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RESUMEN

La conservacion in vitro constituye una herramienta esencial para la mantencion e
intercambio de recursos fitogenéticos a nivel mundial, ofreciendo una serie de
ventajas como condiciones asépticas, disminucién de costos por subcultivos y
material genético rapidamente disponible. Una alternativa de conservacion in vitro
es el método de crecimiento minimo, donde se busca disminuir la actividad
fisiolégica y metabdlica de los tejidos vegetales, modificando factores ambientales
y la composicion del medio de cultivo extendiendo los periodos entre subcultivos de
corto a mediano plazo. Colobanthus quitensis, planta nativa de la Antartica, es
considerada una especie modelo por su capacidad de adaptarse a condiciones
abioticas extremas, desplegando mecanismos de tolerancia especializados que
resultan interesantes para la ciencia. El objetivo de la investigacion fue generar un
protocolo para la conservacion in vitro de la especie, manipulando varios factores
ambientales y en el medio de cultivo; p.ej. nimero de explantes, reducciones
minerales, concentraciones del gelificante y adicion de otros compuestos, para
extender los periodos de subcultivo y obtener plantas en buen estado fisioldgico
para la coleccion activa de C. quitensis. Se utilizaron explantes in vitro de dos
poblaciones de C. quitensis, y se trabajé en etapas considerando los mejores
resultados para la siguiente a partir de evaluaciones morfo-fisiologicas. La reduccién
de sales minerales al 50%, 12 explantes por frasco, el uso de film como tipo de
sellado, la adicién de manitol al 4% como osmorregulador, ABA 0,5 mgL* como
inhibidor de crecimiento, STS 10uM como inhibidor de etileno y agar al 0,7% como
agente gelificante, lograron una extension del tiempo de subcultivo de 30 a 90 dias
facilitando la conservacion de C. quitensis con una Optima eficiencia fotosintética.
Estos resultados constituyen una herramienta para futuros estudios genéticos y
fisiol6gicos en respuesta a condiciones adversas y de aplicaciones biotecnoldgicas

en esta y otras especies.
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ABSTRACT

In vitro conservation is an essential tool for the maintenance and exchange of plant
genetic resources worldwide, offering a series of advantages such as aseptic
conditions, reduced costs for subcultures and rapidly available genetic material. One
alternative for in vitro conservation is the minimum growth method, which seeks to
reduce the physiological and metabolic activity of plant tissues, modifying
environmental factors and the composition of the culture medium, extending the
periods between subcultures from short to medium term. Colobanthus quitensis, a
plant native to Antarctica, is considered a model species for its ability to adapt to
extreme abiotic conditions, displaying specialized tolerance mechanisms that are
interesting for science. The objective of the research was to generate a protocol for
the in vitro conservation of the species, manipulating several environmental and
culture medium factors, for example: number of explants, mineral reductions,
concentrations of the gelling agent and addition of other compounds, to extend the
subculture periods and obtain plants in good physiological condition for the active
collection of C. quitensis. In vitro explants of two populations of C. quitensis were
used, and work was done in stages considering the best results for the next stage
based on morpho-physiological evaluations. The reduction of mineral salts to 50%,
12 explants per flask, the use of film or cellophane as sealing type, the addition of
4% mannitol as osmoregulator, ABA 0,5 mgL-1 as growth inhibitor, STS 10uM as
ethylene inhibitor and 0,7% agar as gelling agent, achieved an extension of the
subculture time from 30 to 90 days, facilitating the conservation of C. quitensis with
optimal photosynthetic efficiency. These results constitute a tool for future genetic
and physiological studies in response to adverse conditions and biotechnological

applications in this and other species.
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1. INTRODUCCION

La propagacion in vitro de material vegetal fue propuesta con el objetivo de mejorar
la productividad agricola de muchas especies a partir del mantenimiento de
diferentes especies y genes de interés, permite mantener un cultivo en condiciones
asépticas y en un ambiente controlado, y las plantas pueden estar rdpidamente
disponibles cuando se requiera (Garcia et al. 2007). Una de las desventajas de la
propagacion vegetal es el costo por la demanda de materiales y equipamiento
especializado, ademas de requerir mano de obra constante para los procesos de
subcultivo para evitar el envejecimiento vegetal (Suarez 2015). Una alternativa es
la conservacion in vitro mediante el método de crecimiento minimo, cuyo objetivo es
disminuir la actividad fisiol6gica y metabdlica de los tejidos vegetales, modificando
las condiciones de crecimiento y extendiendo el periodo entre subcultivos,
permitiendo a los explantes permanecer in vitro hasta por 12 meses, garantizando
la conservacion del patrimonio genético de las especies y sus poblaciones de corto
a mediano plazo (Smith 2012). Ademas, reduce el riesgo de perder germoplasma
por errores de manejo y disminuye el riesgo de inestabilidad genética debido a la
reduccion del numero de subcultivos economizando espacio de almacenamiento,
mano de obra y reduciendo costos (Benelli et al. 2022). Para lograr un crecimiento
minimo en cultivo in vitro se recurre a la modificacion de variables como, por
ejemplo, la reduccion en la concentracion de elementos minerales y/o carbohidratos
metabolizables en el medio de cultivo, el aumento de las concentraciones del
gelificante, el uso de osmorreguladores para aumentar el potencial osmaotico del
medio, afiadir reguladores de crecimiento u otras sustancias adicionales al medio
de cultivo para lograr un lento crecimiento vegetal (Garcia et al. 2007; Suarez 2015).
Al aplicar métodos como el crecimiento minimo, se puede prolongar la viabilidad y
estabilidad de las lineas genéticas almacenadas, lo que garantiza su disponibilidad
para futuros programas de mejora genética, investigacion cientifica, conservacion y
restauracion ambiental. Existen numerosos programas de conservacion de
germoplasma de distintas especies vegetales en todo el mundo, donde es crucial
desarrollar metodologias de recoleccion, conservacién y preservacion de las

especies vegetales (INIA 2022). La Antartida alberga una variedad Unica de plantas
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adaptadas a condiciones extremas de frio, viento y radiacion solar, sin embargo
actualmente no contamos con una coleccion activa de germoplasma. Estas plantas
pueden proporcionar informacion invaluable sobre como las plantas sobreviven y se
adaptan a condiciones ambientales extremas, su germoplasma podria contener
genes Unicos que podrian ser Utiles para para comprender mejor la biologia de la
plantas, los mecanismos de adaptacion al estrés ambiental como el frio, la sequia
o la salinidad del suelo para mejorar cultivos agricolas por ello es fundamental
preservar la biodiversidad Unica del continente antartico. Colobanthus quitensis
KUNTH Bartl., es la Unica planta dicotiledénea que vive de forma natural en la
Antartica y ademas posee una amplia distribucién por la cordillera de Los Andes
hasta el sur de México (Moore 1970). Dado su amplia distribucion y el aislamiento
en gque se han desarrollado las diversas poblaciones de esta especie es que se han
generado ecotipos adaptados a ambientes particulares (Gianoli et al. 2004; Sierra-
Almeida et al. 2007; Molina-Montenegro et al. 2012). Esta especie muestra una
considerable variabilidad genética y una amplia plasticidad fenotipica entre sus
poblaciones y sus diferentes localidades (Gianoli et al. 2004; Sierra-Almeida et al.
2007; Cuba-Diaz et al. 2017a); diferenciacion fenotipica que se mantiene incluso
después de propagarse en condiciones de jardin comun (Cuba-Diaz et al. 2017a).
Estas variaciones fenotipicas son atribuibles a la influenciada de factores
ambientales, pero recientemente se han recopilados antecedentes que permiten
relacionarlos con variabilidad genética (Androsiuk et al. 2015, Cuba-Diaz et al.
2017a, b; Koc et al. 2018; Biersman et al. 2020). Se han establecido dos ecotipos
para C. quitensis clasificandola entre poblaciones antarticas y poblaciones andinas
a través de diferentes estudios de adaptacién al frio, andlisis morfolégicos,
diversidad genética y analisis moleculares (Gianoli et al. 2004). Dentro de estos
ecotipos de se encuentran la poblacion Arctowski (pA) situada en la isla Rey Jorge
en la Antartica maritima y la poblacion Conguillio (pC) ubicada en el Parque
Nacional Conguillio en la Region de la Araucania de Chile. Ambas poblaciones
poseen una clara diferenciacion morfolégica entre ellas atribuida a la influencia de
factores ambientales y condiciones abi6ticas estresantes a lo largo de su

distribucion (Cuba-Diaz et al. 2017). Para resistir los cambios ambientales de sus
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respectivos sitios de origen, esta especie despliega una serie de mecanismos que
le permiten adaptarse a condiciones edafocliméaticas adversas. Se han descrito
mecanismos de tolerancia para esta especie relacionados con temperaturas
congelantes (Bravo et al. 2001, 2007; Bascuian-Godoy et al. 2006, 2012), altas
intensidades luminicas (Pérez-Torres et al. 2004), fuertes vientos y adaptacién al
cambio climético (S4ez et al. 2018), todo esto ha llevado a considerarla un excelente
candidato y planta modelo para diversos estudios de mecanismos de tolerancia a
condiciones adversas (Cuba-Diaz et al. 2017).

El objetivo de esta investigacién fue optimizar protocolos para la conservacion in
vitro de individuos de C. quitensis, con el fin de mantener un crecimiento minimo
adecuado de los explantes en condiciones fisicas y quimicas que permitan extender
al maximo el intervalo de subcultivos, evitando sintomas indeseables como el
amarillamiento y desarrollando plantas con un buen estado fisiologico para el
desarrollo de futuras investigaciones en el laboratorio de Biotecnologia y Estudios
Ambientales (LBEA). El uso de algunas de las variables antes mencionadas puede
ser una estrategia importante para controlar el crecimiento de C. quitensis. Para
esta investigacion se utilizaron explantes provenientes de plantulas previamente
establecidas en cultivo in vitro de dos poblaciones de C. quitensis, Arctowski (pA) y
Conguillio (pC). Se evaluaron variables morfolégicas vy fisiologicas en cada una de
las etapas como: largo foliar, longitud radicular, nimero de brotes y nimero de
apices florales, porcentaje de amarillamiento, porcentaje de supervivencia de los
explantes, actividad fotosintética y contenido relativo de agua de las plantulas. Esta
investigacion contribuye al cumplimiento de Los Objetivos de Desarrollo Sostenible
(ODS) de la Agenda 2030 de las Naciones Unidas.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1 Colobanthus quitensis, Clavelito antartico

Colobanthus quitensis (Kunth) Bartl., también llamada clavelito antartico es una
planta vascular de la familia Cariophyllaceae (Alberdi et al. 2004). Es la Unica
dicotiledénea que crece de forma natural en la Antartica y es una de las dos unicas
plantas vasculares nativas que habitan en estas condiciones ambientales extremas
(Zuniga et al. 2009). Esta especie tiene una amplia distribucion geogréfica, desde
México 17° N, hasta el norte de la peninsula Antartica 68 °S y desde los 0 hasta
4200 m.s.n.m. (Moore 1970; Greene y Holtom 1971; Lewis-Smith 2003; Convey et
al. 2011, Acufa-Rodriguez et al. 2017; Cuba-Diaz et al. 2017a; b) donde siempre
esta sometida a condiciones edafocliméaticas adversas como: vientos desecantes,
temperaturas congelantes, alta radiacion ultravioleta, baja disponibilidad de agua y
nutrientes, régimen de iluminacion estacional, entre otras (Convey 1996,
Chwedorzewska 2009). En Chile, ha sido descrita en varias provincias a lo largo de
la Cordillera de Los Andes y en O’Higgins (Moore 1970). En el norte esta localizada
tipicamente en vegas a altas latitudes a través de Los Andes chilenos (sobre los
2500 m.s.n.m.), pero muy cercano al nivel del mar en las latitudes mas polares
(Moore 1970, Lewis-Smith 2003). C. quitensis, es una planta perenne muy pequefa
con tallos simples o ramificados, crece en forma de cojin, semiesféricas o en forma
de esfera llegando a medir varios centimetros (Aubert et al. 2014). Estos cojines
compactados crecen de aproximadamente 10 cm de diametro y alcanzan una altura
minima de 1,5 cm y una altura maxima de 8 cm aproximadamente (Lewis-Smith
2003). Su anatomia foliar es tipica de xerdfitas con mesdfilos gruesos, estomas
pequefios y cuticulas cerosas. Consta de hojas lignificadas de hasta 225 mm de
espesor y alargadas que varian en forma y largo, ademas de un metabolismo
fotosintético, contribuyentes para una exitosa supervivencia en la Antartida
(Mantovani y Cardoso 2000). C. quitensis en condiciones naturales es capaz de
autofecundarse y reproducirse de manera vegetativa (Lewis-Smith 2003; Klagges
et al. 2013).
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La amplia distribucion latitudinal y altitudinal, la variabilidad climatica y geografica
ha permitido a esta especie desarrollar plasticidad fenotipica y una amplia
diferenciacion genética entre sus poblaciones a lo largo de su gradiente de
distribucién (Gianoli et al. 2004; Cuba-Diaz et al. 2017b) exhibiendo una variacion
morfolégica considerable dependiendo de sus habitats (Gianoli et al. 2004; Cho et
al. 2018). Es esta amplia diferenciacion morfoldgica, lo que sugiere formaciéon de
ecotipos en esta especie (Smith 2003; Gianoli et al. 2004; Cordero 2012) con
suficiente plasticidad para resistir los cambios ambientales, pero con suficiente
diferenciacion fenotipica para responder consistentemente a las condiciones
ambientales de sus respectivos sitios de origen (Molina-Montenegro et al. 2012).
Ademas, es capaz de ajustar su crecimiento y desempenio fotosintético en respuesta
a los efectos (aumento de temperatura y disponibilidad hidrica) del cambio climatico
en su habitat (Saez et al. 2018). Son todas estas caracteristicas que convierten a
C. quitensis en un excelente candidato para estudiar mecanismos de tolerancia a
las condiciones abidticas extremas y hace considerarla como una planta modelo
para estudios sobre mecanismos ecofisiolégicos y moleculares de adaptacion al
estrés (Cuba-Diaz et al. 2014). Se han establecido dos ecotipos para C. quitensis
clasificandola entre poblaciones antarticas (Base Arctowski, Bahia Almirantazgo,
Isla Rey Jorge/Shetland del Sur) y poblaciones andinas (Cerro la Parva/Region
Metropolitana, Chile) a través de diferentes estudios de adaptacion al frio,
caracteristicas morfolégicas, analisis de diversidad genética ITS y analisis
moleculares (Gianoli et al. 2004). Dentro de estos ecotipos de se encuentran la
poblacién Arctowski (pA) situada en la isla Rey Jorge/ islas Shetland del Sur en la
Antartica maritima cercana a la base polaca Henry Arctowski (62°09’'S; 58°28'W) y
la poblacion Conguillio (pC) ubicada en el Parque Nacional Conguillio en la Region
de la Araucania de Chile (38°36’S; 71°36'W). Ambas poblaciones con clara
diferenciaciéon morfolégica como en longitud y ancho de hoja, longitud de la raiz
principal y diametro de la corona (Cuba-Diaz et al. 2017), todos ellas atribuidos a la
respuesta influenciada por factores ambientales y las condiciones abibticas
estresantes que soportan en a lo largo de su distribucion (Haider et al. 2011). En el

laboratorio de Biotecnologia y Estudios Ambientales de la Universidad Concepcion
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campus Los Angeles, se encuentra una Coleccion Activa de Plantas Vasculares
Antérticas (CAPVA), con una amplia representacion de individuos de C. quitensis
de varias ubicaciones geogréficas, donde el material vegetal se mantiene en
condiciones de jardin comun e in vitro lo cual permite que este material vegetal y de
semillas esté disponible para diversas investigaciones (Cuba-Diaz et al. 2014;
Cuba-Diaz et al. 2020) como por ejemplo, para estudios de tolerancia iones cobre
(Marin 2015; Cuba-Diaz et al. 2017), estudios de tolerancia a salinidad (NaCl)
(Castel 2015; Klagges 2015; Arriagada 2017; Cuba-Diaz et al. 2017; Arroyo 2023),
estudios de la respuesta morfo-fisiolégica y metabdlica de C. quitensis frente a
cloruro de sodio, iones cobre y frio (Arriagada 2017), estudios de variabilidad
fenotipica y diferenciacion genética en poblaciones C. quitensis (Cuba-Diaz et al.
2017a) entre muchas otros, donde se ha evidenciado que sus poblaciones
presentan respuestas morfofisiologicas y bioquimicas diferentes. Algunas de ellas
ajustan su crecimiento sin efectos negativos mientras otras realizan ajustes en la
sintesis de compuestos compatibles como prolina o azlcares, o despliegan
mecanismos de detoxificacion celular por incremento de actividades enzimaticas
relacionadas con regulacion de los niveles de ROS (Castel 2015; Klagges 2015;
Cuba-Diaz et al. 2017; Arriagada 2017; Arroyo 2023).

2.2 Cultivo In Vitro

Los medios convencionales de propagacion tienen varios inconvenientes: en
semillas: resistencia en muchas plantas, pérdida de viabilidad después de cierto
periodo, mala germinacion en muchas plantas lefiosas; en plantulas: crecimiento
lento, ndamero limitado, baja supervivencia y ausencia de modo sexual de
reproduccion, entre otras (Visscher et al. 2022). Frente a esto existe un sistema
eficaz para la produccion de plantas a gran escala. El cultivo de tejidos vegetales
es una técnica biotecnolégica que comprende el mantenimiento de plantas o partes
de éstas en condiciones controladas, en ausencia de microorganismos asociados,
con nutricion heterotrofica y en recipientes de plastico o vidrio (Suarez 2015). El

cultivo de tejidos vegetales se ha convertido en una tecnologia importante y tiene
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aplicaciones mas amplias en diversos campos, como la producciéon de plantas a
gran escala y mejoramiento genético de plantas (la produccion de hibridos, plantas
libres de enfermedades) (Kumari et al. 2023). Ademéas de aplicaciones industriales
como la produccion de compuestos bioactivos, metabolitos secundarios,
cosmeéticos, biocombustibles, entre otros (Lakhera et al. 2018). El cultivo de tejidos
in vitro o los sistemas con condiciones ambientales controladas ofrecen magnificas
oportunidades para la produccion de poblaciones de élite genéticamente superiores
(Cruz-cruz et al. 2013; Thangavel et al. 2014). Esta técnica biotecnoldgica de cultivo
es posible debido a la totipotencialidad celular que se basa en que toda célula viva
e integra de una planta, sin importar el grado de especializaciéon alcanzado, es
capaz de regenerar una planta completa igual a la original (Sharry 2020). Se debe
considerar la composicion del medio de cultivo pues determina la respuesta
morfologica, estimula la diferenciacion y crecimiento de tejidos vegetales (Leva y
Rinaldi 2012). Un medio de cultivo contiene generalmente macro y micronutrientes,
vitaminas, aminoacidos, azucares, agentes reguladores del crecimiento y agua que
son esenciales para la planta (Isah 2015; Sharry 2020), la capacidad de
regeneracion de las plantas se puede ver afectada por la composicion del medio
basico (Sundararajan et al. 2017; Chimesa 2020; Gerdakaneh et al. 2020) asi como
el tipo de explante (Minutolo et al. 2020). Por lo tanto, la presencia, combinacion y
concentracion de estos multiples factores que definen el medio de cultivo dependera
de los objetivos de investigacion que se persigan. El cultivo in vitro como técnica de
propagacion de plantas, proporciona ciertas ventajas comparativas sobre las
técnicas tradicionales de propagacion a nivel macro, tales como mayores tasas de
multiplicacion en periodos de tiempo y espacios mas reducidos, la obtencién de
material libre de patégenos, obtencion de plantas con grados de uniformidad
genética y fenotipica, reduccion de costos y riesgos de pérdidas en el
almacenamiento de germoplasma (Mohan 2011; Suarez 2015). Cada especie
vegetal necesita un tipo diferente de medio de crecimiento y un protocolo especifico,
gue permita la produccion a gran escala de materiales libres de enfermedades y de
calidad superior. Segun los requisitos, los cultivos se pueden almacenar a corto,

mediano o largo plazo mediante subcultivos en varios medios de cultivo
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(Rajasekharan y Sahijram 2015; Vijayan et al. 2018). El uso de las técnicas varia en
funcion de la duracion y objetivo de almacenamiento, por lo tanto, las técnicas de
cultivo in vitro pueden usarse para la preservacion de especies de plantas
econémicamente importantes, asi como varias especies raras, en peligro y

amenazadas (Chandran et al. 2023).

2.3 Conservacion In Vitro

Uno de los problemas mas apremiantes de la biologia es la preservacion de la
diversidad genética de los organismos vivos. La biodiversidad de una un habitat
determinado puede verse afectado por varios factores tales como; el efecto del
cambio climatico, la destruccion de los ecosistemas naturales, los desastres
naturales, especies invasoras, entre otras. Diversos estudios sugieren que
alrededor del 20% de las plantas del mundo estan amenazadas de extincidon
(Johannes et al. 2019) por ello es muy importante las estrategias de conservacion
gue abarcan la proteccion, rescate, mantencion, estudio y uso sustentable del
patrimonio biologico y es vital para mantener la diversidad genética de especies de
un pais o regidn, asi como sus interacciones y los procesos evolutivos que las
originan (MINAGRI 2014). La conservacion genética es importante no sélo para los
cultivos econdmicamente importantes sino también para las plantas raras y en
peligro de extincidon. Su desaparicion puede afectar gravemente a otras especies,
provocando con ello un desequilibrio ecolégico. Los peligros conocidos de la erosion
genética de los recursos fitogenéticos han impulsado movimientos politicos y
cientificos en todo el mundo para conservar los recursos fitogenéticos durante los
tltimos 50 afios (Fu 2017). Las herramientas biotecnolégicas modernas se han
desarrollado como estrategias mas rapidas y eficaces para conservar los recursos
fitogenéticos (Nhut 2022). EI mantenimiento de plantas o partes de ellas, en
condiciones ambientales asépticas y adecuadas, se basa en la multiplicaciéon del
material sin perturbar su crecimiento, es decir, la transferencia sucesiva en un medio
fresco, mientras que el segundo se basa en la conservacion en condiciones de

crecimiento lento (Withers 1980; Engelmann 1991; Sarasan et al. 2006; Tokhtar et
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al. 2020). La conservacién in vitro constituye parte esencial de la estrategia general
de conservacion y el intercambio de recursos genéticos en todo el mundo (Garcia
et al. 2007; Corredoira et al. 2011; Ifeanyi et al. 2016). La conservacion del
germoplasma de una especie es prioridad para mantener la variabilidad genética
inter e intraespecifica, asi como la de sus accesiones. Las estrategias de
conservacion ex situ, en campo, presentan riesgo de pérdida por condiciones
climaticas adversas, ataque de agentes patdégenos, altos costos asociados al
manejo agronémico, preparacion de terreno, insumos y dificultad del manejo e
intercambio de material (Trujillo et al. 2019). No obstante, las técnicas de cultivo de
tejidos vegetales permiten mantener las plantulas en bancos de germoplasma in
vitro, libres de patégenos, en espacio reducido, a bajo costo y condiciones
controladas que facilitan el manejo a corto y largo plazo de material vegetal,
particularmente, de especies con propagacion vegetativa (Bonilla 2015) y facilita el
control de factores que afectan el crecimiento de cada especie.

El principal objetivo de los bancos de germoplasma in vitro es evitar la erosion
genética conservando la biodiversidad las especies vegetales que presentan
semillas botanicas de corta y poca viabilidad, cultivos de propagacion vegetativa o
clonal, o que son altamente heterocigéticos y requieren ser propagados
vegetativamente para conservar su integridad genética (Garcia et al. 2007) y
permite la gestion, la produccion a gran escala y el intercambio internacional de
colecciones de élite de germoplasma libre de enfermedades en una forma
genéticamente estable mediante cultivo de tejidos (Chandran et al. 2023).

Existen varios métodos de conservacion in vitro y se pueden agrupar por periodos
de tiempo: corto plazo, mediano plazo y largo plazo. La conservacion de corto a
mediano plazo (3-12 meses), generalmente se logra reduciendo el crecimiento de
los cultivos in vitro mediante la aplicacion de medios minimos y retardantes de
crecimiento o almacenamiento a bajas temperaturas, lo que resulta en intervalos
prolongados entre los subcultivos (Chauhan et al. 2019). Para la conservacion a
largo plazo de especies vegetales (>12 meses), cominmente se emplea la
criopreservacion (almacenamiento en nitrégeno liquido a -196°C) para conservar el

patrimonio genético de las especies y sus poblaciones (Corredoira et al. 2011;
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Bhojwani y Dantu 2013). Sin embargo, las principales dificultades asociadas a la
criopreservacion son el mantenimiento de los cultivos in vitro, ya que el
procedimiento es muy técnico y costoso, ya que implica una gran cantidad de
recursos y mano de obra (Pence 2011; Chauhan et al. 2019). Por lo tanto, el
almacenamiento in vitro de crecimiento lento permite una posible solucién para la
conservacion a medio y largo plazo de materiales vegetales en un espacio limitado
y también a costes reducidos. El uso de las técnicas varia en funcion de la especie,
la duracion y objetivo.

2.4 Métodos de crecimiento minimo In Vitro

El método de crecimiento minimo in vitro es un método de conservacion a corto o
mediano plazo. El método de crecimiento lento se considera el método de
conservacion a mediano plazo mas aceptado y recomendado, que restringe
directamente el crecimiento y desarrollo del tejido (Raghu et al. 2018). Los
procedimientos de crecimiento lento permiten la conservacion de plantas clonales
durante varios meses o0 afos (dependiendo de la especie) en condiciones asépticas,
lo que requiere transferencias sucesivas poco frecuentes de los cultivos (Chauhan
et al. 2019). Este método se basa en disminuir la actividad fisiolégica y metabdlica
de los tejidos vegetales, al modificar las condiciones de crecimiento para extender
el periodo entre subcultivos y mantener los explantes in vitro hasta 12 meses sin
afectar la viabilidad de los tejidos ni las tasas de crecimiento y desarrollo del material
una vez transferido a condiciones ideales de cultivo. Para ello se recurre a la
manipulacion de la composicion del medio de cultivo y/o la modificacion de las
condiciones de incubacion (Sharry 2020). Entre estos enfoques, se puede aumentar
el potencial osmético del medio mediante el uso de carbohidratos no
metabolizables, tales como el manitol, mayor concentracion de gelificantes y
adicion/supresion de reguladores de crecimiento, por lo anterior el explante absorbe
los nutrientes de manera lenta reduciendo el crecimiento (Sanchez-chiang y

Jiménez 2010; Engelmann 2011). Lo anterior combinado con otros factores fisicos
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de acuerdo con la especie como: intensidad luminica, disminuciéon en la
disponibilidad de oxigeno del recipiente y temperaturas relativamente bajas (<10°C),
disminuyen la velocidad de las reacciones internas de los tejidos vegetales, lo cual
conduce a los tejidos a un estado cercano al reposo total (Normah et al. 2011;
Suarez et al. 2011). Varios parametros influyen en la eficiencia de los
procedimientos de almacenamiento de crecimiento lento in vitro que incluyen la
seleccion de explantes, su estado quimico/fisioldgico durante el almacenamiento, el
tipo de recipiente de cultivo, su volumen, asi como el volumen de un medio de cultivo
utilizado para el almacenamiento (Niino y Arizaga 2015). Este procedimiento tiene
la ventaja de que garantiza la viabilidad de preservar el material en espacios
pequefos, protegido de la contaminacion y con mantenimiento minimo, siendo una
desventaja su alto costo econdmico (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).

2.5 Tipo de sellado del frasco de cultivo

Los tejidos vegetales cultivados in vitro producen compuestos gaseosos que
pueden acumularse en niveles elevados en sistemas de cultivo cerrados y
semicerrados. El microambiente gaseoso (Lambardi et al. 1997; Kumar et al. 1998)
y, en particular, el tipo de vaso cerrado puede afectar fuertemente la morfogénesis y
el crecimiento de los cultivos de plantas (Marino y Noferini 2013; Cati et al. 2014).
Para el desarrollo del cultivo in vitro es necesario garantizar tanto las condiciones
fisicas como quimicas para la proliferacién y buen desarrollo del cultivo. Dentro de
los parametros fisicos destacan la luz, la temperatura y el recipiente donde el cultivo
se desarrolla (Bhojwani y Dantu 2013). En el mercado se dispone de una amplia
variedad de recipientes para el desarrollo del cultivo de tejidos, desde frascos de
vidrio hasta recipientes de diferentes tipos de plasticos; ejemplo: policarbonato,
polipropileno y mas recientemente poliestireno. Generalmente, los mas usados son
frascos de vidrio de diferentes voliumenes y frascos plasticos "Magenta TM", el uso

de éstos incluye ademas los diferentes tipos de coberturas, que pueden incluir
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tapones de algoddn no absorbentes, tapones de espuma de ponganretano, tapones
de plastico, papel aluminio, tapas de acero inoxidable, y méas recientemente varios
tipos de tapas de plastico de polipropileno, PVC, formado por peliculas de
polietileno, etc. (Prakash et al. 2004). La seleccion del recipiente y la cobertura
adecuada dependen de muchos factores, donde destacan los fisicos y biol6gicos
tales como: la entrada de la luz adecuada para el desarrollo del cultivo, el
intercambio de gases y que impida la entrada de microorganismos potencialmente
contaminantes; los factores quimicos relacionados con la toxicidad que ciertos
materiales pueden producir al cultivo, fundamentalmente con reiterados usos y
esterilizaciones; y hasta los factores econdémicos relacionados con el alto costo de
algunos de estos recipientes y sus coberturas (Prakash et al. 2004). Es por todo lo
anterior que para fines de conservacién de germoplasma no soélo son importantes
los parametros como el estado metabdlico y fisioldgico del explante en el momento
del almacenamiento, sino también los tipos de recipientes que estamos utilizando y
su volumen, el cierre de los frascos, entre otros, tienen un papel importante en la

tasa de éxito del almacenamiento de crecimiento lento (Engelmann 2011).

2.6 Acido abscisico (ABA) como inhibidor de crecimiento

Los retardantes del crecimiento son compuestos quimicos naturales/sintéticos que
se pueden aplicar en el medio de cultivo para cambiar procesos vitales modificando
el equilibrio hormonal en una planta in vitro (Espindula et al. 2009). La adicion de
inhibidores del crecimiento en funcion de su concentracion, reducen el desarrollo
del cultivo in vitro ya que reducen el metabolismo celular (Sanchez-Chiang y
Jiménez 2010). Tales inhibidores incluyen acido abscisico (ABA), hidrazida maleica,
paclobutrazol y algunos otros (Sharma et al. 2012; Trejgell et al. 2015). El acido
abscisico es una hormona inhibidora que ayuda a las plantas a adaptarse al estrés.
Es uno de los inhibidores de crecimiento mas usado en condiciones in vitro, pues
limita la elongaciéon y division celular, y estimula el cierre estomatico, lo cual
disminuye la capacidad fotosintética y reduce el crecimiento vegetal (Barrueto y

Carvalho 2008; Bello-Bello et al. 2014). También mantiene el equilibrio hidrico, evita
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gue los embriones de semillas germinen e induce la senescencia foliar (Liang et al.
2014), la latencia de las semillas y los brotes (Kalra et al. 2018). EI ABA ha sido
propuesto para desempefiar un papel en la adaptacion a estreses abibticos
ambientales, como pueden ser la sequia y las bajas temperaturas (Azcon-Bieto y
Talon 2008; Zhao et al. 2016). En el endurecimiento de las plantas se exhibe un
aumento enddgeno de ABA, lo que implica que esta fitohormona esté posiblemente
asociada con el consiguiente aumento de la tolerancia a la congelacién, razon por
la cual el ABA ha sido empleado en mejoramiento, en la desecacién y en la
tolerancia a temperaturas bajas en muchas especies (Pimda y Bunnag 2010;
Bunnag y Khonkayan 2010). En condiciones in vitro inhibe la formacion de callos y
es utilizado para inducir la maduracion de embriones sométicos y la formacion de
organos de almacenamiento y dormancia como cormos y microtubérculos. (Suarez
y Otero 2016; Suarez et al. 2017; Carmona 2017). La adicion de ABA en el medio
de cultivo se aplico eficazmente para inhibir el crecimiento en Ipomea batatas, donde
se probaron concentraciones de 0.1, 1.0 y 2.0 mgL* de ABA obteniendo los mejores
resultados la adicién de 1.0 mgL? (Jarret y Gawel 1991) al igual que en Cedrela
odorata L. (Renau-Morata et al. 2006). Espinoza y colaboradores (2003),
conservaron cuatro cultivares de boniato durante un afio en medio de cultivo con
10.0 mg I-1 de ABA con altos porcentajes de supervivencia (= 85.5%) y recuperacion
(2 97.5%), entre los que se encontraba el cultivar ‘Cautillo’. Sin embargo, Arrigoni-
Blank et al. (2014), estudiando el efecto de concentraciones de ABA en varios
cultivares de boniato concluyeron que podrian conservarse durante 180 dias con
2.0 mg |-1 de ABA, con una supervivencia del 78%. En vainilla (Vanilla planifolia) se
probaron cuatro concentraciones 0, 1, 2y 3 mgL* de dos inhibidores del crecimiento
vegetal: acido abscisico (ABA) y paclobutrazol (PAC), los mejores resultados se
obtuvieron al utilizar ABA a 3 mgL™, los brotes mostraron valores menores en las
variables evaluadas: longitud de planta, numero de hojas y raices de los brotes
cultivados in vitro y un 90% de supervivencia (Bello-bello et al. 2015). Para la
conservacion y regeneracion in vitro de Laelia anceps Lindl, una orquidea, los
mejores resultados se observaron con la adiciéon de 0,5 mgL* de ABA al medio de

cultivo (Ramirez-Mosqueda 2019).
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2.7 Agente gelificante en el medio de cultivo

En el cultivo in vitro uno de los factores mas importantes que afectan las
caracteristicas quimicas y fisicas del medio, es el tipo y concentracion de gelificante
(Bhojwani y Dantu 2013). Entre ellos se encuentran el Agar Agar, Agarosa, Bacto
agar, Carregina, Alginato, Gelrite, Phitagel, Xantana, Goma Guar, entre otros. Los
agentes gelificantes hacen que el medio sea firme e influyen en las caracteristicas
de difusién de éste (Mohamed et al. 2021). Deben tener algunas propiedades
especiales para uso en medios de cultivo. Entre estos se encuentran que deben ser
inertes para no afectar el desarrollo de los explantes, soportar la esterilizacion por
el autoclave, debe ser liquido cuando el medio de cultivo este caliente para su
posterior dispensacion (Bhojwani y Dantu 2013). Ademas no debe reaccionar con
los compuestos del medio y debe solidificar el medio de cultivo a temperatura
ambiente (Sharry et al. 2020), ya que estos pueden afectar significativamente la
respuesta morfogenética, el crecimiento y el desarrollo del material vegetal cultivado
en tejidos (Das et al. 2015). Ademas, pueden contribuir a la aparicion de
hiperhidricidad también conocida como vitrificacion, que es una alteracion fisiologica
comun que hace que los brotes y las hojas se vuelvan quebradizos, con un aspecto
vidrioso (Amer y Omar 2019). El agente solidificante mas usado debido a su grado
de dureza es el agar, permite sostener los cultivos en su sitio y permite el flujo de
nutrientes del medio hacia los tejidos debido a su inactividad i6nica (Suarez 2020).
El agar es una mezcla de polisacaridos que se extraen de las paredes de las algas
rojas Pterocladia, Gelidiella (Mohamed et al. 2021) y su concentracion puede variar
entre 0.7 y 1.5%, lo que determina la dureza del medio (Bhojwani y Dantu 2013). La
consistencia del agar puede también influir en el crecimiento. Altas concentraciones
de agar provocan un medio duro. Si una concentracion baja de agar es empleada
(0.4%) o si el pH es bajo, el medio estara tan suave y no gelificara apropiadamente.
Si el medio es muy duro, el crecimiento de la planta sera reducido. Si es muy suave,
pueden resultar plantas hiperhidricas. Para gelificar apropiadamente, un medio con

0.6% de agar debe tener un pH por encima de 4.8 (Thorpe 2012). A medida que el

31



medio de cultivo es mas denso, el crecimiento del in6culo es mas lento, lo que unido
al incremento del potencial hidrico del medio reduce el crecimiento del cultivo; de
esta forma se extiende el periodo de subcultivo sin que afecte la viabilidad del
explante o su capacidad de reemprender el crecimiento una vez que éste se

devuelve a las condiciones de crecimiento normales (Sharry 2020).

2.8 Inhibidor de etileno, Tiosulfato de plata (STS)

Uno de los factores mas importantes en el entorno fisico-quimico del medio de
cultivo es el etileno, un gas sintetizado a partir del aminoacido metionina que se
produce en la mayoria de los tejidos vegetales de forma natural (Chae et al. 2012).
En condiciones naturales, el etileno regula la maduraciéon de los frutos y la
senescencia vegetal, la abscision de hojas y flores, la formacion de raices
adventicias y elimina la dormancia de semillas y yemas (Ortuiio et al. 2015).
Mientras que su acumulacién en el frasco durante el cultivo in vitro afecta el
crecimiento vegetal al producir amarillamiento y muerte de los explantes (Verdugo
y Riffo 2003; Suarez 2020). Para prevenir los dafios ocasionados por el etileno se
pueden emplear los inhibidores de su sintesis y/o de su accion (Cubillos et al. 2001).
La biosintesis de etileno se conoce como el ciclo de la metionina que se inicia
cuando la metionina se asocia a la adenosina conformando la S-adenosilmetionina
(AdoMet). Seguido de la conversion de este AdoMet en ACC (acido 1-
aminociclopropano-1carboxilico) el cual produce etileno con liberacion de CO»

(Jordan y Casaretto 2007). Los efectos beneficiosos de los inhibidores de etileno
sobre la organogénesis para la regeneracion de plantas se han informado
ampliamente (Hemadri et al. 2012). Inhibidores de la sintesis de etileno son el AVG
(aminoetoxivinilglicina) y el AOA (acido aminooxiacético) que bloquean la
conversion de AdoMet a ACC, mientras que el iébn Co*? bloquea la ACC-oxidasa.
Otros ejemplos son compuestos volatiles que compiten por el sitio del receptor de
etileno, anulando igualmente su accion en forma inespecifica y no bien determinada;
altos niveles de CO2 bajo condiciones de almacenamiento parece igualmente

reducir el nivel de etileno (Jordan y Casaretto 2007). Se ha evidenciado que el 4cido
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indolacético (AlIA) puede inducir la sintesis de etileno al promover la sintesis de
ACC-sintasa (Glick 2014). Al igual que el i6n plata (Ag+) que inhibe fuertemente la
accion de etileno, anulando sus efectos como se ha demostrado en la preservacion
de pétalos de varias especies florales. El tiosulfato de plata (STS) tiene amplia
aplicacion en productos de tipo comercial porque retarda los efectos deletéreos del
etileno en plantas florecidas (Cameron y Reid 1981; Cubillos et al. 2001). En
estudios realizados para la conservacion in vitro de Lippia filifolia (Verbenaceae) se
evaluaron los efectos de la inhibicion de la sintesis de etileno usando
concentraciones de 6, 12 y 18 uM. Se observo que independientemente de su
concentracion se obtuvo un retraso de la senescenciay la reduccion de la frecuencia
de subcultivos, contribuyendo a la conservacion del germoplasma de esta especie
siendo mas favorable la concentracion de STS mas alta (Pimenta et al. 2013). Chae
et al. (2012) evaluaron tres diferentes inhibidores de etileno en organogénesis de
los brotes de Gloxinia (Sinningia speciosa), donde la adicion de STS mejoro
significativamente la frecuencia de regeneracion dando mayor numero brotes y
mayor longitud de brotes por explante. El crecimiento de los brotes aumento con el
incremento de las concentraciones de STS de 3 hasta 15 uM, pero disminuyé la
cantidad de brotes a medida que aumentaban las concentraciones de 30 a 60 uM
de STS.

2.9 Antecedentes de la especie en estudio

La capacidad de C. quitensis de adaptarse a condiciones abidticas tan diversas,
hace considerarla como una planta modelo para estudios sobre mecanismos
ecofisiolégicos y moleculares de adaptacion al estrés (Cuba-Diaz et al. 2014). En el
laboratorio de Biotecnologia y estudios Ambientales (BEA) debido a la limitada
accesibilidad a sus habitats naturales, C. quitensis se propaga vegetativamente en
condiciones controladas y se realizan diferentes estudios como por ejemplo:
estudios de tolerancia iones cobre (Marin 2015; Cuba-Diaz et al. 2017) y salinidad
(NaCl) (Castel 2015; Klagges 2015; Arriagada 2017; Cuba-Diaz et al. 2017; Arroyo
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2023), estudios de la respuesta morfo-fisiologica y metabdlica de C. quitensis frente
a cloruro de sodio, iones cobre y frio (Arriagada 2017), estudios de variabilidad
fenotipica y diferenciacion genética en poblaciones C. quitensis (Cuba-Diaz et al.
2017a), entre muchos otros, por lo tanto, se debe garantizar un nimero de plantas
gue permitan desarrollar investigaciones. Entre los estudios realizados en la especie
en el laboratorio, se mencionan algunos como: mecanismos de tolerancia
(bioquimicos y morfo-fisiologicos) a diferentes concentraciones de iones de cobre
en respuesta a cloruro de sodio (Castel 2015; Klagges 2015; Arriagada 2017; Cuba-
Diaz et al. 2017c; Arroyo 2023), iones cobre (Marin 2015; Cuba-Diaz et al. 2017),
ensayos sobre la respuesta morfo-fisiolégica y metabdlica de C. quitensis frente a
cloruro de sodio, iones cobre y frio (Arriagada 2017); ensayos de variabilidad
fenotipica y diferenciacion genética entre poblaciones (Cuba-Diaz et al. 2017a),
entre otros. Se han establecido protocolos de propagacion en el banco de
germoplasma activo in vitro que permite contar con una coleccion de individuos de
diferentes poblaciones, permitiendo la propagacion masiva de plantas libres de
contaminacion por patégenos y disponibles rapidamente, estableciendo parametros
generales en el cultivo in vitro y optimizando algunos parametros criticos en la
propagacion relacionados con aspectos fisicos y quimicos para evitar efectos
negativos como el amarillamiento y muerte de explantes y mejorar el
condicionamiento de las nuevas plantulas, asi como la respuesta a diferentes
combinaciones hormonales (Cuba-Diaz et al. 2014). Acufia (2014), con el propdésito
de incrementar intercambio de gases para disminuir el amarillamiento de los brotes
evaluo el efecto de las condiciones de cultivo in vitro sobre el desarrollo de las
plantulas en tres poblaciones de C. quitensis, utilizando cobertura de los frascos con
doble capa de papel Kraft y doble capa de papel aluminio, donde este ultimo evitd
la pérdida de agua en el medio y en los tejidos, disminuyendo también el
amarillamiento de los brotes. Acufia (2014) ademas evaluo el uso Tiosulfato de plata
(STS) en medio MS a concentraciones de 0 uM (control), 1 uM, 10 uM y 30 uM,
donde la adicién de STS al medio estimulé la regeneracion de brotes y raices y la
concentracion de 10 uM inhibié en un 50% y un 25% el amarillamiento y la muerte

de explantes, respectivamente para todas las poblaciones. Como respuesta al
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medio de cultivo usé distintas concentraciones de hormonas reguladoras del
crecimiento vegetal como AIAy BAP a 1.0, 0.5y 0.25 mgL™ y kinetina a 2.0 mgL*,
y la exposicion a diferentes intensidades luminicas en tres poblaciones de C.
quitensis. En base a estas investigaciones se logré establecer un medio de cultivo
de propagacion mas eficiente para las poblaciones, que contenia AlA (0.25 mgL™)
+BAP (0.5 mgL?) y pH 5.7 con aplicaciéon de STS, diferenciando a la poblacién
pPAR (La Parva) con un medio que contenia Kinetina (2 mgL™?, pH 4.5) como
regulador de crecimiento. Por otro lado, Burgos (2020), con el fin de establecer
protocolos para la conservacion in vitro en condiciones de crecimiento minimo de
dos poblaciones de C. quitensis con 6ptimas condiciones fisiolégicas, se realizé una
investigacion de cuatro etapas: 1) Tipo de sellado del frasco 2) Numero de explantes
en combinacién con la concentracion de sales minerales en el medio basal 3) La
adicion de agentes osmorreguladores 4) Cobertura de frascos con papel celofan
como filtro de luz roja y naranja; donde la combinacion de factores que regulan el
crecimiento vegetativo y la fisiologia vegetal tuvieron un efecto positivo en la
disminucién de la longitud foliar y radicular, una disminucion en el porcentaje de
amarillamiento foliar y con una menor cantidad de brotes manteniendo la eficiencia
fotosintética en un rango Optimo para cultivo in vitro. Los mejores resultados se
obtuvieron al disminuir la concentracion del medio basal al 50% MS y 12 explantes
por frasco, con la adicion de sorbitol al 6% en pA'y sorbitol al 4% en pC. El contenido
de pigmentos fotosintéticos fue mayor y vari6 al usar filtros de color en comparacion
al no uso de ellos, siendo mejor usar papel celofan naranjo para pC y papel celofan
rojo para pA. Considerando los antecedentes de las investigaciones realizadas en
el laboratorio y con el fin de continuar con el trabajo de Burgos (2020),
establecimiento de un protocolo para la conservacién in vitro de C. quitensis en
condiciones de crecimiento minimo, es que en la presente investigacion se
consideraron algunos de sus mejores resultados como base para completar este
protocolo de conservacion para la especie abarcando todos los posibles factores
gue respondan al objetivo de lento crecimiento y establecer una 6éptima combinacion

eficiente de estos para conseguir extender en periodo de subcultivo de las plantas
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con el fin de desarrollar un completo protocolo de conservacion en crecimiento
minimo de la especie.
3. HIPOTESIS DE TRABAJO

El uso en conjunto de variables como reducciones de minerales, aumento de las
concentraciones del gelificante, adicion de osmorreguladores, uso de inhibidores de
crecimiento y de etileno en el medio de cultivo permiten un minimo crecimiento para

la conservacion in vitro a mediano plazo en Colobanthus quitensis (Kunth) Bartl.

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo General

-Establecer un protocolo para la conservacion in vitro en condiciones de crecimiento

minimo de C. quitensis (Kunth) Bartl. para la poblacion Arctowski y Conguillio.

4.2 Objetivos especificos

- Generar protocolos para la conservacion a mediano plazo del germoplasma in vitro

de dos poblaciones de C. quitensis bajo condiciones de crecimiento minimo.

- Evaluar las respuestas morfo-fisioldgicas para cada una de las modificaciones de

las condiciones de cultivo de C. quitensis.

-Establecer el tiempo de conservacién in vitro de C. quitensis en adecuadas

condiciones morfofisiolégicas para la especie.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Preparacién del Material vegetal

La propagacion del material vegetal previo a los experimentos se realizé con los
protocolos de propagacion y mantencion usados en el Laboratorio de Biotecnologia
y Estudios Ambientales de la Universidad de Concepcion Campus Los Angeles
(Acufa 2014; Cuba-Diaz et al. 2014). Como material vegetal se utilizaron plantulas
cultivadas in vitro de las poblaciones de Colobanthus quitensis, Arctowski (pA) y
Conguillio (pC), propagadas en frascos de vidrio de 250 mL con 25 mL de medio de
cultivo basal MS completo (Murashige y Skoog 1962) y con doble cobertura de papel
aluminio. El medio basal fue complementado con BAP (bencil-amino-purina) 0.5
mgL? y AIA (acido indol acético) 0,25 mgL™, sacarosa al 3% y agar al 0,7%, STS
10 uM a un pH 5.7. Los medios fueron esterilizados en autoclave a 121°C (Huxley®
HL-340) y 1 atm. de presion por 15 minutos. Posteriormente los explantes se
dispusieron en los frascos el medio de cultivo y se mantuvieron bajo condiciones de
camara de crecimiento a una temperatura de 20 + 2°C, con intensidad luminica entre
28-45 umol m? sy con fotoperiodo de 16/8 horas luz/oscuridad por un periodo de

tiempo de 30 dias.

5.2 Medio basal y numero de explantes para conservacion

Es necesario recordar que esta investigacion se realizé en dos partes por la gran
cantidad de factores evaluados que pueden incidir en el crecimiento y por el periodo
de tiempo necesario para evaluarlas. La primera parte fue desarrollada por Burgos
(2020), donde midieron los factores por etapas como: porcentaje de medio de cultivo
basal, uso de osmoregulador, densidad de explantes y calidad de luz, de las cuales
se seleccionaron los mejores resultados con un objetivo de crecimiento minimo. Por
lo tanto, para desarrollar esta segunda parte y para todas las etapas, se utilizé como
medio de cultivo base los mejores resultados de la primera parte descritos por

Burgos (2020) para conservacion de C. quitensis. El cual esta definido por 50% de
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MS (Murashige y Skoog 1967), hormonas reguladoras del crecimiento vegetal como
BAP 1 mgLty AIA 0,5 mgLt, manitol al 4%, agar al 0,7% y un pH final de 5,7 y con
una densidad de 12 explantes por frasco para ambas poblaciones de C. quitensis,
Arctowski (pA) y Conguillio (pC). Por lo tanto, de aqui en adelante para desarrollar
esta segunda parte, a este medio de conservacion se consideraron los mejores

resultados en cada una de las etapas.

5.3 Etapa 1. Uso distintos tipos de sellado del medio de cultivo en
combinacion con diferentes concentraciones de acido abscisico (ABA) como
inhibidor de crecimiento

Se evaluo en conjunto el uso de dos factores que pueden influir el desarrollo in vitro
de plantas: distintos tipos de sellado y el uso de diferentes concentraciones de acido
abscisico (ABA) como inhibidor de crecimiento y su efecto, en los explantes de
ambas poblaciones. Para definir el tipo de sellado que evite la contaminacion y la
deshidratacion de los explantes en el medio de cultivo, que permita un adecuado
intercambio gaseoso y evite la acumulacion de gases tOxicos que provocan
amarillamiento o muerte de plantulas, se consideraron diferentes tipos de sellado.
Se utilizd como base el medio de conservacion previamente descrito (Burgos 2020).
Se sellaron los frascos con 3 tipos de tapas: una doble tapa de polipropileno de 20
pm de espesor (Papel Celofan transparente), 4 tapas (capas) de polietileno (film
plastico transparente) y como control se usé doble tapa de aluminio. En combinacion
con las tapas se evaluaron tres concentraciones diferentes de ABA: 0.0 (control),
0.5y 1 mgL™). Para esta etapa se utiliz6 como base una concentracion de MS al 50
%, una densidad de explantes sera de 12 plantas por frasco y la adicion de manitol
al 4% (Burgos 2020). Se evaluaron 324 explantes por poblacién de C. quitensis y

se realizaron evaluaciones morfofisiologicas a los 90 dias.

5.4 Etapa 2. Uso de diferentes concentraciones de agente gelificante Agar en
el medio de cultivo con la adicion de diferentes concentraciones de Tiosulfato
de plata (STS) Inhibidor de etileno al medio de cultivo y su efecto sobre las

plantas de C. quitensis.
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Para esta etapa se consideré el mejor resultado de la etapa anterior y asi como en
la etapa 1 también se evalud el uso en conjunto de otros dos factores que pueden
influir el desarrollo in vitro de plantas. El uso de diferentes concentraciones de
agente gelificante Agar con la adicién de distintas concentraciones de STS al medio
de cultivo. Para el factor gelificante se usé agar al 0.7% (control), agar al 0.9 y al
1.0% como tratamientos y para evaluar el factor inhibidor de etileno se utiliz6 como
control 10 uM de STS, concentracion establecida para medios de propagacion de
la especie (Acufia 2014; Cuba-Diaz et al. 2014) y los tratamientos fueron de 0 uM y
30 uM de STS. Al finalizar el ensayo se evaluaron variables morfofisiologicas para
un total 324 explantes por poblacién de C. quitensis luego de 90 dias en camara de

crecimiento.

5.5 Evaluacién morfo-fisiolégica de los explantes

Se evaluo el desarrollo morfofisioldgico en cada etapa y para ambas poblaciones
cada 90 dias. Las variables a medir fueron largo foliar (mm), longitud de raiz (mm),
numero de brotes (unidad emergida), nimero de apices florales (unidad emergida).
Para la obtencion de los datos se extrajeron las plantas desde los frascos, se
dispusieron sobre papel absorbente para eliminar los restos del medio de cultivo. La
medicién del largo radicular se realizé extendiendo el tejido y midiendo desde la
division del tallo y el inicio de la raiz, y hasta el apice radicular mas largo. El largo
foliar fue medido desde la separacion entre el inicio de formacién de la raiz y el tallo,
y hasta el apice central de la planta. Para ambas mediciones se utilizé un pie de
metro digital marca Kamasa (KM-447). Para determinar actividad fotosintética se
determind por medio de un fluorbmetro portatii modelo Pocket PEA marca
Hansatech, que mide Fv/Fm (Fluorescencia variable/maxima). Las mediciones se
realizaron durante las primeras horas de la mafiana, luego de un periodo de
aclimatacion de las plantas en oscuridad (30 a 45 minutos), para garantizar que
todos los centros de reaccién del PSII estén abiertos utilizando cinco hojas al azar
plenamente desarrolladas de 6 plantas por cada tratamiento. En paralelo, se
contabilizé el numero de brotes y apices florales generados por cada explante

considerando la unidad emergida. El porcentaje de supervivencia se determind

39



como el numero de (plantas vivas/nimero de plantas totales) * 100. El porcentaje
de amarillamiento se obtuvo mediante método de observacion del tejido foliar segin
una escala de 0 a 100%, establecida por Arroyo 2023 proporcional a la cantidad de
hojas de la planta, siendo 0% ausencia de amarillamiento y 100% totalidad de
amarillamiento. Para determinar el contenido relativo de agua (CRA), se midio el
peso fresco (Pf) de los explantes en miligramos mediante una balanza analitica
(RADWAG AS 220/C/2). Para determinar peso seco (Ps) las muestras se dispusieron
en sobres de papel y se dejaron 4 dias en una estufa de secado a 37 + 0.2°C, con
el fin de deshidratar los explantes para determinar Ps. Con los datos anteriores se
determiné el CRA mediante la ecuacion CRA = (Pf - Ps) / Pf) * 100 y los resultados
fueron expresados en porcentajes, considerando un rango 20-40% como plantas
deshidratadas y entre 50-70% como plantas con contenido de agua normal en hojas.
Es importante mencionar que un minimo crecimiento de los explantes significa una
respuesta positiva frente a los tratamientos y un alto crecimiento una respuesta

negativa para los objetivos de conservacion in vitro.

5.6 Disefio experimental

En esta investigacion se utilizaron explantes provenientes de plantulas de dos
poblaciones de C. quitensis, previamente establecidas en cultivo in vitro y fue
desarrollada en dos etapas sucesivas seleccionando como base los mejores
resultados de la primera etapa para desarrollar la segunda. Para la etapa uno, se
evalud la interaccion de dos factores, tipo de sellado del frasco y diferentes
concentraciones de ABA y para la etapa dos, se evalu6 el efecto del aumento del
agente gelificante en el medio de cultivo y el uso de diferentes concentraciones de
STS. Los ensayos fueron completamente aleatorios considerando 3 réplicas por
cada tratamiento, utilizando una unidad muestral de 6 plantas por réplica. Para
evaluar las diferencias estadisticas para los factores y los niveles (tratamientos),
primeramente, se realiz6 un analisis de varianza factorial (ANOVA) por cada una de
las variables medidas y asi determinar si los factores y/o la interaccion entre ellos

es significativa segun una Prueba F (Pr(F)). Posteriormente se consideraron sélo
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aquellas variables que mostraron uno o dos valores significativos (p<0.05) para
aplicar pruebas de rango post hoc y determinar niveles de significancia entre las
medias de los tratamientos. Se realizaron pruebas de rango multiple Duncan
(a=0,05), utilizando el software STATISTICA (v12.0) y el software Sigma plot (v14.0)
para la elaboracion de los gréficos.

6. RESULTADOS

Una estrategia para la conservacion in vitro es el crecimiento lento, el cual tiene
como objetivo reducir la actividad fisiolégica y metabdlica de los tejidos vegetales
mediante la modificacion de factores ambientales y la composicion del medio de
cultivo, prolongando los intervalos entre subcultivos de corto a mediano plazo. Al
emplear esta estrategia un minimo crecimiento de los explantes significa una
respuesta positiva frente a los tratamientos evaluados y un mayor crecimiento
significa una respuesta no deseada para los objetivos de conservacion de C.
guitensis in vitro. Sin embargo, en esta investigacion se seleccionaron como
mejores resultados aquellos tratamientos que responden los objetivos de
conservacion para la especie. Para las variables morfologicas como: longitud foliar
y largo de raiz se consideraron como adecuados los valores medios. Para variables
fisiolégicas como: supervivencia, CRA y Fv/Fm se considerando adecuados los
valores altos y para otras variables como: porcentaje de amarillamiento, nUmero de
apices y numero de brotes se consideraron como adecuados los valeres menores.
Para evaluar las diferencias estadisticas frente a la combinacién de los factores y
los tratamientos, primeramente, se realizé un analisis de varianza de dos vias
(ANOVA) por cada una de las variables morfofisiolégicas medidas y asi determinar
si los factores y/o la interaccion entre ellos es significativa Pr(F). Luego de este
analisis previo y para presentar los resultados mas significativos, se consideraron
s6lo aquellas variables que mostraron significancia para dos factores y/o la
interaccién entre ellos (p<0.05) y se realizaron pruebas de rango post hoc y
determinar significancia entre las medias de los tratamientos de las variables
seleccionadas. Hay que mencionar, ademas, que se seleccioné el mejor

tratamiento de la primera etapa como medio base para desarrollar la segunda etapa.
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6.1 Etapa 1 pA: Evaluacion de distintos tipos de sellado y el uso de diferentes
concentraciones de &cido abscisico (ABA) en el desarrollo morfofisiolégico

de C. quitensis pAin vitro.

El analisis de varianza para pA arrojo valores significativos para algunas variables
respuesta para la combinacion de tapas y ABA y/o la interaccion de ambas. Se
escogieron las variables de largo foliar, porcentaje de amarillamiento, porcentaje de
supervivencia y Fu/Fm (Tabla 1) para determinar el mejor tratamiento que responda

a los objetivos de esta investigacion.

Tabla 1: Andlisis de varianza de dos vias con valores p de la combinacion de
factores tapa y ABA para variables morfofisiolégicas de C. quitensis poblacion

Arctowski (pA). El asterisco (*indica valores significativos(p<0.05).

Largo N° Apices Amarillamiento  Supervivencia
Pr(F) CRA (%) Largo Foliar  Radicula N° Brotes florales (%) (%) FviFm
Tapa <0,0001 ~ 0,0694 0,9638 0,1401 0 0,1883 0,9294 <0,0001 *
ABA 0.,9680 0,0037 * <0,0001 * 0,0023 ~ 0 =0,0001 ! 0,0098 ~ <0,0001 *
) 0,1298 0,1290 0 =0,0001 : 0,0073 © =0,0001 °

Tapa®ABA 0.,0840 0,0004

ANOVA FA ntenido relativo de agua [CRA), Fluoresce sintética de clorofila (Fv/Fm)

El uso de diferentes concentraciones de ABA en combinacion con los diferentes
tipos de tapas mostro diferencias en la longitud foliar de las plantulas en pA. Se
observaron diferencias significativas entre los tratamientos con tapa Aluminio y las
tapas con papel filmy papel celofan, evidenciando una menor longitud foliar en estos
dos ultimos; no obstante, entre las diferentes concentraciones de ABA para ambas
tapas no se observaron diferencias significativas para las concentraciones mas
bajas de ABA. Los valores medios de longitud foliar se observaron en los
tratamientos con tapa Celofan y tapa Film en combinacién con 1 mgLty 0, 0,5 mgL-

1 de ABA respectivamente (Fig. 1).
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Figura 1. Efecto del uso de distintos tipos de sellado del medio de cultivo (aluminio,
celofan y film) en combinacion con diferentes concentraciones de acido abscisico
(ABA) (0, 0,5y 1 mgLt) sobre el largo foliar de Colobanthus quitensis para la
poblacion Arctowski (pA) después de 90 dias de cultivo in vitro. Letras diferentes

indican diferencias significativas, ANOVA factorial, test Duncan (p<0,05), columnas

y barras representadas con la desviacion estandar (o).

El menor porcentaje de amarillamiento se obtuvo usando tapa Celofan sin la adicion
de ABA (< al 50%) a diferencia de los demas tratamientos cuyo porcentaje de
amarillamiento fue mayor (Fig. 2). El porcentaje de supervivencia de las plantulas
fue superior al 50% en la mayoria de los tratamientos. La mayor tasa de
supervivencia se observa en los tratamientos con 0,5 mgL* de ABA en todos los
tipos de tapas (Fig. 3) y los valores mas bajos se presentaron con el uso de Celofan
sin la adiciéon de ABA y tapa Film con adicién de 1 mgL* de ABA.
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Figura 2. Efecto del uso de distintos tipos de sellado del medio de cultivo (aluminio,
celofan y film) en combinacion con diferentes concentraciones de acido abscisico
(ABA) (0, 0,5y 1 mgL?) sobre el porcentaje de amarillamiento de Colobanthus
quitensis para la poblacion Arctowski (pA) después de 90 dias de cultivo in vitro.
Letras diferentes indican diferencias significativas, ANOVA factorial, test Duncan

(p=0,05), columnas y barras representadas con la desviacién estandar (o).
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Figura 3. Efecto del uso de distintos tipos de sellado del medio de cultivo (aluminio,
celofan y film) en combinacion con diferentes concentraciones de acido abscisico
(ABA) (0, 0,5 y 1 mgL?) sobre el porcentaje de supervivencia de Colobanthus
quitensis para la poblacién Arctowski (pA) después de 90 dias de cultivo in vitro.
Letras diferentes indican diferencias significativas, ANOVA factorial, test Duncan

(p=<0,05), columnas y barras representadas con la desviacion estandar (o).

La combinacién de ambos factores, tipo de tapas y ABA en todos los tratamientos
no tuvo efectos negativos sobre actividad fotosintética de las plantulas de C.
quitensis pA. La mayoria de los valores de F./Fm (Fluorescencia variable/maxima)
se encontraron en valores 6ptimos por sobre 0,7, a excepcion del tratamiento tapa
Aluminio y 0 mgL! de ABA, donde la capacidad fotosintética disminuyé

considerablemente (Fig. 4).
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Figura 4. Efecto del uso de distintos tipos de sellado del medio de cultivo (aluminio,
celofan y film) en combinacion con diferentes concentraciones de acido abscisico
(ABA) (0, 0,5y 1 mgL?) sobre el F/Fmde Colobanthus quitensis para la poblacién
Arctowski (pA) después de 90 dias de cultivo in vitro. Letras diferentes indican
diferencias significativas, ANOVA factorial, test Duncan (p<0,05), columnas y barras

representadas con la desviacion estandar (o).

6.2 Etapa 1 pC: Evaluacion de distintos tipos de sellado y el uso de diferentes
concentraciones de acido abscisico (ABA) en el desarrollo morfofisiolégico

de C. quitensis pC in vitro.

El andlisis de varianza para pC arrojé significancia para las variables
morfofisiologicas contenido relativo de agua (CRA), largo foliar, largo raiz, nimero

de brotes y porcentaje de amarillamiento (Tabla 2).

Tabla 2: Analisis de varianza de dos vias con valores p de la combinacion de
factores: tapa y ABA para variables morfofisiologicas de C. quitensis para la

poblacién Conguillio (pC). El asterisco (*) indica valores significativos (p<0.05).

Primera Etapa Pobl. Conguillio

CRA Largo N* Apices Amarillamientc  Supervivencia
Pr (F) (%) Largo Foliar Radicula N* Brotes florales (%) (%) Fw/Fm
Tapa 0,1333 <0,0001 ~ 0,2520 0,0241 * 0 <0,0001 © 05272 0,2556
ABA 0,0016 ~ <0,0001 ~ <0,0001 * 0,0006 ~ 0 <0,0001 © 0,0078 ~ 0,0016 ~
Tapa*ABA 0,0018 ° 0,0703 0,0199 * 0,0063 ° 0 <0,0001 ~ 0,5465 0.,0850
ANCOVA FACTORIAL p < 0,05*, Contenido relative de agua (CRA), Fluorescencia fotosintética de clorofila (Fuf/Fm).
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Todos los tratamientos presentaron un contenido relativo de agua (CRA%) entre 50-
70% considerado como contenido de agua normal en hojas, siendo la tapa Film el
gue evidenci6 valores de CRA% mayores al 70% en todos los tratamientos con ABA
(0, 0,5y 1 mgL?) (Fig.5).
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Figura 5. Efecto del uso de distintos tipos de sellado del medio de cultivo (aluminio,
celofan y film) en combinacion con diferentes concentraciones de acido abscisico
(ABA) (0, 0,5 y 1 mgL?) sobre el Contenido Relativo de Agua (CRA%) de
Colobanthus quitensis para la poblacién Conguillio (pC) después de 90 dias de
cultivo in vitro. Letras diferentes indican diferencias significativas, ANOVA factorial,

test Duncan (p<0,05), columnas y barras representadas con la desviacion estandar

(0).

El uso de diferentes concentraciones de ABA y tipos de tapas mostré diferencias en
la longitud foliar de las plantulas de la poblacion pC. Se observaron diferencias
significativas entre tipos de tapa, evidenciando una menor longitud foliar con tapa
Filmy Celoféan; no obstante, nuestro objetivo no son los valores mas pequefios, sino
valores medios observados en los tratamientos con 0 y 0,5 mgL* ABA para ambas
tapas (Film y Celofan), y en los tratamientos con 0 y 1 mgL* de ABA para tapa
Aluminio (Fig.6).
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Figura 6. Efecto del uso de distintos tipos de sellado del medio de cultivo (aluminio,
celofan y film) en combinacion con diferentes concentraciones de acido abscisico
(ABA) (0, 0,5y 1 mgLt) sobre el largo foliar de Colobanthus quitensis para la
poblacion Conguillio (pC) después de 90 dias de cultivo in vitro. Letras diferentes

indican diferencias significativas, ANOVA factorial, test Duncan (p<0,05), columnas

y barras representadas con la desviacion estandar (0).
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Figura 7. Efecto del uso de distintos tipos de sellado del medio de cultivo (aluminio,
celofan y film) en combinacion con diferentes concentraciones de acido abscisico
(ABA) (0, 0,5y 1 mgL?) sobre el largo raiz de Colobanthus quitensis para la
poblacién Conguillio (pC) después de 90 dias de cultivo in vitro. Letras diferentes
indican diferencias significativas, ANOVA factorial, test Duncan (p<0,05), columnas

y barras representadas con la desviacion estandar (o).

En el largo de raiz se puede apreciar una disminucién en la longitud de esta usando

ABA en todos los tipos de tapas. Sin embargo, los mejores resultados (los valores
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medios de raiz) se obtuvieron usando 0,5 mgL*de ABA (Fig.7). Los tratamientos que

contienen ABA (0,5 y 1 mgL?) presentaron un menor nimero de brotes (Fig. 8).
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Figura 8. Efecto del uso de distintos tipos de sellado del medio de cultivo (aluminio,
celofan y film) en combinacion con diferentes concentraciones de acido abscisico
(ABA) (0, 0,5y 1 mgL™) sobre el nimero de brotes de Colobanthus quitensis para
la poblacion Conguillio (pC) después de 90 dias de cultivo in vitro. Letras diferentes
indican diferencias significativas, ANOVA factorial, test Duncan (p<0,05), columnas

y barras representadas con la desviacion estandar (o).
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Figura 9. Efecto del uso de distintos tipos de sellado del medio de cultivo (aluminio,
celofan y film) en combinacion con diferentes concentraciones de acido abscisico
(ABA) (0, 0,5y 1 mgL?) sobre el porcentaje de amarillamiento de Colobanthus
guitensis para la poblacion Conguillio (pC) después de 90 dias de cultivo in vitro.
Letras diferentes indican diferencias significativas, ANOVA factorial, test Duncan

(p=0,05), columnas y barras representadas con la desviacion estandar (o).
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Se observa que el uso de 1 mgL? de ABA en conjunto con el uso de Aluminio
presenta un alto porcentaje de amarillamiento en pC en comparacién con los demas
tratamientos cuyos valores se encuentran bajo un 30% de amarillamiento. El uso de
distintos tipos de sellado del frasco de cultivo y de diferentes concentraciones de
ABA en el desarrollo morfofisiolégico de C. quitensis no afecté el desarrollo
vegetativo de las plantulas en ninguna de las poblaciones pA o pC. Los valores
medios para desarrollo de longitud foliar y radicular se obtuvieron principalmente
usando Celofan y/o Film en combinacion con la adicion de ABA al medio de cultivo.
Asi mismo estas combinaciones también presentan bajo desarrollo de brotes y
valores adecuados para variables fisiolégicas como CRA y FW/Fmen pA'y pC (ver
anexo). Sin embargo, se determina como mejor tratamiento el uso de ABA 0,5 mgL-

Len combinacién con tapa Film para la primera etapa porque su costo es menor.

6.3 Etapa 2 pA: Uso de diferentes concentraciones de agente gelificante Agar
con la adicion de diferentes concentraciones de Tiosulfato de plata (STS) y su

efecto sobre plantas de C. quitensis pA in vitro.

El analisis de varianza para pA arrojo valores de significancia para las variables

porcentaje de amarillamiento, porcentaje de supervivenciay Fv/Fm (Tabla 3).

Tabla 3: Analisis de varianza de dos vias con valores p de la combinacion de dos
factores: concentracion de agar y STS para variables morfofisiolégicas de C.
quitensis para la poblacién Arctowski (pA). El asterisco (*indica valores significativos
(p<0.05).

Segunda Etapa Pobl. Artowski

Largo N° Apices Amarillamiento  Supervivencia
Pr (F) CRA (%) Largo Foliar Radicula N° Brotes florales (%) (%) Fv/Fm
AGAR 0,1251 0,0110 = 0,6429 0,0739 0 <0,0001 * 0,0307 * 0,0407 *
STS 0,0174 * 0,6915 0,0223 * 0,0498 * 0 <0,0001 * 0,0053 * 00017 *

AGAR*STS 01156 0,2673 07718 0.2124 0 0,1444 0.6956 0,8290

ANOVA FACTORIAL p <0,05*, Contenido relativo de agua {CRA), Fluoresce

clorofila {Fv/Fm

El uso de diferentes concentraciones de agente gelificante agar en combinacion con

el uso de distintas concentraciones de STS en el medio de cultivo mostré diferencias
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significativas en el porcentaje de amarillamiento para las plantulas de pA,
evidenciando menor amarillamiento foliar al utilizar agar al 0,7% sin la adicion de
STS y al usar 10 yM de STS (Fig.10).

Agar 0,7% Agar 0,9% Agar 1%

50
- a
l
i‘:' 40 aTb be -
- bec b
S 30 c ] be 1 c 1
2 5 . I
] ~ T
T 204 d
L)
£ 1
< 40 &

0

0 10 30 0 10 30 0 10 30
STS (uM)

Figura 10. Efecto del uso de diferentes concentraciones de agente gelificante Agar
(0,7, 0,9y 1 %) en el medio de cultivo con la adicién de diferentes concentraciones
de Tiosulfato de plata (STS) (0 ,0,5y 10 yM) inhibidor de etileno al medio de cultivo
y su efecto sobre el porcentaje de amarillamiento de Colobanthus quitensis para la
poblacién Arctowski (pA) después de 90 dias de cultivo in vitro. Letras diferentes
indican diferencias significativas, ANOVA factorial, test Duncan (p<0,05), columnas

y barras representadas con la desviacion estandar (o).
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Figura 11. Efecto del uso de diferentes concentraciones de agente gelificante Agar
(0,7, 0,9y 1 %) en el medio de cultivo con la adicién de diferentes concentraciones
de Tiosulfato de plata (STS) (0,0,5 y 10 uM) como inhibidor de etileno al medio de
cultivo y su efecto sobre el porcentaje de supervivencia de Colobanthus quitensis

para la poblacion Arctowski (pA) después de 90 dias de cultivo in vitro. Letras
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diferentes indican diferencias significativas, ANOVA factorial, test Duncan (p<0,05),

columnas y barras representadas con la desviacidén estandar (o).

La mayor tasa de supervivencias de plantulas se evidencio con 0 y 10 uM de STS
usando agar al 0,7% (Fig. 11). El desempefio fotosintético se mantuvo en valores
optimos cercanos a 0.8 en todos los tratamientos para Fu/Fmen pA (Fig. 12).
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Figura 12. Efecto del uso de diferentes concentraciones de agente gelificante Agar
(0,7, 0,9y 1 %) en el medio de cultivo con la adicién de diferentes concentraciones
de Tiosulfato de plata (STS) (0,0,5 y 10 uM) como inhibidor de etileno al medio de
cultivo y su efecto sobre el F./Fn de Colobanthus quitensis para la poblacion
Arctowski (pA) después de 90 dias de cultivo in vitro. Letras diferentes indican
diferencias significativas, ANOVA factorial, test Duncan (p<0,05), columnas y barras

representadas con la desviacion estandar (o).

6.4 Etapa 2 pC: Uso de diferentes concentraciones de agente gelificante Agar
con la adicion de diferentes concentraciones de Tiosulfato de plata (STS) y su

efecto sobre las plantas de C. quitensis pC in vitro.

En la poblacién Conguillio (pC) el analisis de varianza arrojé valores significativos
para algunas variables en respuesta al uso de factor agar, factor STS y/o la
interaccibn de ambos (Tabla 4). Por lo tanto, se escogieron dos variables
morfoldgicas, largo foliar y porcentaje de amarillamiento como variables morfo-
fisiol6gicas, para ser evaluadas y elegir el mejor tratamiento que responda a los

objetivos de esta investigacion.
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Tabla 4: Andlisis de varianza de dos vias con valores p de la combinacion de
factores: concentracion de agar y STS para variables morfofisiolégicas de C.
quitensis para la poblacion Conguillio (pC). El asterisco (*indica valores significativos
(p<0.05).

Segunda Etapa Pobl. Conguillio

Largo Largo N° Apices Amarillamiento  Supervivencia
Pr(F) CRA (%) Foliar Radicula  N° Brotes  florales (%) (%) FviFm
AGAR 0,0112 ©  0,0002 * 0.7919 0,1659 0 <0,0001 * 0,5392 01722
STS 0,2206 0,9565 0.0743 0,1252 0 <0,0001 * 0,7257 0,0244 *
0,0539 0,0095 * 0,0478 *  0,5602 0 <0,0001 * 0,2104 0,6284
AL p = 0,05*, Contenido relativo de agua (CRA), Fluorescencia fotosintética de dorofila

Para el desarrollo foliar de pC a pesar de las diferencias significativas observadas
en esta variable al aplicar diferentes concentraciones de agar, los valores de largo
foliar no muestran deficiencias o son adecuados para los objetivos de la
investigacion donde Los valores medios para largo foliar se observaron en los
tratamientos que contenian agar al 0,7 y 1%, con 0 y 30 uM de STS respectivamente
(Fig.13).
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Figura 13. Efecto del uso de diferentes concentraciones de agente gelificante Agar
(0,7, 0,9y 1 %) en el medio de cultivo con la adicién de diferentes concentraciones
de Tiosulfato de plata (STS) (0,0,5 y 10 uM) como inhibidor de etileno al medio de
cultivo y su efecto sobre el largo foliar de Colobanthus quitensis para la poblacion

Arctowski (pC) después de 90 dias de cultivo in vitro. Letras diferentes indican
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diferencias significativas, ANOVA factorial, test Duncan (p<0,05), columnas y barras

representadas con la desviacion estandar (o).
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Figura 14. Efecto del uso de diferentes concentraciones de agente gelificante Agar
(0,7, 0,9y 1 %) en el medio de cultivo con la adiciéon de diferentes concentraciones
de Tiosulfato de plata (STS) (0, 10 y 30 uM) como inhibidor de etileno al medio de
cultivo y su efecto sobre el porcentaje de amarillamiento de Colobanthus quitensis
para la poblacion Arctowski (pC) después de 90 dias de cultivo in vitro. Letras
diferentes indican diferencias significativas, ANOVA factorial, test Duncan (p<0,05),

columnas y barras representadas con la desviacion estandar (o).

Los menores valores en el porcentaje de amarillamiento se observaron en los
tratamientos con 0,7 y 0,9% para todas las combinaciones de STS en el medio de
cultivo (Fig. 14). En la segunda etapa el uso de diferentes concentraciones de
agente gelificante Agar en combinacién con diferentes concentraciones de STS
como inhibidor de etileno al medio de cultivo fue favorable para mantener el
desarrollo morfofisioldgico de C. quitensis. Sin embargo, para pC y pA la variable
comun amarillamiento mostro menor porcentaje al usar agar 0,7% en combinacion
con las concentraciones mas bajas de STS (0,0 y 10 uM) con un buen desempefio
morfofisiologico (Fv/Fm). El mayor porcentaje de amarillamiento se obtuvo al usar 1%
de gelificante, incrementando el amarillamiento a medida que aumentaba la
concentracion de STS en el caso de pA. Por lo tanto usar agar 0,7% con 0,0 y 10
MM de STS son la mejor opcion, ya que ademas de tener bajo % de amarillamiento

SU UsSO no incurre en un mayor costo para la aplicacion de este método de
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conservacion (Ver figura 15 y 16). No obstante, se sugiere realizar un ensayo

complementario para definir cual concentracion de STS se recomienda usar ya que

amabas combinaciones también presentan bajo desarrollo de brotes y valores

adecuados para variables fisiolégicas como CRAy FJ/Fmen pAy pC (ver anexos).

Propagacién 30 dias
pA

Propagacion 90 dias
pA

- "“I 4

Figura 15: Comparacion fotografica de variables morfologicas en plantas de C.

quitensis poblacion Arctowski (pA) a los 30 dias en medio de propagacion vs a los

90 dias en medio de conservacion (protocolo completo).
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Propagacién 30 dias
pC

Propagacion 90 dias
pA

Figura 16: Comparacion fotografica de variables morfologicas en plantas de C.
quitensis poblacién Conguillio (pC) a los 30 dias en medio de propagacion vs a los

90 dias en medio de conservacion (protocolo completo).

7. Discusion

La conservacion in vitro no es eficiente cuando se dan altas tasas de crecimiento
por esto se han realizado investigaciones para lograr reducirlas evaluando los
factores que podrian influir en las caracteristicas del medio de cultivo para lograr un
crecimiento minimo de la especie de interés (Burgos 2020). Uno de los objetivos de
esta investigacion era evaluar varios factores que podrian incidir en la diminucion
de las tasas de crecimiento en C. quitensis sin altos costos de reproduccion. Por lo
tanto, debido a la cantidad de factores escogidos y por los periodo de tiempo que

se requerian para evaluar la respuesta de las plantas frente a cada factor o la
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combinacion de estos, fue necesario dividir la investigacion en dos partes y a su vez
en etapas donde cada una de estas etapas tuvo una duracion de 90 dias. La
primera parte de la investigacion fue desarrollada por Burgos (2020), donde los
factores evaluados fueron: (Etapa 1) Disminucién de la concentracion del medio
basal y densidad de explantes en el medio de cultivo, (Etapa 2) Adicién de agentes
osmo-reguladores (como azlcares o polioles en diferentes concentraciones al
medio de cultivo, (Etapa 3) Calidad de luz y cantidad de luz. La combinacion de los
estos factores que regulan el crecimiento vegetativo y la fisiologia vegetal tuvieron
un efecto positivo en la disminucion de crecimiento vegetal foliar y radicular, asi
como también una disminucion del amarillamiento con una eficiencia fotosintética
dentro del rango Optimo para cultivo in vitro. Los mejores resultados de las etapas
1y 2 (MS 50%, 12 explantes por frasco y manitol al 4%) se consideraron como
componentes base del medio de cultivo para desarrollar esta segunda parte de la

investigacion y seguir evaluando factores.

7.1 Etapa 1. Uso distintos tipos de sellado del medio de cultivo en
combinacion con diferentes concentraciones de acido abscisico (ABA) como

inhibidor de crecimiento y su efecto sobre las plantas de C. quitensis.

Para lograr un crecimiento lento en plantas in vitro se recurre al control de los
entornos fisicos y quimicos del entorno. Dentro de los factores que se pueden
modificar para conseguir un crecimiento reducido de los explantes encontramos el
uso de diferentes tipos de sellado del medio de cultivo y el uso de ABA para inhibir
el crecimiento del tejido vegetal. Al combinar estos dos factores luego de los 90 dias
en camara de crecimiento ambas poblaciones pA y pC no se vieron afectadas
negativamente y ambas poblaciones mantuvieron altos contenidos de humedad,
con valores por sobre el 80 % en la poblacion Arctowski (pA y valores mayores al
70% para poblacién Conguillio (pC). El largo foliar tuvo valores mas irregulares para
los tratamientos cuando se usO tapa de aluminio en ambas poblaciones. Sin
embargo, al usar tapa celofan o film el largo foliar tendi6é a disminuir a medida que
aumentaba la concentracion de ABA con respecto al control, mostrando valores

medios en los tratamientos con 0,5 mg L' de ABA en ambas tapas y en ambas
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poblaciones (pC y pA). Al incorporar ABA en el medio de cultivo se produjo una
reduccion del largo radicular también al aumentar la concentracion de ABA. Este
resultado es opuesto a lo observado en Solanum tuberosum (Lugo et al. 2009),
donde se evalud el efecto del intercambio gaseoso sobre el crecimiento de
vitroplantas de papa sometidas a tres condiciones de intercambio gaseoso: alto
(tapas de gasa), medio (tapa plastica) y bajo (tapa sellada con envoltura plastica)
sin la adicion de ningun tipo de regulador u inhibidor de crecimiento. Las plantas
tuvieron mayor desarrollo en condiciones de alto intercambio gaseoso,
posiblemente debido a que al incrementarse la concentracion de CO: se estimulé la
fotosintesis y con ello el crecimiento de las plantas; Por lo tanto, se sugiere que el
ABA si podria tener un efecto en la disminucion del largo foliar y radicular en esta
especie. El numero de brotes también disminuyé a medida que incrementé la
concentracion de ABA, produciéndose la mayor cantidad de brotes en el control con
doble tapa de aluminio sin ABA. Se ha reportado en varias especies el uso de ABA
en la conservacion in vitro, debido a su efecto como retardante del crecimiento
vegetal (Rai et al. 2011). Gopal et al. (2005) observaron que el crecimiento de
Solanum tuberosum in vitro se redujo al adicionar 2 mgL* de ABA, mientras que en
Garcinia mangostana al usar 1 mgL* de ABA redujo el crecimiento sin afectar la
supervivencia y el nimero de brotes (Keatmetha et al. 2006). Barrueto y Carvalho
(2008), al evaluar el efecto de ABA sobre la conservacion in vitro de la yuca (Manihot
esculenta Grantz), observaron que el numero y la longitud de los brotes se reducian
al usar concentraciones de 5y 8 mg L-1, sugiriendo que estas concentraciones son
adecuadas para la induccion in vitro de la dormancia de brotes para esta especie.
Otro estudio sugiere que, las altas concentraciones de ABA (3 mgL™) pueden llegar
a afectar la supervivencia, longitud de brotes y nUmero de brotes por explante, en
especies como Piper aduncum y Piper hispidinervum pero en una concentracion de
2 mgL* mantuvo 100% de supervivencia, lo que sugiere que esta concentracion es
adecuada para la induccion de la dormancia in vitro del género (Loureiro Da Silva y
Scherwinski-Pereira 2011). Similar a lo observado en ambas poblaciones
estudiadas con respecto al niumero de brotes el cual disminuy6 al usar ABA y al

aumentar su concentracion. El ABA tiene efecto sobre varios procesos fisiol6gicos
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de las plantas como es el cierre de estomas, coordinando la conductancia
estomatica y el agua disponible, evitando la pérdida de agua por transpiracion
(Helander y Cutler 2018), provocando el cierre de los estomas (Lim et al. 2015), lo
cual puede disminuir la capacidad fotosintética y la fijacion de carbono (Rai et al.
2011) lo que a su vez reduce el crecimiento vegetal. Ademas, participa en la
regulacion enddgena de la sintesis de auxinas, citoquininas y giberelinas (Swamy y
Smith 2005).

El porcentaje de amarillamiento fue mayor para pA en todos los tratamientos. Asi
mismo, pA presentd una menor supervivencia en comparacién con pC, donde la
supervivencia fue de sobre el 80%. Sin embargo, a pesar de que para pA el % de
amarillamiento fue superior al 40% en casi todos los tratamientos, el desempefio
fotosintético fue adecuado segun los valores de Fv/Fm (Ver figura 4). Estos
porcentajes de amarillamiento en ambas poblaciones podrian tener relacion con el
tipo de tapa utilizado y podria deberse a la acumulacién de compuestos gaseosos
perjudiciales para los tejidos vegetales in vitro dentro del frasco, por ejemplo, gas
etileno que en una alta concentracion pueden causar un aumento en el
amarillamiento de las plantas. Se ha reportado que el tipo de tapa del frasco de
cultivo afecta a la composicion gaseosa interna (Lentini et al. 1988) por ende, puede
afectar fuertemente la morfogénesis y el crecimiento de los cultivos vegetales
(Marino y Noferini 2013), asi como la fisiologia y morfologia de los brotes. El
intercambio gaseoso entre el interior y exterior del recipiente es limitado creando
algunas condiciones fisicas y quimicas que dificultan los procesos normales de
crecimiento (Bairu 2009), la diferenciacion y el envejecimiento de las plantas
cultivadas in vitro. Segun Marino y Noferini (2013) la acumulacién de etileno dentro
de los recipientes de cultivo afectd positivamente la proliferaciéon de brotes y el
aumento de peso en Prunus armeniaca L. en tres cultivares de damasco, San
Castrense, Boreale y Vitillo, sin afectar negativamente el enraizamiento posterior,
mientras que tuvo efectos totalmente opuestos sobre la regeneracion de las hojas
de Pyrus communis L. (menor regeneracion) y Cydonia oblonga Mill. (mayor
regeneracion) (Marino et al. 2008). Sin embargo, segun la literatura los efectos que

la acumulacion de etileno provoca en el crecimiento vegetal depende de la especie,

58



pudiendo actuar como inhibidor o promotor (Biddington 1992), ya sea estimulando
el crecimiento, la regeneracion (Van Dijk et al. 1988) y el enraizamiento (Marino y
Ventura 1997) o provocando efectos no deseados en cultivo in vitro como
hiperhidricidad (Park et al. 2004), inhibicion de la morfogénesis, disminucion del
namero de brotes (George 1993) o signos indeseados como amarillamiento del
tejido. Es por ello que es necesario incorporar en el medio de cultivo algun inhibidor
de etileno que permita disminuir los sintomas de estrés vegetal (amarillamiento) en
ambas poblaciones. Por consiguiente, los tratamientos que mostraron valores
medios para las variables morfolégicas y valores adecuados para las variables
fisiologicas para esta primera etapa fueron tapa de papel film més la adicién de 0.5
mg L-t ABA.

7.2 Etapa 2. Uso de diferentes concentraciones de agente gelificante Agar en
el medio de cultivo con la adicién de diferentes concentraciones de Tiosulfato
de plata (STS) Inhibidor de etileno al medio de cultivo y su efecto sobre las

plantas de C. quitensis.

Luego de los 90 dias en camara de crecimiento ambas poblaciones pA 'y pC no se
vieron afectadas negativamente frente al uso de diferentes concentraciones de agar
en combinacion con la incorporacion de tiosulfato de plata como inhibidor de etileno
en el medio de cultivo. Después de 90 dias de cultivo in vitro en ambas poblaciones
no se observaron mayores diferencias entre los tratamientos de 0,7,0,9 y 1% sin la
adicion de STS donde las variables como largo foliar y largo de raiz mantuvieron
longitudes similares. Se logré observar una disminucién promedio de 1 a 2 mm en
todos los tratamientos con respecto a la etapa anterior (Ver anexos, imagen 1y 2).
No obstante, al agregar STS la respuesta morfolégica de las plantas vario en el
tratamiento con agar al 1% con 10uM de STS, donde el largo foliar y de raiz
disminuyé mucho mas. Cabe recalcar que los valores adecuados elegidos para las
variables morfologicas y para conservacion de esta especie son los valores medios,
ya que valores muy bajos pueden no ser suficientes para la supervivencia en

condiciones de crecimiento minimo. Los valores medios para todas las variables se
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presentaron en las concentraciones de agar 0,7 y 0,9%. La literatura plantea que el
tipo y la concentracion del agente gelificante afecta significativamente la respuesta
del material vegetal in vitro (Tsay et al. 2006). Estas afecciones estan relacionadas
con las alteraciones producidas por el agente gelificante sobre la disponibilidad de
agua en el medio de cultivo (lvanova y van Staden, 2011). Ghashghaei et al. (1991)
y Beruto et al. (1999a) sefalan que el agar es el responsable del componente
matrico del potencial hidrico del medio de cultivo y genera una fuerza del gel que
sera diferente debido a sus propiedades fisicoquimicas, esta fuerza influye en la
liberacion de agua, limita la movilidad de los solutos en el medio e influyen en el
crecimiento de los tejidos in vitro (Veitia et al. 2012). En este caso, al comparar los
tratamientos que contenian solo agar en concentraciones de 0,7, 0,9y 1,0% no se
evidencio una respuesta diferencial de las plantas en ambas poblaciones. No
obstante, la concentracion de gelificante escogida es de 0,7%. Debido a sus
propiedades fisico-quimicas, el agar es el agente gelificante mas utilizado en el
cultivo de microorganismos y plantas (Amer 1982; Dobranski et al. 2011; Montilla-
Escudero et al. 2011), pero es el componente mas caro en la preparaciéon del medio
de cultivo (Babbar et al. 2005), ya que incrementa en un 70% el costo total del medio
(Prakash 1993 citado por Mohamed et al. 2010). Por lo tanto, al usar una
concentracion mayor a 0,7% incurrird en un gasto innecesario ya que no se
evidencia un efecto significativo sobre el crecimiento minimo en ambas poblaciones.
La adicion de STS en general provocO una disminucion del porcentaje de
amarillamiento, sin embargo, los valores medios se observaron con las
concentraciones 0 y 10 yM en agar 0,7%. Para la supervivencia y para el
rendimiento fotosintético todos los tratamientos mostraron valores adecuados para
la especie. Segun la literatura el STS se ha utilizado para mejorar la organogénesis
foliar (Chae et al. 2012) y para el control de enraizamiento y la formacion de nuevos
brotes in vitro (Steinitz et al. 2010). En estudios realizados para la conservacion in
vitro de Lippia filifolia (Verbenaceae) se evalué el STS y su efecto sobre la inhibicion
de la sintesis de etileno y se observo que el tiosulfato de plata junto a otros
inhibidores, tuvieron efectos protectores sobre el estrés oxidativo en tejidos

cultivados in vitro (Pimenta et al. 2013). En estudios previos del LBEA realizados
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por Acufia (2014) y para optimizar algunos paradmetros criticos en la propagacion in
vitro de C. quitensis como el amarillamiento, se probaron distintas concentraciones
de STS 0 pM (control), 1 uM, 10 uM y 30 M en el medio de cultivo, donde STS a
10 yM mostré un menor porcentaje de amarillamiento foliar y muerte de plantulas,

junto a una mayor regeneracion de brotes y raices.

Segun la literatura la incorporacion del STS al medio de cultivo resulta efectiva para
la disminucién de sintomas de amarillamiento probablemente causados por la
acumulacién de etileno en el frasco. Pero en esta ocasion se requiere un nuevo
andlisis para definir si la incorporacién o no del tiosulfato de plata tiene alguna
incidencia sobre los sintomas de estrés vegetal para la especie en método de
crecimiento minimo in vitro, pudiendo evaluar otras concentraciones de STS en
combinacion con ABA para evaluar si a interaccion de estos influye en el
amarillamiento. Junto a lo anterior, es necesario evaluar el tiempo maximo en que
pueden permanecer los explantes en crecimiento minimo in vitro al usar todos los
factores evaluados (etapa final), debido a que la combinaciéon de los mejores
resultados de todas las etapas podria extender por mas de 90 dias el periodo de
tiempo en que los explantes mantengan su actividad fisiologica y metabdlica al

minimo reduciendo su crecimiento sin sintomas de estrés vegetal.

8. CONCLUSIONES

La adicion de acido abscisico (ABA) en una concentracion de 0.5 mg L-* en el medio
de cultivo retarda significativamente el crecimiento in vitro de C. quitensis en las
poblaciones Arctowski y Conguillio, observandose una reduccion del largo foliar,
largo de raiz y del nimero de brotes en presencia de todos los tipos de tapas, pero
mas significativamente al usar tapa de papel film. Esta combinacién de variables
permiti6 un buen desempefio fotosintético en las plantas, sin mostrar incidencia

sobre el numero de apices foliares.

- No se evidencio un efecto significativo en el crecimiento minimo de las plantas

para ambas poblaciones al aumentar las concentraciones de agar. Por lo tanto, se
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recomienda usar agar 0,7% por ser la concentracion mas baja y econémica usada

en el laboratorio

- La adicion de STS podria haber influido en la disminucién del porcentaje de
amarillamiento con respecto a la etapa anterior sobre todo en la poblacion
Arctowski, donde el porcentaje de amarillamiento en la primera etapa fue sobre el
50%. De todas formas, el menor porcentaje de amarillamiento se observé en las
concentraciones de 0 y 10 uM para ambas poblaciones. Pero son necesarios mas
analisis para evaluar la incorporaciéon del tiosulfato de plata y su efecto sobre los
sintomas de estrés vegetal para la especie en método de crecimiento minimo in

Vitro.

El crecimiento minimo in vitro representa una solucion para el almacenamiento del
material vegetal de mediano a largo plazo en un espacio limitado y a costos
reducidos. Ademas, la aplicacion de este tipo de método de cultivo de tejidos
permite la conservacion de plantas clonales durante varios meses 0 afos
(dependiendo de la especie) en condiciones asépticas, lo que requiere subcultivos
poco frecuentes. Por lo tanto y en cuanto a los resultados obtenidos en esta
investigacion se cumplen los objetivos planteados de establecer un completo
protocolo para la conservacion in vitro en condiciones de crecimiento minimo para
C. quitensis (Kunth) Bartl con un buen desarrollo morfofisiolégico de las plantas y
con una extension del tiempo de subcultivo de 30 a 90 dias y con una Optima
eficiencia fotosintética. La aplicacion de este protocolo de conservacion para C.
quitensis facilita el mantenimiento de plantulas con costos reducidos, ademas de
propiciar el desarrollo de todo tipo de investigaciones evitando la recoleccién
excesiva de material vegetal en su habitat natural; por lo que representa una

herramienta de alto valor cientifico.
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Los anexos a continuacién muestran los graficos de las variables no significativas
segun ANOVA FACTORIAL (Ver tablas 1 de resultados)
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ANEXO 1. Efecto del uso de distintos tipos de sellado del medio de cultivo (aluminio,
celofan y film) en combinacion con diferentes concentraciones de acido abscisico
(ABA) (0, 0,5 y 1 mgL™?) sobre el largo de raiz de Colobanthus quitensis para la
poblacién Arctowski (pA) después de 90 dias de cultivo in vitro. Letras diferentes
indican diferencias significativas, ANOVA factorial, test Duncan (p<0,05), columnas

y barras representadas con la desviacion estandar (o).
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ANEXO 2. Efecto del uso de distintos tipos de sellado del medio de cultivo (aluminio,
celofan y film) en combinacion con diferentes concentraciones de acido abscisico
(ABA) (0,0,5y 1 mg L) sobre el Contenido Relativo de Agua (CRA) de Colobanthus

guitensis para la poblacion Conguillio (pA) después de 90 dias de cultivo in vitro.
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Letras diferentes indican diferencias significativas, ANOVA factorial, test Duncan

(p=0,05), columnas y barras representadas con la desviacién estandar (o).
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ANEXO 3. Efecto del uso de distintos tipos de sellado del medio de cultivo (aluminio,
celofan y film) en combinacion con diferentes concentraciones de acido abscisico
(ABA) (0, 0,5y 1 mg L) sobre el numero de brotes de Colobanthus quitensis para
la poblacion Conguillio (pA) después de 90 dias de cultivo in vitro. Letras diferentes
indican diferencias significativas, ANOVA factorial, test Duncan (p<0,05), columnas

y barras representadas con la desviacion estandar (o).

Los anexos a continuacion muestran los graficos de las variables no significativas
segun ANOVA FACTORIAL (Ver tablas 2 de resultados).
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ANEXO 4. Efecto del uso de distintos tipos de sellado del medio de cultivo (aluminio,

celofan y film) en combinacion con diferentes concentraciones de acido abscisico
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(ABA) (0, 0,5y 1 mg L) sobre el porcentaje de supervivencia de Colobanthus
quitensis para la poblacion Arctowski (pC) después de 90 dias de cultivo in vitro.
Letras diferentes indican diferencias significativas, ANOVA factorial, test Duncan

(p=<0,05), columnas y barras representadas con la desviacién estandar (o).
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ANEXO 5. Efecto del uso de distintos tipos de sellado del medio de cultivo (aluminio,
celofan y film) en combinacion con diferentes concentraciones de acido abscisico
(ABA) (0, 0,5y 1 mg L*) sobre el FW/Fn de Colobanthus quitensis para la poblacién
Arctowski (pC) después de 90 dias de cultivo in vitro. Letras diferentes indican
diferencias significativas, ANOVA factorial, test Duncan (p<0,05), columnas y barras

representadas con la desviacion estandar (o).

Los anexos a continuacion muestran los graficos de las variables no significativas
segun ANOVA FACTORIAL (Ver tablas 3 de resultados)
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ANEXO 6. Efecto del uso de diferentes concentraciones de agente gelificante Agar
(0,7, 0,9y 1 %) en el medio de cultivo con la adicién de diferentes concentraciones
de Tiosulfato de plata (STS) (0 ,0,5y 10 yM) inhibidor de etileno al medio de cultivo
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y su efecto sobre el contenido relativo de agua de Colobanthus quitensis para la
poblacion Arctowski (pA) después de 90 dias de cultivo in vitro. Letras diferentes

indican diferencias significativas, ANOVA factorial, test Duncan (p<0,05), columnas

y barras representadas con la desviacion estandar (0).
Agar 0,7% Agar 0,9% Agar 1%
14
- 1= a ab
E 10 a T ] ab 3 a ab
: 0 o |0 o]
. R l
5. |
pid
0
0 10 30 0 10 30 0 10 30
5TS (M)

ANEXO 7. Efecto del uso de diferentes concentraciones de agente gelificante Agar
(0,7, 0,9y 1 %) en el medio de cultivo con la adicién de diferentes concentraciones
de Tiosulfato de plata (STS) (0,0,5y 10 yuM) como inhibidor de etileno al medio de
cultivo y su efecto sobre el largo foliar de Colobanthus quitensis para la poblacion
Arctowski (pA) después de 90 dias de cultivo in vitro. Letras diferentes indican
diferencias significativas, ANOVA factorial, test Duncan (p<0,05), columnas y barras

representadas con la desviacion estandar (o).
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ANEXO 8. Efecto del uso de diferentes concentraciones de agente gelificante
Agar(0,7, 0,9 y 1 %) en el medio de cultivo con la adicion de diferentes
concentraciones de Tiosulfato de plata (STS) (0 ,0,5 y 10 uM) como inhibidor de

etileno al medio de cultivo y su efecto sobre el largo de raiz de Colobanthus quitensis
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para la poblacién Arctowski (pA) después de 90 dias de cultivo in vitro. Letras
diferentes indican diferencias significativas, ANOVA factorial, test Duncan (p<0,05),
columnas y barras representadas con la desviacién estandar (o).
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ANEXO 9. Efecto del uso de diferentes concentraciones de agente gelificante
Agar(0,7, 0,9 vy 1 %) en el medio de cultivo con la adicion de diferentes
concentraciones de Tiosulfato de plata (STS) (0 ,0,5 y 10 uM) como inhibidor de
etileno al medio de cultivo y su efecto sobre el nUmero de brotes de Colobanthus
guitensis para la poblacion Arctowski (pA) después de 90 dias de cultivo in vitro.
Letras diferentes indican diferencias significativas, ANOVA factorial, test Duncan

(p=<0,05), columnas y barras representadas con la desviacion estandar (o).

Los anexos a continuacion muestran los graficos de las variables no significativas
segun ANOVA FACTORIAL (Ver tablas 4 de resultados).
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ANEXO 10. Efecto del uso de diferentes concentraciones de agente gelificante Agar
(0,7, 0,9y 1 %) en el medio de cultivo con la adicién de diferentes concentraciones
de Tiosulfato de plata (STS) (0,0,5 y 10 uM) como inhibidor de etileno al medio de
cultivo y su efecto sobre el contenido relativo de agua de Colobanthus quitensis para
la poblacion Arctowski (pC) después de 90 dias de cultivo in vitro. Letras diferentes
indican diferencias significativas, ANOVA factorial, test Duncan (p<0,05), columnas

y barras representadas con la desviacion estandar (o).
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ANEXO 11. Efecto del uso de diferentes concentraciones de agente gelificante
Agar(0,7, 0,9 y 1 %) en el medio de cultivo con la adicion de diferentes
concentraciones de Tiosulfato de plata (STS) (0 ,0,5 y 10 yuM) como inhibidor de
etileno al medio de cultivo y su efecto sobre el nimero de brotes de Colobanthus
guitensis para la poblacion Arctowski (pC) después de 90 dias de cultivo in vitro.
Letras diferentes indican diferencias significativas, ANOVA factorial, test Duncan

(p=<0,05), columnas y barras representadas con la desviacion estandar (o).
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ANEXO 12. Efecto del uso de diferentes concentraciones de agente gelificante Agar
(0,7, 0,9y 1 %) en el medio de cultivo con la adicién de diferentes concentraciones
de Tiosulfato de plata (STS) (0,0,5 y 10 uM) como inhibidor de etileno al medio de
cultivo y su efecto sobre el porcentaje de supervivencia de Colobanthus quitensis
para la poblacion Arctowski (pC) después de 90 dias de cultivo in vitro. Letras
diferentes indican diferencias significativas, ANOVA factorial, test Duncan (p<0,05),

columnas y barras representadas con la desviacion estandar (o).
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Anexo 13. Efecto del uso de diferentes concentraciones de agente gelificante Agar
(0,7, 0,9y 1 %) en el medio de cultivo con la adicién de diferentes concentraciones
de Tiosulfato de plata (STS) (0,0,5 y 10 uM) como inhibidor de etileno al medio de
cultivo y su efecto sobre el largo de raiz de Colobanthus quitensis para la poblacion
Arctowski (pC) después de 90 dias de cultivo in vitro. Letras diferentes indican
diferencias significativas, ANOVA factorial, test Duncan (p<0,05), columnas y barras

representadas con la desviacion estandar (o).
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Cuestionario de auto reporte sobre contribuciones primarias y secundarias a los

Objetivos de Desarrollo Sostenible, organizados por categorias.

Bloques

Objetivos

10

20

Personas

1. Poner fin a la pobreza en todas sus formas y en el

mundo.

2. Poner fin al hambre, lograr la seguridad alimentaria y
la mejora de la nutricién y promover la agricultura

sostenible

3. Garantizar una vida sana y promover el bienestar de

todos y todas las edades.

4. Garantizar una educacion inclusiva y equitativa de
calidad y promover oportunidades de aprendizaje

permanente para todos.

5. Lograr la igualdad de género y empoderar a todas las

mujeres y las nifas.

Planeta

6. Garantizar la disponibilidad y la gestion sostenible del

agua y el saneamiento para todos.

12. Garantizar modalidades de consumo y produccién

sostenible.

13. Adoptar medidas urgentes para combatir el cambio

climatico y sus efectos.

14. Conservar y utilizar sosteniblemente los océanos, los
mares y los recursos marinos para el desarrollo

sostenible.

15. Proteger, restablecer y promover el uso sostenible de
los ecosistemas terrestres, gestionar sosteniblemente los
bosques, luchar contra la desertificacion, detener e
invertir la degradacion de las tierras y detener la pérdida

de biodiversidad.
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Prosperidad

7. Garantizar el acceso a una energia asequible, fiable,

sostenible y moderna para todos.

8. Promover el crecimiento econdémico sostenido,
inclusivo y sostenible, el empleo pleno y productivo y el

trabajo decente para todos.

9. Construir infraestructuras resilientes, promover la
industrializacion inclusiva y sostenible y fomentar la

innovacion.

10. Reducir la desigualdad en los paises y entre ellos.

11. Lograr que las ciudades y los asentamientos
humanos sean inclusivos, seguros, resilientes y

sostenibles.

Paz

16. Promover sociedades pacificas e inclusivas para el
desarrollo sostenible, facilitar el acceso a la justicia para
todos y construir a todos los niveles institucionales

eficaces e inclusivas que rindan cuentas.

Asociaciones

17. Fortalecer los medios de implementacion y revitalizar

la Alianza Mundial para el Desarrollo Sostenible
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