UNIVERSIDAD DE CHILE

FACULTAD DE CIENCIAS AGRONOMICAS

ESCUELA DE PREGRADO

Memoria de Titulo

EFECTO DEL AGAR Y CITOQUININAS (BAP) EN LA
MICROPROPAGACION DE Alstroemeria exserens Meyen A TRAVES DE
RIZOMAS IN VITRO

CRISTIAN EDUARDO MURNOZ AVILES

Santiago, Chile
2017



UNIVERSIDAD DE CHILE

FACULTAD DE CIENCIAS AGRONOMICAS

ESCUELA DE PREGRADO

Memoria de Titulo

EFECTO DEL AGAR Y CITOQUININAS (BAP) EN LA
MICROPROPAGACION DE Alstroemeria exserens Meyen A TRAVES DE
RIZOMAS IN VITRO

EFFECT OF AGAR AND CYTOKININS (BAP) IN THE MICROPROPAGATION
OF Alstroemeria exserens Meyen THROUGH IN VITRO CULTURE RIZHOME

CRISTIAN EDUARDO MUNOZ AVILES

Santiago, Chile
2017



UNIVERSIDAD DE CHILE

FACULTAD DE CIENCIAS AGRONOMICAS

ESCUELA DE PREGRADO

EFECTO DEL AGAR Y CITOQUININAS (BAP) EN LA
MICROPROPAGACION DE Alstroemeria exserens Meyen A TRAVES DE
RIZOMAS IN VITRO

Memoria para optar al titulo profesional de:
Ingeniero Agrénomo.

CRISTIAN EDUARDO MURNOZ AVILES

Profesores Guias Calificaciones

Sr. Danilo Aros. O. 6,5
Ingeniero Agronomo, Ph. D.

Profesores Evaluadores

Sr. Ricardo Pertuzé C. 55
Ingeniero Agronomo, Ph. D.

Sr. Marco Schwartz M. 6,5
Quimico, Mg. Sc. Dr.

Santiago, Chile
2017



AGRADECIMIENTOS

Agradecido de todos quienes han creido en mi, al poner esperanzas y darme animos para
terminar esta trascendental etapa de mi vida, agradecer a mi familia, amigos y profesor
quienes fueron empaéticos con todas las problematicas que se me presentaron durante este
camino. Me voy con una herramienta que me servira para toda la vida, para contribuir
desde lo micro a lo macro en la sociedad, y para seguir indagando en temas de interées
personal que se iran integrando poco a poco con la carrera que siempre quise estudiar,
infinitas gracias.

“Asi es que jardinear también es treparse a un arbol, oler hojas flores, deleitarse con la
sombra de un &rbol frondoso, alabar milenarias araucarias, respirar hondo el perfume
dulzon del heliotropo, regocijarse con los pétalos de las rosas prefiadas de rocio, alegrarse
cuando a las seis de la mafiana el griterio de los pajaros compite con el despertador”
Anonimo.



INDICE

RESUMEN ... 1
A B S T R A C T e e 2
INTRODUCCION. ...ttt 3
HID OIS . .ttt e 4
OB BtIVOS. ..t 4
MATERIALES Y METODOS. ..ot e, 5
(VLo T [T (1o | o J S 5
IMBEEITAIES. .. . e e e 5
DiSeN0o eXPerimental. ... .. ... e 5
ProCedimICntO. .. ..ottt e 5
EValUaCIONeS. ... .ottt 6
ANALISIS EStadiStiCo. . .uinti it e 7
RESULTADOS Y DISCUSION. ... oottt 8
Etapa I: Propagacion de exXplantes. ...........ovouiniiriniii e 8
Tasa de prolificidad. ..o e 8
Etapa Il: Evaluacion de agar y BAP ...t 9
Mortalidad y cONtaminacion. ..........oouiiuiinti i 9
Peso de eXPlantes. ......o.oiuii i e 12
Efecto del agar en el peso de 10s explantes.............ocoeviiiiiiiiiiiniiiiiiiiiiiennne, 12
Efectos del BAP en el peso de 1os explantes............cooviveiiiiniiiiiiiiiiiiiiiaiana, 14
Largo 08 FIZOMA. .. ..uttt ettt et e e et et e e e e e e 15
Efecto del BAP sobre el largo de rizoma..............oooviiiniiniiiiiiiiiieeeeeeaen, 16
Efecto del agar sobre el largo del rizoma...............coooviiiiiiiiiii e, 17
Lar@0 € DIOtES . ..ttt ettt e 18
Efecto del agar en el 1argo de brotes..........coovviiiiiiiiiii e, 18
Efecto del BAP en el largo de brotes.........c.o.ovviiiiiiiiii i, 19
NUMEro de brotes activos Y SENESCENLES. ... .vuvueueeteteteteteteteneneneneneneneneenenenens 20
CONCLUSIONES . .. o 22
BIBLIOGRAFIA. ... e, 23

APENDICE . ..o 29



INDICE DE CUADROS Y FIGURAS
CONTENIDO:

MATERIALES Y METODOS

Cuadro 1. Descripcion del ensayo y los tratamientos aplicados a rizomas in vitro de A.
exserens. Filas indican concentraciones de agar (g L™) y columnas concentracién de 6-
Bencilaminopuring (MG LY. ... e, 5

RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 1. Estimacion de los sintomas de senescencia y contaminacion observada en los
explantes de A. Exserens luego de 8 semanas cultivados en condiciones in vitro......... 10

Cuadro 2. Promedios de peso (g) de los explantes de Alstroemeria exserens sometidos a
distintas concentraciones de BAP (0,0; 0,5; 1,0 y 2,0 mgeL™) y agar (0,0; 35y 7 geL™), a la
SEMANA O Y 4. .ottt e 12

Cuadro 3. Efecto de diferentes concentraciones de agar (0,0, 3,5y 7 geL™") en el peso del
explantes de A. exserens luego de 4 semanas cultivadas in vitro. .............................. 13

Cuadro 4. Efecto de diferentes concentraciones de BAP (0,0, 0,5, 1,0 y 2,0 mgeL™) en el
peso de explantes de A. exserens luego de 4 semanas cultivadas in vitro...................... 15

Cuadro 5. Promedios de largo del rizoma de A. exserens (cm) para cada tratamiento
sometidos a distintas concentraciones de BAP (0,0; 0,5; 1,0 y 2,0 mgeL™) y agar (0,0; 3,5y
7,0 geL™M), en las distintas fechas de evaluacion (0 y 4 SemManas)..........cccooevvevverreenrenees 16

Cuadro 6. Efecto del BAP en el aumento del largo de rizoma (cm) de A. exserens, luego de
4 semanas CUltivadas iN VITIO..........ccciviii i 16

Cuadro 7. Efecto del agar en el aumento de largo de rizoma (cm) de A. exserens, luego de 4
SEMANAS CUILIVAAAS 1N VITFO.....ccueeii et eeenee s 17

Cuadro 8. Promedio de largo de brote (cm) de los explantes de Alstroemeria exserens
sometidos a distintas concentraciones de BAP (0,0; 0,5; 1,0 y 2,0 mgeL™) y agar (0,0; 3,5 y
7 L), @12 SEMANA O 4. 18

Cuadro 9. Efecto del agar en el aumento de largo de brote (cm) de A. exserens, luego de 4
SEMANAS CUILIVAAAS 1N VITFO.......eiiiiiie et 19

Cuadro 10. Efecto del BAP en el aumento de largo de brote (cm) de A. exserens, luego de 4
SEMANAS CUILIVAAAS 1N VITFO.....cceeiiiiiieee e nna e 19

Figura 2. Grafico de barras apiladas sobre el numero de brotes (nuevos) activos y
senescentes en A. eXSErens a las 4 SEMANAS........cccuuviieeiieiiieeiie e esee e 21






RESUMEN

Alstroemeria (L.) es uno de los géneros més diversificados de la flora vascular chilena.
Alstroemeria exserens Meyen resulta atractiva por el color de sus flores y la resistencia al
frio que posee. ComUnmente estas especies se propagan por division de rizomas pero al ser
este un método poco eficiente y con alta posibilidad de contaminacion, es que se opté por la
micropropagacion ya que es un método prolijo. Considerando que el agar y los reguladores
de crecimiento son los componentes mas determinantes en los medios de cultivos in vitro,
el objetivo de este estudio fue determinar si existe un efecto combinado de 6-
bencilaminopurina (BAP) (0,0; 0,5; 1,0 y 2,0 mgeL™) y agar (0,1; 3,5 y 7,0 g* L") sobre la
micropropagacion de A. exserens. Cada 4 semanas se evalud el peso de la planta (g),
longitud de rizoma (cm), longitud de brotes (cm) y nimero de brotes. En la primera etapa
se calculd una tasa de prolificidad considerando las 24 semanas previas al ensayo, partiendo
con 12 explantes iniciales y llegando a 111 rizomas con un brote, se obtiene una tasa de
1,54 nuevos explantes cada 4 semanas. En la segunda etapa ocurre una contaminacion que
ocasiona pérdidas del 75% al final del ensayo (8 semanas), haciendo inviable los anélisis
finales, por tanto se discutié con lo obtenido hasta la semana 4. El andlisis estadistico arrojé
que no existe interaccidn entre los factores. Al no existir un efecto combinado, se analizé
por separado cada factor. La concentracion de 3,5 g L™ agar presenta la mejor respuesta con
medias de 1,06 cm y 3,16 g, en largo de rizoma y peso de explante respectivamente.
Respecto al efecto del BAP, en todas las concentraciones (0,5, 1,0 y 2,0 mge L") se observé
un efecto en el control de la longitud de brotes mediante la inhibicion de la dominancia
apical. En este experimento se concluyé que el medio semi-sélido (3,5 g+ L™) es la mejor
concentracion de agar, al presentar explantes sanos con mayor aumento de peso y largo del
rizoma. De esta manera, este estudio colabora con el avance hacia un protocolo de
propagacion in vitro de forma masiva para A. exserens.

Palabras clave: Alstroemeria, exserens, proliferacion, medio de cultivo, agar, BAP.



ABSTRACT

Alstroemeria (L.) is one of the most diversified genus of the Chilean vascular flora.
Alstroemeria exserens Meyen is attractive because of its flowers and cold resistance. This
species is commonly propagated by rhizome division, but since this is an inefficient and
highly exposed to contamination method, micropropagation was chosen since this an clean
method. Considering that agar and growth regulators are the most determinant components
in vitro culture media, the objective of this research was to determine if there is a combined
effect when testing 6-benzylaminopurine (BAP) (0,0; 0,5; 1.0 and 2.0 mg-L™) and agar
(0,1; 3,5 and 7,0 geL™"). Plant’s weight (g), rhizome lenght (cm), shoots lenght (cm) and
number of shoots were evaluated every 4 weeks. In the first stage prolificacy rate was
calculated considering the 24 weeks prior to the trial, starting with 12 initial explants and
reaching 111 rhizomes with a shoot, obtaining a rate of 1.54 new explants every 4 weeks.
In the second stage, contamination occurs causing losses of 75% at the end of the trial (8
weeks), making the final analysis unfeasible. Therefore, discussion was performed with the
results obtained up to week 4. The statistical analysis showed that there was no interaction
between the factors, since there was no combined effect, each factor was analyzed
separately. The concentration of 3.5 gsL™ agar presents the best response with averages of
1.06 cm and 3.16 g, in length of rhizome and explant weight respectively. Regarding BAP
effect, all concentrations (0.5; 1.0 and 2.0 mgeL™) showed inhibition to apical dominance
controlling shoot length. In this experiment it was concluded that semi-solid medium (3.5
geL™) is the best concentration of agar to present healthy explants with higher rhizome
length and increasing weight. Thus this study collaborates progressing towards an in vitro
protocol for massive propagation of A. exserens.

Key words: Alstroemeria, exserens, proliferation, culture medium, agar, BAP.



INTRODUCCION

En la agronomia, el estudio de plantas ornamentales se ha hecho cada vez mas relevante
debido a su potencial econdmico y a las caracteristicas que posee Chile como exportador
en contra estacion a los mercados del hemisferio norte (ODEPA, 2014), esto es un
incentivo a la domesticacion y mejoramiento de plantas nativas que sean atractivas para el
mercado de las flores de corte, tanto en el mercado nacional como en la exportacion.

En particular, Alstroemeria (Alstroemeriaceae) es uno los géneros de la flora vascular
chilena mas diversificados, presentando una amplia gama de colores y tamafios de flores,
lo que implica que las especies de este género presenten un alto potencial econdmico como
cultivos ornamentales (Baeza y Ruiz, 2011). A nivel mundial, este género posee una de las
flores de corte mas importantes en el mercado, y actualmente también se comercializa
como planta de maceta (Baeza et al., 2011). EI género es endémico de Ameérica del Sur,
comprende hierbas erectas o enredaderas que viven en una amplia variedad de habitat. La
familia contiene alrededor de 75 especies (Bayer, 1987) distribuidas desde Venezuela
hasta Argentina y Chile abarcando una diversidad de ecosistemas comprendidos entre el
nivel del mar hasta los 4.500 m.s.n.m. En Chile se distribuye desde el extremo norte hasta
la Patagonia encontrdndose su mayor diversidad de especies en la Zona Central del pais
(Aagesen y Sanso, 2003; Ravenna, 1988; Sanso 2002).

Entre las especies de alstroemerias se encuentra Alstroemeria exserens Meyen, una planta
que resulta interesante por el color de sus flores y la resistencia al frio que posee al habitar
entre los 1.900 y 2.700 m.s.n.m. en suelos pedregosos de la cordillera de los Andes
abarcando desde Villa Paulina, Farellones (33°15°S) en la Region Metropolitana, hasta
Laguna del Maule, Region del Maule (36°04°S). Florece entre diciembre y febrero dando
sus frutos entre febrero y marzo. Posee inflorescencias de 2 a 5 rayos generalmente
uniflores de 1,5 a 2,2 cm de largo, tépalos abiertos, rosado intenso a lilacino pudiendo
alcanzar una altura de hasta 35 cm (Mufioz y Moreira, 2003).

Tradicionalmente las alstroemerias han sido propagadas dividiendo su rizoma. Este
método no es muy eficiente para multiplicar las plantas, ya que demora y aumenta la
susceptibilidad de contaminaciones (Van Zaayen, 1995). Es por esto que actualmente se
utiliza la micropropagacién como una herramientas eficiente para producir plantas. Este
método permite obtener plantas idénticas a la planta madre y de forma masiva, puede ser
mediante tejidos o células cultivadas asépticamente en recipientes in vitro, donde se
puedan controlar con prolijidad las condiciones de ambiente y la nutricion (Hartmann y
Kester, 1999). Hoy en dia las alstroemerias se micropropagan cada 3 0 4 semanas
dividiendo su rizoma para obtener ejemplares genéticamente iguales lo que es favorable
para la industria (Lin et al., 1997).

En la micropropagacion, el medio de cultivo es el principal factor que genera cambios
fisiologicos o respuesta en la planta. Dentro de este se encuentran los reguladores de



crecimiento, que son los que influyen directamente sobre la morfogénesis y los distintos
organos generados. Los reguladores de crecimiento actian como sefiales que estimulan,
inhiben o regulan el crecimiento durante el desarrollo de la planta (Rahim et al., 2013). Las
citoquininas en forma de BAP (6-bencilaminopurina) se suelen usar en la
micropropagacion de alstroemeria para la generacion de nuevos brotes mediante el
aumento de la division celular y la inhibicién de la dominancia apical (Rahim et al., 2013).
Si bien cada hormona por si sola no se caracteriza por un efecto especifico (debido a que
un efecto puede derivar en varios efectos), variando sus concentraciones entre ellas
desencadenan diferentes respuestas (Jordan y Casaretto, 2006).

Estudios realizados en orquideas (Encyclia microtos (Rchb. f.) Hoehne) han demostrado
que a concentraciones de 2 mg L™ de BAP se logra un mayor nimero de brotes por planta
(Condemarin et al., 2007). En alstroemeria cv. “Fuego” al usar concentraciones de 1 mge
L de BAP obtuvo mayor nimero de rizomas con respecto a los que no posefan la
hormona en el medio (Khaleghi et al., 2008). Otro elemento importante dentro del medio
es el agar, el cual brinda solidificacion al medio. En altas concentraciones puede afectar la
disponibilidad de agua y nutrientes (Bridgen, 1994). En Philodendron sp. se han usado
concentraciones de hasta 8 gsL™ de agar obteniendo buenos resultados. Para Alstroemeria
se sefiala que al aumentar la concentracion se genera una disminucién del crecimiento y la
proliferacion de brotes (Aros et al., 2017; Vazquez, 2016). Otro autores sefialan que el
medio liquido puede favorecer la absorcion de nutrientes, hormonas y agua (Zimmerman y
Robacker; Ibrahim 1994, Hussien, 2014).

El presente ensayo experimental evalUa el efecto combinado de reguladores de crecimiento
y concentracion de agar en el desarrollo de los rizomas de Alstroemeria exserens, ya que al
ser determinantes en la micropropagacion de la especie contribuiria a la domesticacion de
esta especie endémica para su potencial uso ornamental.

Hipdtesis: El efecto combinado de concentraciones de agar y de citoquininas pueden
producir distintas respuestas en la micro propagacién de Alstroemeria exserens.

Objetivo general: Evaluar el efecto de la concentracién de citoguininas y agar en la
micropropagacion de Alstroemeria exserens Meyen.

Obijetivos especificos:

1. Evaluar el efecto de distintas concentraciones de agar sobre la micro propagacion
de A. exserens en el peso de la planta, longitud del rizoma, longitud de brotes y
namero de brotes.

2. Evaluar el efecto de distintas concentraciones de citoquininas sobre la micro
propagacion de A. exserens en el peso de la planta, longitud del rizoma, longitud de
brotes y numero de brotes.



MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal

El material vegetal inicial correspondid a secciones de rizoma de A. exserens obtenidos
a partir de embriones rescatados in vitro, de una recoleccion de frutos que fue realizada
en la localidad de Farellones a una altitud de 2.400 m.s.n.m., durante febrero de 2014.

Lugar del estudio

El estudio se llevd a cabo en el laboratorio de Cultivo de Tejidos de la Facultad de
Ciencias Agronomicas de la Universidad de Chile ubicada en la Zona Central de Chile,
Comuna de La Pintana, Region Metropolitana.

Disefio experimental

Se realiz6 un disefio completamente aleatorizado (DCA) con estructural factorial de
tratamientos, donde la combinacién del factor agar con 3 niveles y el factor BAP con 4
niveles dio un total de 12 tratamientos, los cuales se detallan en el Cuadro 1. Se
realizaron 8 repeticiones en cada tratamiento y la unidad experimental correspondi6 a
una seccion de rizoma de aproximadamente 1 cm con un brote.

Cuadro 1. Descripcion del ensayo y los tratamientos aplicados a rizomas in vitro de A.
exserens. Filas indican concentraciones de agar (geL™) y columnas concentracion
de 6-Bencilaminopurina (mgsL™).

BAP(mg-L™)/ Agar(g-L™) 0,1 3,5 7,0
0,0 T1 TS T9
0,5 T2 T6 T10
1,0 T3 T7 T11
2,0 T4 T8 T12

Procedimiento
Etapa | : Propagacion de explantes
Para obtener las unidades experimentales necesarias se realizO una etapa de

micropropagacion previa comenzando con doce rizomas de A. exserens los cuales se
subdividieron cada 3-4 semanas de acuerdo a su crecimiento. La técnica utilizada a la



hora de repicar fue la separacion de los brotes con un trozo de rizoma mediante un corte
limpio y longitudinal entre los tallos, se eliminaron con el bisturi las partes oscurecidas
del corte para evitar la acumulacion de compuestos fendlicos y para proporcionar una
mejor absorcién por parte del explante (Azofeifa, 2009). Este procedimiento fue
realizado en frascos de vidrio (200 mL) con un contenido de 4,43 g-L™ de medio
Murashige y Skoog (MS) (Phytotechnology Laboratories). Suplementado con 30gsL™
de sacarosa (D-Sacarosa, Cristalina. p-D-Fructofuranosil-a—D-glucopiranosido azUcar,
Phytotechnology Laboratories), 7geL™ de agar (Poder de gelificacion: 1.150 g/cm?,
Phytotechnoly Laboratories), 2 mgsL™ de 6-Bencilaminopurina (N6 — Benciladenina,
Phytotechnology Laboratories) y pH ajustado a 5,7 antes del autoclavado a 121°C por
30 minutos. La plantas fueron dispuestas en una camara de crecimiento a 23°C con un
fotoperiodo 16/8 h. Una vez se logro obtener el material para la investigacion luego de
6 meses se llegd a un total de 111 plantas que poseian un brote y rizoma de 1 cm de
longitud.

Etapa Il: Efecto de agar y BAP

Se traspasaron los explantes de la Etapa I a los respectivos tratamientos en frascos del
mismo volumen adicionando 42 mL de medio de cultivo con 4,43 geL™* MS (Murashige
and Skoog, 1962) suplementado con 30gsL™ de sacarosa y concentraciones de agar (0;
35y 7 gLh y BAP (0; 0,5 1,0 y 2,0) segin lo establecido para cada tratamiento
(Cuadro 1), con pH ajustado a 5,7. Los medios liquidos contenian un algodén que
sostenia el explante para evitar que se sumergiera por completo la planta.

Evaluaciones

Se estim6 una tasa de prolificidad, la cual fue rescatada del proceso de
micropropagacion previo (24 semanas), utilizando la siguiente formula:

Tasa de prolificidad: (N° explantes finales /N° explantes iniciales) Cada 4 semanas.

Una vez montado el experimento se pretendia realizar dos evaluaciones cada cuatro
semanas, obteniendo asi una duracion total de 8 semanas hasta la ultima medicion (lo
gue no pudo ocurrir por causas que se daran mas adelante), cada vez que se realizaron
las mediciones, las unidades experimentales fueron traspasadas a nuevos frascos para
renovar el medio de cultivo de cada tratamiento. Las variables medidas fueron longitud
de rizoma y de brote (cm), para esto se utilizé una regla milimétrica autoclavada. El
peso del rizoma (g) se midid traspasando el material a frascos estériles vacios, de esta
forma se registro por separado el peso del frasco y el peso del frasco con el rizoma
determinando los cambios de peso a través del tiempo. Para esta evaluacién se utilizd



una balanza de precision (Belltronic Scales, ES-300HA). Cada unidad experimental fue
registrada con el nombre del tratamiento y el nimero de repeticion al que pertenece. Se
hizo también un conteo del nimero de brotes del rizoma, tomando en cuenta los verdes
y descartando los deshidratados. Al momento de medir se distinguia el brote inicial de
cada explante de los que estaban recién apareciendo. Se registraron los problemas que se
presentaron en los tratamientos por contaminacién y muerte de explantes, se evaluaron
las pérdidas totales con una revision del proceso de la etapa final y los diversos factores
que influyen en el éxito de la micropropagacion.

Andlisis Estadistico

Para cada evaluacion los resultados obtenidos se analizaron a través de un analisis de
varianza (ANDEVA) previa comprobacion de los supuestos de normalidad de los
errores y homocedasticidad. Cuando se encontraron diferencias entre tratamientos se
realiz6 la prueba de comparacion multiple de LSD Fisher con un nivel de significancia
del 5%.

Se utiliz6 como covariable los pesos, largos de rizoma y largo de brotes registrados al
inicio del experimento, es decir, cada unidad experimental fue evaluada de acuerdo a su
condicion inicial. Las covariables resultaron ser significativas para todas las variables
medidas. Se evalud la existencia de interaccion entre los factores y al no existir efecto
combinado entre Agar y BAP se evaluo las diferencias de los niveles de cada factor por
separado.

Para nimero de brotes, al no pasar la comprobacion de supuestos, se realizé un modelo
lineal generalizado y para la verificacion de los supuestos se hace el test de Wald.



RESULTADOS Y DISCUSION

Etapa I: Propagacion de explantes

Tasa de prolificidad estimada

En Abril de 2015 fueron seleccionados 12 explantes de A. exserens los cuales se
multiplicaron por 24 semanas, de esta manera en Noviembre del mismo afo se obtienen
las unidades experimentales para montar el ensayo (111 explantes). La cantidad de
rizomas nuevos obtenidos a partir de un ndmero inicial de explantes cultivados durante
un tiempo determinado es lo que se llama tasa de proliferacion, esto nos permitié
evaluar la velocidad de propagacion (Chiari y Bridgen, 2000). En todos los ensayos el
material vegetal utilizado procedia de brotes sanos, con estos antecedentes se calculo
una tasa de prolificidad estimada de 1,54 nuevos rizomas por planta cada 4 semanas.
Esta tasa de multiplicacién es baja para la propagacion masiva, comparado con lo
obtenido por algunos autores. Ambrena et al. (2016) logré 2,75 en Alstroemeria cv.
Pluto; 3,57 en Alstroemeria pallida (Vazquez, 2016), ambos en medios con 7 gL *agar
y 2 mg-L™* de BAP y divididos cada 4 semanas. En los sistemas in vitro convencionales,
alstroemeria presenta baja tasa de multiplicacion y riesgos de manejo a consecuencia de
la contaminacion enddgena y la oxidacion (Cruz y Mosquera, 2003).

El crecimiento del rizoma es esencial para obtener mayor cantidad de plantas ya que en
base a su tamafio se subdivide la planta, dejando un trozo de rizoma con uno o dos
brotes (Hamidoghli et al., 2007). Para aumentar el tamafio del rizoma en Alstroemeria
cv. “Fuego” Khalegui et al. (2008) sefialan que combinaciones de 0,5 mg L™ de BAP y
0,2 mg L™ NAA (4cido naftalenacético) permiten obtener las mayores tasas de
proliferacion (4,12) y a medida que aumentaba la dosis de BAP (hasta 1,5 mg L™ de
BAP) la tasa de multiplicacion se volvia cada vez méas baja (1,75). Asi mismo en
Alstroemeria cv. “Jamaica” Hamidoghli et al. (2007) observan una &ptima
micropropagacion con tratamientos utilizando 0,5 mg L™ de BAP y 0,2 mg L™ de NAA.
El efecto principal de las auxinas (NAA) es la estimulacion del enraizamiento y la
elongacion celular (Datta et al., 2006). Diversos estudios realizados en alstroemerias
(Grabryszewska y Hempel, 1985; Pierik et al., 1988; Khaleghi et al., 2008) indican que
un balance de citoquininas/auxinas esta relacionado con el crecimiento del explante y a
la formacion de brotes, raices y rizoma. Se puede sugerir un desbalance hormonal en las
plantas de A. exserens considerando que se observd una mayor proliferacion de brotes
que aumento en el tamafio del rizoma, lo que provocaria pocas subdivisiones de las



plantas al destinar mas recursos a la proliferacion que al crecimiento rizomético. Debido
a esto agregar auxinas en bajas concentraciones podria aumentar la tasa de prolificidad.
En la propagacion de alstroemerias, la regeneracion del rizoma es mas importante que la
proliferacion de brotes (Khaleghi et al., 2008), en esta etapa es relevante concentrarse
en la regeneracion del rizoma para obtener explantes con mayor capacidad para
regenerarse y establecer plantas con buen tamafio inicial.

Etapa Il: Evaluacion de agar y BAP

Mortalidad y contaminacion

Al momento de la ultima medicion (semana 8) todos los tratamientos disminuyeron las
repeticiones debido a mortalidad y contaminacion. Durante toda la propagacion de los
explantes (etapa 1) se obtuvo un bajo porcentaje de contaminacion (17%) por lo que en
cada cambio de medio de cultivo no hubo mayores problemas y las plantas se
desarrollaron de manera Optima. Los problemas se presentaron en la etapa Il
observandose 72 (de 96) plantas contaminadas y/ o senescentes, obteniendo un
porcentaje de mortalidad de 75 %. La gran cantidad de pérdidas pudo haber estado
relacionada a una inadecuada manipulacion del material vegetal en el laboratorio, lo que
quizads propicié problemas como la contaminacién a partir de microorganismos
enddgenos y exdgenos (Azofeifa, 2009) y senescencia relacionada a acumulacion de
compuestos fendlicos en el medio (Leifert and Cassels, 2001) (Figura 1). Los
contaminantes mas comunes en cultivos in vitro corresponden a hongos filamentosos,
bacterias y en menor grado levaduras, virus, viroides o incluso micro artrépodos (acaros
y trips) (Leifert and Cassels, 2001). Algunos microorganismos no son conocidos por
provocar dafios a las plantas en campo pero en los cultivos in vitro se vuelven un
problema ya que los medios de cultivo tienen las condiciones para su reproduccion
(Alvarado, 1998); es por esto que para referirse a patdgenos en micropropagacion se usa
el termino vitropatogenos (Habiba, 2002).

Se dividen las causas en tres grupos, por un lado las bacterias con un total de 32 plantas
contaminadas (33,3%), luego los hongos con 19 plantas (19,7%) y por ultimo la
senescencia con 21 plantas (21,8 %) (Figura 1), estas son estimaciones realizadas
mediante la observacion de la sintomatologia de las plantas y el medio de cultivo. Las
principales bacterias encontradas en cultivos in vitro corresponden a los generos
Bacillus, Pseudomonas, Lactobacillus, Enterobacter y Staphilococcus (Habiba et al.,
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2002; Kulkarni et al., 2007) y los hongos pertenecientes a los generos Alternaria,
Aspergillus, Cladiosporum, Fusarium, Mucor y Penicullium (Altan et al., 2010).

Bacterias
® Hongos

m Senescencia

O B, N W B U1 O N

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12

Cantidad de plantas afectadas

Tratamientos

Figura 1. Estimacion de los sintomas de senescencia y contaminacion observada en los
explantes de A. exserens luego de 8 semanas cultivados en condiciones in vitro.

En todos los tratamientos se observd presencia bacteriana, que resulta mas dificil de
controlar respecto a los hongos ya que colonizan en mucho menor tiempo el medio de
cultivo y luego la planta. Al momento de determinar el tipo de patdgeno estos ultimos se
diferenciaban por su crecimiento miceliar. Dos pueden ser las formas de contaminacion,
por un lado microorganismos que colonizan la superficie o el interior del explante
(endofitos) y microorganismos introducidos durante la manipulacion en el laboratorio
(Alvarado et al., 1998). La contaminacion enddgena no es controlable por métodos de
desinfeccion superficial (Kulkarni et al., 2007) y esta asociada principalmente a
bacterias (Thomas and Soly, 2009). Algunas bacterias manifiestan crecimiento
inmediatamente y otras permanecen latentes durante largos periodos de tiempo en el
interior de las células, en los espacios intercelulares o en los haces vasculares y luego
que incrementan su numero al interior de la célula o cuando las condiciones in vitro se
lo permiten, aparecen subitamente. (Alvarado et al., 2003; George, 1993). Altas
concentraciones de sales, sacarosa o variaciones del ph inhiben su expresion hasta que
una condicion de estrés desencadene su ataque dentro de la planta (Bridgen, 1994).

La senescencia principalmente vinculada a deshidratacion del explante y pardeamiento
también tuvo pérdidas considerables. Ambreena (2016) realizd un estudio en
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Alstroemeria sp., concluyendo que una de las principales pérdidas in vitro se debe a
exudados por parte de los explantes. Estos exudados son metabolitos secundarios de la
planta (compuestos fendlicos) responsables de la oxidacion y oscurecimiento de
explantes (George, 1993). Un alto contenido de estos compuestos fenolicos causa
oxidacion en el medio de cultivo ademas de ser reconocidos como inhibidores del
crecimiento (Matos, 2000). El corte realizado al dividir las plantas provoca liberacion y
acumulacion de estos metabolitos cercanos a la herida, muchas veces causando la
muerte debido a que la planta no puede absorber correctamente los componentes del
medio (Qu et al., 2012).

Existen antioxidantes como el acido citrico y el carbén activado que se aplican a
cultivos in vitro para reducir los efectos de senescencia y oscurecimiento producido por
compuesto inhibidores del crecimiento y metabolitos toxicos (Azofeifa, 2009). Esta
opcion resulta viable a la hora de mejorar las condiciones de los explantes. Thomas
(2008) menciona que la adicion de carbon activado al medio promueve el crecimiento y
la diferenciacion, ademas de oscurecer al medio evitando asi la formacion de radicales
libres por oxidacion de compuestos fendlicos.

En Aloe barbadensis se obtiene menores pérdidas en medios liquidos debido a que los
exudados pueden diluirse con el medio de cultivo, sin embargo en medios solidos se
evidencié mayor ennegrecimiento en la superficie de contacto con el medio de cultivo
debido a una menor tasa de difusion (Albany et al., 2015). En los medios de cultivo
solidos, el agente gelificante favorece la retencion de fenoles u otras sustancias dafinas
en las cercanias del explante (George 1993).

Tal como se sefiala en la etapa | de este estudio, las plantas al ser traspasadas eran
limpiadas con el bisturi, raspando las zonas oscurecidas cercanas al lugar donde se
efectud el corte de rizoma. Esta labor se realiza para mejorar la condicion del explante y
evitar la acumulaciéon de compuestos que inhiben el desarrollo de las plantas. Este
procedimiento no se realizé durante la etapa Il (especificamente en la semana 4), para
que no afectara a la medicion de peso de explante. En ese mismo momento las plantas
fueron pasadas del medio antiguo a frascos estériles vacios para medir su peso y luego
de eso se pasaban a los frascos con los tratamientos nuevos. Es posible que esta
metodologia pudiera haber generado condiciones de estrés en las plantas,
desencadenando la contaminacién y senescencia anteriormente descrita. Vazquez
(2016), realizando el mismo procedimiento metodoldgico en Alstroemeria pallida, no
observO mayores inconvenientes aungue present6 tasas de mortalidad cercanas al 30%.
Considerando la poca cantidad de repeticiones por tratamientos que quedaron luego de
las perdidas anteriormente descritas, se omitieron las mediciones finales (semana 8) y se
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realizaron los analisis con los datos obtenidos hasta la semana 4.
Peso de explantes

De acuerdo al peso de explantes el tratamiento testigo T1 logr6 1,13 g de pesoy T5 3,8
g, ambos valores extremos entre si (Cuadro 2). Considerando los pesos promedio
iniciales de cada tratamiento las mayores diferencias (peso promedio final - peso
promedio inicial) se presentan en los tratamientos T10, T5, T6 y T7 con (2,54 g), (3,14
9), (2,6 g) y (2.19 g) respectivamente. Esto nos muestra el aumento de peso promedio de
cada tratamiento de acuerdo a su condicion promedio inicial. Los tres ultimos
tratamientos corresponden a la concentracién de agar 3,5 geL™. Por otro lado las
menores diferencias de aumento promedio de peso se obtuvieron en T1 (0,27 g),
seguido de T3 (0,60 g), T11 (0,64 g) y T2 (0,67 g).

Cuadro 2. Promedio de peso (g) de los explantes de Alstroemeria exserens sometidos a
distintas concentraciones de BAP (0,0; 0,5; 1,0y 2,0 mg L™) y agar (0,0; 3,5y
7gLYalasemana0y 4.

Semanas T12 T11 T10 T9 T8 T7 T6 T5 T4 T3 T2 T1

0 0,73 0,63 096 0,72 0,62 051 0,69 0,66 0,81 0,83 0,87 0,86
4 1,77 1,27 3,50 1,96 2,07 2,70 3,29 3,80 2,01 1,43 154 1,13

Por una parte, el agar brinda el sostén y facilita la absorcidén de nutrientes por parte de
los tejidos pero un exceso en el medio podria reducir la absorcion y aumentar la
retencion de los componentes del medio (Alcaraz-Melendez, 2002). BAP a
determinadas concentraciones le brinda la planta la capacidad de aumentar su division
celular y disminuir la dominancia apical. En consecuencia con estos efecto se deberian
observar aumentos en la masa del explante y proliferacion de brotes adventicios (Zufiiga
et al.,, 2010). Se pueden observar efectos de ambos factores en el crecimiento de las
plantas, al observar que el tratamiento testigo no reacciona satisfactoriamente al
aumento de peso. No existe interaccion entre los factores agar y BAP (p-valor > 0,05),
por tanto se rechaza la hip6tesis y se analizan las variables de forma independiente.

Efecto de Agar en el peso de los explantes. Los tratamiento con 3,5 geL™ de agar (T4,
T5, T6 y T7) fueron aquellos que presentaron mayor aumento de peso con un valor
promedio de 3,16 g. Las concentraciones de 0 y 7 geL™ de agar no presentaron
diferencias estadisticamente significativas con pesos promedio de 2,04 y 1,24 g
respectivamente (Cuadro 3). Se han reportado en diversos estudios que este agente
convencional tiene una serie de inconvenientes que afectan negativamente al
crecimiento y diferenciacién del cultivo (Hussien et al., 2014). Estudios realizados en
rizomas de Aloe barbadensis Mill. una planta similar en morfologia a alstroemeria
sefialan que al disminuir la concentracion de agar hasta 4 g-L™* hubo una mayor
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ganancia de peso ya que la concentracion del agente gelificante influye en la absorcion
de agua y otros componentes del medio (Albany et al., 2015). En la misma especie
Tanabe y Horiuchi (2006) desmotraron que el porcentaje de ganancia de peso
aumentaba a medida que se disminuia la concentracién del agente gelificante obteniendo
74% mas de ganancia de peso a concentraciones de 4 g-L™ de agar. En esta evaluacion
los medios semi-solidos fueron significativamente mayores lo que explica la mejor
condicion a la que se exponen los explantes. En consecuencia, esta concentracion de
agar se considera equilibrada, permitiendo un mayor crecimiento sin perder las
propiedades sostenedoras del agar.

Cuadro 3. Efecto de diferentes concentraciones de agar (0,0, 3,5y 7 geL™) en el peso
de explantes de A. exserens a las 4 semanas de montado el experimento.

Conc. agar Peso del explante (g)
gLt 0 Semanas 4 Semanas
0,0 0.84 A 1,24 B
35 0,78 A 3,16 A
7.0 0.80 A 2,04 B

Medias con una letra comun verticalmente no son significativamente diferentes (p >
0,05)

Este resultado se homologa a otros estudios realizados por Surthar (2011) en los cuales
los medios con concentraciones medias de agar fueron satisfactorios para la
micropropagacion de Boswelia serrata, indicando que concentraciones bajas de agar
(3,5 g+ L") ayudan a la proliferacion de brotes y al aumento de biomasa ya que de esta
forma la planta puede mejorar su absorcion tanto de nutrientes como de agua y por
consiguiente una captacién mas rapida del BAP por parte de las plantas. Este efecto
descrito, en el que baja la concentracion de agar aumentaria el efecto de la citoquinina
no se pudo evidenciar en este estudio, ya que la hormona no present6 interaccion
estadisticamente significativa con el agar. Se ha comprobado que los medios de cultivo
gelificados limitan la absorcién de nutrientes ya que éstos pasan a formar parte de la
matriz del gel y los explantes requieren mayor tiempo para manifestar crecimiento
(Moreno et al., 2001). El agente gelatinizador es sin duda uno de los componentes
esenciales en los medios de cultivo, es por esto que en ausencia de agar, las plantas
respondieron de manera distintas llegando algunas a tomar un aspecto vidrioso o lo que
se identifica como hiperhidratacion o vitrificacion (Debergh et al., 1981). Este fenomeno
se caracteriza por la aparicion de grandes espacios intercelulares, menos cera
epicuticular, menos estomas en las hojas y cloroplastos con granas pequefias. (Ivanova
2010; Rojas-Martinez 2010). Entre las principales causas de la hiperhidratacion estan el
potencial osmotico y la concentracion de agar en el medio de cultivo (George, 1993;
Cardenas y Villegas, 2002) es por esto que el medio liquido se suele usar cuando el agar
se considera una limitacion en los sistemas de cultivo (Lee et al., 1986).
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Los tratamientos en medio liquido llevaban un algodén como soporte bajo el explante,
este material puede haber influido, al igual que los tratamientos con 7 geL ™ afectando
las propiedades fisicas y aumentando la retencion de los componentes del medio, lo que
afecta la absorcion de nutrientes por parte de las plantas (Sakina, 1984). Estudio
realizados en Zingiber officinale al evaluar el uso de papel filtro, algodon y luffa (Luffa
aegyptiaca o esponja vegetal) en medios liquidos, concluyen que luffa y papel filtro son
los mejores soportes, mientras que algodén presenta ciertos inconvenientes para las
plantas y no respondieron positivamente (Hussien et al., 2014). Segun Vazquez (2016)
la retencion y liberacién del medio liquido al poseer un algodén como soporte, actia de
forma similar al agar en concentraciones de 7 geL*, afectando el potencial hidrico del
sistema. Alcaraz-Meléndez (2002) mencionan que las metodologias donde se incluyen
medios liquidos facilitan la absorcion de nutrientes por parte de los tejidos,
disminuyendo el tiempo requerido para su desarrollo sin prescindir del agente
gelificante. Contrario a esto Moreno (2001) en Cymbopogon citratus utilizando medios
liquidos no obtuvo un crecimiento éptimo en comparacion a tratamientos con 3 gL y 6
geL" de agar, los cuales permitieron un mejor comportamiento de los explantes. Entre
estos dos, la concentracion de 3 geL™* fue mas efectiva. Este resultado se atribuye a que
en medios sin agar y con sostén, la planta no se encuentra en contacto directo con el
medio de cultivo y sus componentes, si no que éstos son absorbidos lentamente por
capilaridad a través del soporte utilizado, encontrandose en condiciones similares los
medios liquidos con los medios sélidos (7 geL™). Debido a estos resultados de aumento
de peso se observaron mejores respuestas en un medio con la mitad de concentracion de
agar al estar a una concentracién equilibrada, permitiendo una adecuada absorcion de
agua y nutrientes. EI medio semi-sélido cumplio ademéas el rol de soporte
satisfactoriamente por tanto es una opcién viable.

Es importante el considerar la reduccion en los niveles de agar en los medios de cultivo,
ya que contribuye ademas a reducir los costos de produccién (Priel, 2005; Aggarwal y
Barna, 2004). El agar es uno de los componentes mas costosos dentro de la
micropropagacion, siendo aproximadamente el 70% de los costos del medio de cultivo
(Prakash et al., 2004). Algunos autores sugieren el uso de algunas alternativas como el
alginato, agarosa o gerlita (Hussein, 2014), ya que el agar comercial contiene muchas
impurezas que pueden alterar las caracteristicas quimicas y fisicas del medio, afectando
asi directamente los tejidos y células cultivados (Tanabe y Hiorichu, 2006).

Efecto de BAP en el peso de explantes. Respecto a la influencia de BAP en el peso del
explante, no se obtuvieron diferencias significativas en ninguna concentracion del
regulador de crecimiento (0,5, 1,0 y 2,0 mgeL™). Khaleghi et al. (2008) realizaron un
estudio en el cultivo in vitro de Alstroemeria cv. Fuego indicando que a mayores
concentraciones de BAP (1,0 mgeL™) se puede estimular la proliferacién y aumento de
tamafio del explante. Segin Aros et al. (2017), en Alstroemeria pallida la mejor
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concentracion para obtener un mayor peso de explantes es 2,0 mgeL"de BAP a la 8
semanas. En la semana 4 al igual que en este estudio, no se encontraron diferencias
significativas. Ambos autores sefialan que durante el cultivo in vitro de alstroemeria, en
ausencia de la citoquininas se observa la disminucion del aumento de peso del rizoma.

Cuadro 4. Efecto de diferentes concentraciones de BAP en el peso de explantes de A.
exserens luego de 4 semanas cultivadas in vitro.

Conc. BAP Peso promedio de explantes (g)
mgeL? 0 Semanas 4 Semanas
0,0 0,74 A 2,25 A
0,5 0,85 A 2,64 A
1,0 0,65 A 1.42 B
2.0 0,72 A 1,91 A B

Medias con una letra comun verticalmente no son significativamente diferentes (p >
0,05).

A pesar de los resultados obtenidos, varios autores sefialan a BAP como estimulador en
la formacién y crecimiento del rizoma, lo que no pudo observarse en este ensayo para
peso del explante. Concentraciones desde 0,1 mgeL™ hasta 10 mg+L™ de citoquininas
se han ocupado en micropropagacion de plantas (Hartman, 1999). Estudios realizados en
Elettaria cardamomum (L.) Maton sugieren que a concentraciones por sobre los 3 mgeL’
! de BAP no es conveniente para la multiplicacion in vitro ya que debido a ciertos
desordenes generados por anormalidades mitéticas, los explantes resultantes son
amorfos, indicando que es importante el nivel endégeno de hormonas de la planta para
evitar resultados contraproducentes en las especies cultivadas (Zufiiga et al., 2010). De
esta misma forma, la aplicacion de altas concentraciones de BAP (3,7 mgeL™) en Musa
acuminata fueron perjudiciales para los cultivos debido al alto indice de anomalias que
estos presentaban (Jafari, 2011). Debido a que las evaluaciones solo corresponden hasta
la semana 4 y no a la semana 8, como en el caso de Aros et al. (2017), es que quizas el
efecto de BAP aln no se hace perceptible en términos de aumento de biomasa.

Largo de rizoma

De acuerdo al aumento de largo de rizoma se presenta T11 (0,71 cm) y T7 (1,21 cm)
como los tratamientos con valores més extremos entre si (Cuadro 5). El largo de rizoma
no presenta interaccion entre los factores agar y BAP (p-valor > 0,05), por tanto las
variables se analizaron de forma independiente.
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Cuadro 5. Promedios de largo del rizoma (cm) de A. exserens sometidos a distintas
concentraciones de BAP y agar, en las distintas fechas de evaluacion (0 y 4 semanas)

Semanas T12 T11 T10 T9 T8 T7 T6 T15 T4 T3 T2 T1

0 0,71 0,66 0,88 0,66 0,73 1,08 0,78 0,92 0,93 0,92 0,75 0,76
4 092 071 112 0,75 091 1,21 0,91 1,17 1,03 1,08 0,77 0,80

Efecto de BAP sobre el largo de rizoma. El efecto de BAP en la longitud de los
rizomas no genera diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos,
resultando todas las concentraciones con el mismo crecimiento en longitud horizontal
(Cuadro 6). EI aumento en el largo de rizoma esta influenciado directamente por la
disminucion de la dominancia apical que destina sus recursos a la division celular,
provocando aumento en la cantidad de brotes adventicios, que a su vez potencian el
crecimiento del rizoma. Este proceso es inducido principalmente por BAP (Qu et al.,
2000). No obstante en esta experiencia la influencia de este regulador de crecimiento
sobre el largo de rizoma no se observa, de manera que todas las concentraciones
obtienen la misma respuesta. Varios autores sefialan en cultivo in vitro de Zingiber
officinale, que dosis elevadas de BAP (4-6 mgeL™) generan desbalances en la planta,
provocando problemas en su crecimiento y desarrollo normal (Thayamini, 2013;
Hiremath, 2006 y Dipti, 2005). Segun sefiala Han et al. (1994) en Alstroemeria sp. la
adicion de pequefias concentraciones de auxinas (IAA 0,3 mgsL™ 0 NAA 0,2 mg-L™) al
medio de cultivo en combinacién de BAP (1 o 2 mgeL™) fueron beneficiosas para el
crecimiento del rizoma respecto a las que solo contenian BAP. Bajas concentraciones de
auxinas en la propagacion de A. exserens posiblemente hubiesen mostrado una tendencia
diferente, ya que como se ha mencionado en diversos estudios las plantas crecen de
manera estable al generarse un equilibrio de los reguladores de crecimiento en el
interior de la planta.

Cuadro 6. Efecto del BAP en el aumento del largo de rizoma (cm) de A. exserens, luego
de 4 semanas cultivadas in vitro.

Conc. BAP mgeL* Largo rizoma (cm)
2,0 0,99 A
1,0 0,95 A
05 0,86 A
0,0 0,90 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05).
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En la evaluacion de esta variable es mas compleja observar diferencias en las plantas,
ya que BAP como funcion principal estimula la division celular y asocia al aumento de
brotes repartiendo primeramente los asimilados en estos organos. El crecimiento del
rizoma también se ve influenciado pero este lo hace de manera secundaria, tomandole
un poco mas de tiempo presentar aumentos en la longitud de estos (Lin et al., 2000).
Similares resultados obtienen Aros et al. (2017) a las 4 semanas al no observar
diferencias significativas, luego a las 8 semanas observa que BAP a 1,0 y 2,0 mgeL™
son las concentraciones con mayor efecto en el aumento de la longitud del rizoma.
Dado esto es que los resultados de esta variable no registran diferencias significativas
en este estudio.

Efecto del agar sobre el largo del rizoma. Respecto al efecto del agar sobre el largo
del rizoma se observé que la concentracion de 3,5 geL™ de agar es significativamente
diferente de los medios liquidos y sélidos presentando un largo promedio de 1,73 cm
(Cuadro 7). Los tratamientos con concentraciones de 7 y 0 mgeL™ de agar no
presentaron diferencias estadisticamente significativas entre ellos con pesos promedio de
1,21 gy 1,15 g respectivamente por lo cual se comportaron de la misma manera.

Cuadro 7. Efecto del agar en el aumento de largo de rizoma (cm) de A. exserens, luego
de 4 semanas cultivadas in vitro.

Conc Agar gL Largo rizoma (cm)
35 1,73 A
7,0 1,21 B
0,0 1,15 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05).

En algunas plantas ornamentales se ha informado que el uso de medios liquidos con
frecuencia aumentd el crecimiento de brotes y largo de los explantes (Sandal et al.,
2001; Preece, 2011). En este estudio no ocurrié lo mencionado ya que estos medios
suelen ocuparse en caso que la planta no prescinda del agar para su cultivo y se ha
demostrado que las plantas de A. exserens requieren al menos la mitad de agar (3,5 gL
Y para su establecimiento in vitro (Aros et al., 2017). En medios sélidos como ya se ha
mencionado, es claro el efecto en la reduccion del crecimiento, viéndose afectados
principalmente la disponibilidad de agua y nutrientes. De acuerdo a los antecedentes
expuestos el medio semi-sélido es el mas adecuado para el cultivo de A. exserens, en
condiciones in vitro.
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Largos de brotes

De acuerdo al largo de brotes destacan los tratamientos T5 (6,48 cm), T9 (5,47 cm), T6
(5,02) y T12 (2,75 cm) (Cuadro 8).No existe interaccion entre los factores agar y BAP
(p-valor > 0,05), por lo tanto se analizaron las variables en forma independiente.

Se puede observar que tanto T4 como T12 presentaron bajos promedios de largo de
brotes (Cuadro 8), ambos tratamientos presentaron 2 mgsL™ de BAP en su preparacion.
Esta concentracidn evidencia el mayor control de la dominancia apical expresada como
menores largos de brote.

Cuadro 8. Promedio de largo de brote (cm) de los explantes de A. exserens sometidos a
distintas concentraciones de BAP (0,0; 0,5; 1,0 y 2,0 mgeL™") y agar (0,0; 35y 7 geL’
!y, alasemana Oy 4.

Semanas T12 T11 T10 T9 T8 T7 T6 T5 T4 T3 T2 T1

0 2,10 2,36 2,61 2,08 2,15 2,06 2,75 2,07 28 2,57 2,56 2,62
4 2,75 3,21 4,46 547 3,41 491 502 6,48 3,55 3,54 3,28 3,55

El crecimiento de la parte aérea esta influenciado mayormente por la concentracion de
hormonas que por la concentracion de agar. El agar influye en facilitar en mayor o
menor medida los nutrientes, los reguladores de crecimiento y el agua (Podwyszynska et
al., 1997). Las citoquininas como reguladores de crecimiento, causan la induccion de
brotes, promoviendo la divisién celular y disminuyen la dominancia apical,
generalmente estimulan la proliferacién de brotes e inhiben la elongacion de estos
(Venkataiah et al., 2006).

Efecto del agar en el largo de brote. Respecto al largo de brote se observa que en
medios liquidos resulta un largo promedio de 3,26 cm, en los medios so6lidos un largo
promedio de 4,08 cm y en los medios semi-solidos alcanzan un promedio de 5,08 cm
(Cuadro 9). Estos no presentan diferencias significativas entre tratamientos por lo que el
agar tiene el mismo efecto en la elongacion de los brotes en todas las concentraciones
utilizadas, evidenciando la poca influencia que tiene el factor agar sobre largo de brote.
La cantidad del agar puede afectar, en principio, a todos los procesos de desarrollo,
siendo la regeneracion de los brotes y raices adventicios los mas sensibles (Scholten y
Pierik, 1998).
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Cuadro 9. Efecto del agar en el aumento de largo de brote (cm) de A. exserens, luego de
4 semanas cultivadas in vitro.

Conc Agar gL Largo brote (cm)
3,5 5,08 A
7,0 4,08 A B
0,0 3,26 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05).

Mayores concentraciones de agente gelificante determina que los compuestos disueltos
sean absorbidos por las plantas en menor medida dentro del medio de cultivo (Hussein
et al., 2014). Como hemos visto, de acuerdo a su concentracién (en peso explante y
largo de rizoma) el agar permite que los nutrientes, el agua y los reguladores de
crecimiento estén disponibles y esto determina la influencia en el largo de los brotes
(George, 1993; Datta, 2006). En este estudio, este efecto no queda evidenciado al
obtener el mismo comportamiento en los medios sélidos, liquidos y semi-solidos. Si
bien los medios con 3,5 geL* de agar muestran largos promedio mayores (T5, T6 y T7),
estos resultados no son significativos para determinar algun efecto sobre el largo de los
brotes.

Efecto de BAP en el largo de brote. El efecto de la hormona BAP se evidencia a través
de la obtencion de brotes méas cortos en todas las concentraciones de citoquininas (0,5;
1,0 y 2,0 mgeL™). Por otro lado, los tratamientos sin aplicacion de este regulador de
crecimiento, mantienen su dominancia apical independiente de las concentraciones de
agar, logrando mayores largos de brote (Cuadro 10).

Cuadro 10. Efecto del BAP en el aumento de largo de brote (cm) de A. exserens, luego
de 4 semanas cultivadas in vitro.

Conc. BAP mgeL* Largo brote (cm)
2,0 3,32 A
1,0 3,95 A
0,5 4,01 A
0,0 5,30 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05).
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Segun Shahriari et al. (2012), en Alstroemeria Calaris, el uso de BAP dio lugar a brotes
con menores alturas. Son las citoquininas las que inducen las formacion de brotes y
reducen su altura a través de la induccién del crecimiento celular y la reduccion de la
dominancia apical (Ranjan et al., 2003). De la misma manera se obtienen en
Alstroemeria pallida resultados similares en el largo de los brotes siendo aquellos sin
aplicacion los que presentaron mayores largos (Aros et al., 2017). Debido a una menor
induccion de brotes, la energia y los recursos se distribuyen a un menor nimero de
fuentes receptoras, influyendo en el alargamiento de los brotes (Lin et al., 2000;
Véasquez, 2016). Khalegui et al. (2008) sefialan que las auxinas naturales estimulan el
crecimiento de brotes y se manifiesta la dominancia apical en tratamientos sin aplicacion
y que a la minima concentracién de BAP los explantes comienzan a disminuir el largo
de sus brotes. Es claro el efecto del BAP en la disminucion de los largos de brotes, en
todas las concentraciones utilizadas.

NUmero de brotes activos y senescentes

Se contaron los brotes verdes (activos) y brotes deshidratados (inactivos o senescentes).
Considerando el brote inicial de cada explante, se observé los nuevos brotes que surgen
por tratamiento. EI n(imero de brotes observado en T6 (3,5 agar geL'y 0,5 BAP mgeL’
1) conté con 10 nuevos brotes, seguido viene T7 (3,5 geL ™" agar y 1,0 mgeL™ BAP) con 8
nuevos brotes activos y luego T11 (7 geL* de agar y 1,0 mgeL™* BAP) con 7 brotes
activos, estos tratamientos evidenciaron la proliferacién de brotes adventicios y no
poseen ningun brote deshidratado (Figura 2). Debido a que el nimero de brotes no
poseia distribucion normal, se aplicd el modelo lineal generalizado con funcion de
distribucion  Poisson, se realizd el Test de Wald y no se encontraron diferencias
estadisticas en ninguno de los tratamientos (Apéndice).

Zuiiiga et al. (2010) menciona que, dependiendo del nivel enddgeno de la fitohormona la
adicién de reguladores de crecimiento puede provocar resultados contradictorios, por lo
cual encontrar la dosis adecuada para la micropropagacién de acuerdo a cada especie es
esencial para evitar anormalidades mitdticas. Diversos autores sefialan concentraciones
Optimas para la proliferacion de brotes adventicios en rizomas de alstroemeria que van
entre los 2 y 3 mgeL ™" de BAP para subdividir cada 4 semanas (Vazquez, 2016; Zufiga,
2010 y Khalegi, 2008).
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M Brotes senescentes M Brotes activos

0 = T T T T T T T T T T T

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Tratamientos

Nuevos brotes (n°)

Figura 2. Barras apiladas sobre el nimero de brotes (nuevos) activos y senescentes en A.
exserens a las 4 semanas.

Se puede apreciar que T1 fue el Unico tratamiento que no presentd aumento en el
namero de brotes. Por su parte, el tratamiento testigo nos permite visualizar que el
efecto de los reguladores de crecimiento y gelificantes del medio como parte esencial en
la multiplicacién de A. exserens, en los diversos resultados no ha presentado respuestas
significativas. Al observar todos los medios liquidos (T1, T2 T3y T4), y sin importar
la concentracion de BAP que éstos tuvieran, fueron los que presentaron tendencia de no
generar brotes nuevos. Este efecto se relaciona a los resultados anteriores (largo rizoma
y peso de explante) en que los medios liquidos no obtuvieron aumentos significativos
de estas variables.

Los tratamientos con mayor cantidad de brotes deshidratados fueron el T9 seguido del
T10 y T3 (Figura 2). El efecto de senescencia de algunos brotes se relacionan a bajas
concentraciones de BAP, en el cual debido a una expresién de la relacion endogena de
auxinas/citoquininas que presenta, la planta tiende a provocar senescencia en brotes
adventicios con el fin de mantener los brotes centrales (Jordan y Casaretto, 2006).

Es la dominancia apical la que destina recursos a los brotes principales causando la
muerte de brotes adventicios (Gabryszewska y Hempel, 1985).
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CONCLUSIONES

Se rechaza la hipotesis inicial, ya que no se identifica en ninguna de las variables un efecto
combinado de concentraciones de agar y BAP que produjese distintas respuestas en la
micropropagacion de A. exserens., sin embargo, se observan los efectos de ambos en forma
separada.

El uso de citoquinas (BAP) resulta fundamental para el cultivo in vitro de A. exserens. Este
regulador de crecimiento a cualquier concentracion se observa que genera efecto sobre las
plantas. Respecto al agar se concluye que los medios liquidos y sélidos actuan de igual
forma sobre la planta en términos de absorcion de nutrientes y agua, siendo el medio semi-
sélido (3,5 g *L™*) el mas conveniente para la micropropagacion de esta especie.

La tasa de prolificidad de A. exserens no es satisfactoria para la propagacion masiva
Puede ser mejorarada si se adicionan bajas concentraciones de auxinas (0,2 mgeL™" de
NAA)

Los resultados pueden ser poco concluyentes considerando que solo se tomaron dos
evaluaciones durante 4 semanas. Con lo obtenido en esta experiencia, se tiene una
aproximacion a un método de micropropagacion masiva. El uso de citoquininas y agar son
fundamentales en la propagacion de A. exserens y es necesario mejorar los métodos de
propagacion aun mas cuando el material es escaso.
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APENDICE

Cuadro 1. Prueba de hipdtesis marginal del modelo (Wald test) realizado al experimento
con respecto al niumero de brotes de A. exserens a las 4 semanas de cultivo in vitro

Variable Valor F P-valor
BAP 0,28 0,84
AGAR 2,22 0,11
BAP: AGAR 0,47 0,82

Cuadro 2. Medias ajustadas segin el modelo propuesto.

BAP AGAR Medias E.E
0,0 35 2,25 0,53
0,5 7,0 2,00 0,50
0,5 35 1,75 0,47
2,0 7,0 1,75 0,47
1,0 35 1,63 0,45
1,0 7,0 1,50 0,43
2,0 35 1,50 0,43
0,5 0,1 1,38 0,41
0,0 7,0 1,38 0,41
1,0 0,1 1,25 0,40
2,0 0,1 1,13 0,37
0,0 0,1 0,88 0,33

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas.



