) y carotenos (alfa y beta)
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en comparacion a otras longitudes aplicadas (Xiaoying et al. 2012). Estos resultados
concuerdan con los obtenidos para ambas poblaciones de C. quitensis con filtros de color
rojo (luz roja fue inhibida, ver anexo figura 4), donde la acumulacion de pigmentos
fotosintéticos fue mayor en comparacion al control y al usar filtro de color naranjo.
Xiaoying et al. (2012), observaron la misma tendencia en la acumulacién de pigmentos
de clorofila y carotenos al usar luz naranja. En este trabajo, en la poblacion pC, se
obtienen altos contenidos de estos pigmentos fotosintéticos en comparacion al control,

pero no superiores que los obtenidos con un filtro de luz roja.

En el registro de la absorbancia de los filtros de color rojo y naranjo, se pudo observar
una mayor absorbancia de las longitudes cercanas al ultravioleta (violeta y azul), siendo
mayor del filtro naranjo que el rojo (mas afin a absorber luz azul y verde), reflejando
ambos filtros, los colores cercanos al infrarrojo (naranjo, rojo y rojo lejano) (Anexos Fig.
4). Estos resultados nos permiten corroborar que las plantas cubiertas con filtros de
ambos colores, crecen con una inhibicién de estas 3 ultimas longitudes de onda, lo cual
segun discusiones anteriores afecta tanto al crecimiento vegetativo como a la
acumulacion de pigmentos fotosintéticos, vitales en el desarrollo de las plantas.
Pawlowska et al. (2018), al evaluar el efecto de varias longitudes de onda de luz (rojo
lejano, rojo, azul y blanco) en el desarrollo y contenido de pigmento fotosintético de
Gerbera jamesonii cv. Dura, observaron que el contenido de carotenos y clorofilaay b
fue mayor en presencia de luz azul. La acumulacion de estos pigmentos fue concordante
con nuestros resultados, ya que al inhibir las longitudes cercanas al rojo lejano en hojas
de plantas de la poblacion pC (con filtro rojo o naranjo), se observo una mayor
acumulacion de todos los pigmentos medidos en comparacion al control. En la poblacion
PA, la acumulacién de estos pigmentos fue menor al usar filtro naranjo y mayor que el

control, usando filtro rojo.

Segun Vijay et al. (2017), las plantas con poca luz (sombra) contienen mas clorofila b por
cloroplasto que clorofila a y tienen menos contenido de clorofila a y b que las plantas con
mucha luz (expuesta al sol). Ademas, sefalan que la relacion clorofila a y b también se
usa para caracterizar el estado fisiologico de las plantas bajo condiciones de estrés

hidrico y salino. Esto lo podemos relacionar para ambas poblaciones de C. quitensis,
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donde la acumulacion de clorofila b fue muy superior a la clorofila a, esto debido a que
en plantas cubiertas con filtros de color naranjo y rojo, la exposicion a luz azul es
constante, disminuyendo la actividad fotosintética, por evasion de los cloroplastos a dicha
longitud y una disminucion de la conductancia del mesofilo (Wada et al. 2003; Loreto et
al. 2009), ocasionando una disminucion del crecimiento vegetativo en plantulas (un efecto

positivo en relacion a los objetivos de ésta investigacion).

La luteina es una xantofila que cumple varias funciones importantes: estabilizacion
estructural de proteinas de antena, recoleccion de luz (transferencia de energia de
excitacion a la clorofila) y enfriamiento de los estados de la Clorofila (Jahns y Holzwarth
2012). Segun lo antes mencionado, se registré para ambas poblaciones de C. quitensis,
una mayor acumulacion de luteina en plantas cubiertas con filtro rojo o naranjo. Esto se
pude atribuir a que al estar en presencia de una mayor energia (longitudes del azul y
violeta), la respuesta de foto-proteccién es una mayor acumulacion de dicho pigmento
para proteger al fotosistema Il. Kopsell et al. (2016), al medir la acumulacion de pigmentos
fotosintéticos por efecto de la calidad de luz (luz blanca, roja y azul) en Brassica oleracea
var. Green Lance, mostré una mayor acumulacion de luteina, violaxantina, neoxantina y
carotenos, pero una disminucién de clorofila a y b, cuando la exposicion de las plantas
era a una mayor proporcion de luz azul que roja. Esta investigacion concuerda en la
acumulacion de los pigmentos fotosintéticos, excepto las clorofilas, ya que la acumulacion

de pigmentos fue mayor en plantas de pC y pA con filtro en comparacion al control.

En esta etapa, el uso de filtros para la longitud de onda del rojo y el naranjo, permitio
reducir el crecimiento vegetativo sin afectar el crecimiento (minimo) ni el estado fisiologico
de las plantas de C. quitensis poblacion pC y pA cultivadas in vitro por 90 dias. Si bien,
no se observaron marcadas diferencias entre los filtros usados y para algunas variables
las diferencias fueron imperceptibles al compararlas con las plantulas que crecieron en
ausencia de filtros, la acumulacion de pigmentos combinada con la tendencia a disminuir
el crecimiento en ausencia de luz roja o roja lejano, permitiria proteger el cultivo de

posibles efectos oxidativos sobre los fotosistemas.
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La evaluacion de los diferentes factores a lo largo de las 4 etapas, permitio aumentar el
periodo de cultivo desde 60 dias a 90 dias tras lo cual las plantas permanecieron en un
crecimiento minimo por el efecto combinado de factores fisicos y quimicos que influyen
en el crecimiento. La disminucion de la concentracion de sales minerales y vitaminas en
un 50% en el medio basal, el incremento en la densidad de explantes por frascos y la
adicion de agentes osmorreguladores permitio la disminucion del potencial hidrico en el
medio sin afectar el desarrollo vegetativo y el desempefio fotosintético de las plantulas.
Finalmente, al recubrir los frascos con filtro de color naranjo o rojo, se observé que las
plantas de ambas poblaciones presentaron una disminucion en su crecimiento, pero se
favorecié la acumulacion de pigmentos fotoprotectores (carotenos, xantofilas) que
evitaron un potencial dafo en el aparato fotosintético, por lo que el control en el uso de
estas variables permite el ajuste en los protocolos de conservacion en plantulas de las

poblaciones Conguillio y Arctowski de C. quitensis.

Protocolos similares se han realizado en otras especies vegetales para conservarlas in
vitro mas eficientemente. Asi, por ejemplo, Rahayu y Habibah (2016), optimizaron un
protocolo de conservacion in vitro para Carica pubescens Lenne & K. Koch, mediante
regulacion entre otros factores, de la concentracion del medio basal con resultados

similares a los nuestros (50% de MS).
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9. CONCLUSION

Los resultados obtenidos en esta investigacion de memoria de titulo nos permiten concluir
que es posible optimizar la conservaciéon in vitro para Colobanthus quitensis de las
poblaciones Arctowski (pA) y Conguillio (pC), considerando aspectos fisicos, quimicos y
bioldgicos que puedan adecuarse, mediante la manipulacion de variables que regulan el
crecimiento vegetal. De acuerdo a este analisis los mejores resultados por etapa y para

una propuesta de crecimiento minimo sin afectar el desempefio fotosintético son:

e Para la primera etapa los mejores resultados para ambas poblaciones fueron el
uso de una tapa de film plastico (P).

e Para la segunda etapa los mejores resultados para ambas poblaciones fueron el
uso de una concentracion al 50% de medio basal MS en combinacion con una
densidad de 12 explantes por frasco.

e Para la tercera etapa los mejores resultados fueron la adicion al medio de cultivo
de sorbitol al 4% para pC y sorbitol 6% para pA.

e Para la cuarta etapa los mejores resultados fueron el recubrimiento de los frascos
con papel celofan naranjo para pC y el recubrimiento de los frascos con papel

celofan rojo para pA.

Como una ultima conclusion, se recomienda el uso de los mejores resultados obtenidos
en cada etapa de esta investigacion, pudiendo realizarse nuevos estudios usando la
combinacion de todos ellos. Ademas, para poder seguir optimizando este protocolo de
conservacion, el estudio de otros factores que regulan el crecimiento y desarrollo en
plantas, como son la reduccion de la concentracion de las hormonas reguladoras del
crecimiento, la modificacion de la presion del oxigeno y la disminucion de la temperatura,

son recomendados.



9. GLOSARIO

Abs : absorbancia

AlA : acido indolacético

ANDEVA : analisis de varianza

BAP : 6-Bencil-aminopurina

cm : centimetro

FR . luz roja-lejana

Fv/Fm : relacion Fluorescencia variable y maxima de la fluorescencia
mg : miligramo

mL > mililitro

Man : manitol

MS : medio Murashige and Skoog
m -s.n.m. : metros sobre el nivel del mar
mm : milimetro

N : coordenada norte

“N” . papel celofan naranjo

pA . poblacion Arctowski

pC : poblacion Conguillio

PSlI : fotosistema Il

R : Luz roja

“‘R” . papel celofan rojo

S : coordenada sur

Sac . Sacarosa

Sorb : Sorbitol

STS : Tiosulfato de plata

ML : Microlitro

pgmol m2 st : Micromoles por metro cuadrado por segundo

°C : Grados Celsius
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Figura 1. Esquema de las 4 etapas aplicadas en la conservacion in vitro de C. quitensis
poblaciones Arctowski (pA) y poblacion Conguillio (pC), de arriba abajo, las etapas son etapa 1,

2, 3y 4, respectivamente. Las casillas en color amarillo son consideradas controles.
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Figura 2. Efecto del uso de diferentes concentraciones de MS (100%, 50% y 25%) en plantas de
C. quitensis pC, después de 30 dias de cultivo. A, B, C: 100% de MS con 7, 9 y 12 explantes
respectivamente. D, E, F: 50% de MS con 7, 9 y 12 explantes respectivamente. G, H, |: 25% de

MS con 7, 9y 12 explantes respectivamente.
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Figura 3. Efecto del uso de diferentes concentraciones de MS (100%, 50% y 25%) en plantas de
C. quitensis pA, después de 30 dias de almacenamiento. A, B, C: 100% de MS con 7, 9y 12
explantes respectivamente. D, E, F: 50% de MS con 7, 9 y 12 explantes respectivamente. G, H,

I: 25% de MS con 7, 9 y 12 explantes respectivamente.
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